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RESUMO

Apesar do progresso alcancado no conhecimento bdasico sobre Trypanosoma cruzi e
Toxoplasma gondii, assim como a descoberta de diversos compostos com atividade para estes
protozoarios, a Doenca de Chagas e a Toxoplasmose ainda retratam alta morbidade e em
algumas de suas manifestacdes, alta mortalidade. Pela falta de farmacos que atuem na fase
cronica destas doengas, como também pelos elevados efeitos adversos causados pelos
tratamentos atuais. A falta de interesse da industria farmacé€utica em desenvolver tratamentos
para as doengas tropicais se deve principalmente porque ndo oferecem retornos financeiros
suficientes. O reposicionamento de farmacos ¢ uma estratégia onde drogas desenvolvidas e
em uso para determinada doenca podem ser re-avaliadas para a utilizacdo em outra indicacao,
reduzindo assim o tempo e custo de pesquisas e com seguranca ja conhecida. Sendo assim,
este trabalho avaliou a atividade de dois antivirais, Lopinavir e Pritelivir, contra taquizoitos
das cepas RH, TgCTBr8 e TgCTBRS de Toxoplasma gondii e Cepa Y de Trypanosoma cruzi.
Para tanto, foi analisada in vitro a capacidade dos antivirais de interromper a proliferagao
destes parasitos, e além disso, para 7. gondii, foi avaliada a capacidade de inibi¢do da invasdo
com taquizoitos pré-tratados, a atividade proliferativa da combinagdo sulfadiazina (SDZ) e
pirimetamina (PYR) em associacdo ou ndo com Lopinavir e andlise do potencial cistogénico
causado pelo tratamento. Para a analise in vivo foram avaliados para T. gondii a eficacia do
tratamento em modelos de infec¢do aguda e cronica. Lopinavir foi capaz de inibir 78% da
proliferacdo das cepas TgCTBr8 e TgCTBr5 com 7 e 15 uM respectivamente, e também foi
capaz de inibir em 56% a invasao de taquizoitos com 7 pM na cepa TgCTB18 e 35% com 15
uM na cepa TgCTBr5. Em relacdo ao tratamento padrdo da toxoplasmose (SDZ+PYR), a
cepa TgCTBr5 se demonstrou mais suscetivel que a cepa TgCTBr8, enquanto que a
associagdo deste tratamento com Lopinavir apresentou antagonismo, aumentando a
proliferagdo da cepa TgCTBrS5. O ensaio de cistogénese demonstrou que a cepa TgCTBr8 tem
maior capacidade cistogénica espontanea ou induzida pelo Lopinavir. Ja nos ensaios in vivo
de fase aguda, o tratamento combinado do antiviral e os antifolatos, ndo afetou a
sobrevivéncia dos animais, mas foi capaz de reduzir a carga de cistos cerebrais, se comparado
ao grupo tratado apenas com os antifolatos. Ja o tratamento isolado com Lopinavir em ensaio
cronico da doenga demonstrou uma moderada diminuigao de cistos cerebrais. E em relagao ao
Pritelivir, uma redu¢do na proliferacdo de 7. gondii e de T. cruzi de 77% e 80%,
respectivamente, foi obtida com a utilizagdo de 60 pg/mL nos tratamentos por 48 horas.
Foram obtidos ICso nos valores de 14,7 e 34,85 ug/mL em 24 horas de tratamento e 37,3 ¢
22,40 pg/mL em 48 horas de tratamento para T. gondii e T. cruzi, respectivamente. Nossos
resultados mostram que os antivirais aqui estudados podem ser alternativas promissoras ao
desenvolvimento de novas terapias para a Toxoplasmose e da Doenca de Chagas.

Palavras-chave: reposicionamento de farmacos, antiviral, Toxoplasma gondii, Trypanosoma
cruzi, toxoplasmose, doenca de Chagas.



ABSTRACT

Despite the progress in basic knowledge about Trypanosoma cruzi and Toxoplasma gondii, as
well as the discovery of several compounds with activity for these protozoa, Chagas' disease
and Toxoplasmosis still portray high morbidity and in some of its manifestations, high
mortality. Due to the lack of drugs that act in the chronic phase of these diseases, as well as
the high adverse effects caused by current treatments. The pharmaceutical industry's lack of
interest in developing treatments for tropical diseases is mainly because it does not offer
sufficient financial returns. It is mainly due to their lack of financial returns. Drug
repositioning is a strategy in which drugs developed and in use for a given disease can be re-
evaluated for use in another indication, thus reducing the time and cost of research and with
known safety. Therefore, this work evaluated the activity of two antivirals, Lopinavir and
Pritelivir, against tachyzoites of the RH strains, TgCTBr8 and TgCTBRS of 7. gondii and Y
strain of 7. cruzi. Therefore, the in vitro capacity of antivirals to interrupt the proliferation of
these parasites was analyzed, and in addition, for T. gondii, the capacity to inhibit invasion
with pretreated tachyzoites, the proliferative activity of the combination of Lopinavir with
sulfadiazine (SDZ) and pyrimethamine (PYR) and analysis of the cystogenic potential caused
by the treatment were also evaluated. For the in vivo analysis, the efficacy of treatment in
acute and chronic infection models was evaluated for 7. gondii. Lopinavir was able to inhibit
78% of the proliferation of TgCTBr8 and TgCTBrS5 strains with 7 and 15 uM, respectively,
and was also able to inhibit by 56% the invasion of tachyzoites with 7 pM in the TgCTBr8
strain and 35% with 15 pM in the TgCTBr5 strain. Regarding the standard treatment for
toxoplasmosis (SDZ+PYR), the TgCTBr5 strain was more susceptible than the TgCTBr8
strain, while the association of this treatment with Lopinavir presented antagonism, increasing
the proliferation of the TgCTBrS strain. The cystogenesis assay demonstrated that the
TgCTBr8 strain has a greater spontaneous or induced cystogenic capacity by Lopinavir. In the
acute phase in vivo trials, the combined treatment of antivirals and antifolates did not affect
animal survival, but was able to reduce the burden of brain cysts, when compared to the group
treated only with antifolates. On the other hand, the isolated treatment with Lopinavir in a
chronic trial of the disease showed a moderate decrease in brain cysts. About Pritelivir, a
reduction in the proliferation of 7. gondii and T. cruzi of 77% and 80%, respectively, was
obtained with the use of 60 pg/mL in treatments for 48 hours. ICso values of 14.7 and 34.85
pg/mL in 24 hours of treatment and 37,3 and 22,40 pg/mL in 48 hours of treatment were
obtained for 7. gondii and T. cruzi, respectively. Our results show that the antivirals studied
here can be promising alternatives for the development of new therapies for Toxoplasmosis
and Chagas Disease.

Keywords: drug repositioning, antiviral, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi,
toxoplasmosis, Chagas Disease.
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i.p. - Intra peritonial

h - horas

HSYV - virus herpes simplex

LPV - lopinavir

mL - mililitro

MTS - (3-(4,5-dimetiltiazol-2-1l)-5-(3-carboximetoxifenil )-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio)
NHDF - fibroblastos dérmicos humanos normais

NTX - nifurtimox

PBS - solugdo salina tamponada com fosfato

PTV - pritelivir

PYR - pirimetamina

RTYV - ritonavir

SDZ. - sulfadiazina

SFB - Soro fetal bovino

SIDA - sindrome da imunodeficiéncia adquirida

SNC - sistema nervoso central

TC - toxoplasmose congénita

TgCTBr - Toxoplasma gondii toxoplasmose congénita do Brasil

TO - toxoplasmose ocular
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1. Introducao

1.1 Doencas negligenciadas

Doengas negligenciadas sao causadas por agentes infecciosos ou parasitas e
consideradas endémicas em populagdes de baixa renda, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Essas enfermidades também apresentam indicadores inaceitdveis e
investimentos reduzidos em pesquisas, producdo de medicamentos e em seu controle (Weiss,

2008; Hotez, et al., 2014).

Apesar do progresso alcancado no conhecimento basico de muitas enfermidades e da
descoberta de novos compostos para o tratamento, as doencas infecciosas tropicais
negligenciadas como, por exemplo, Leishmaniose, Doenca de Chagas, Esquistossomose,
parasitoses intestinais e a Toxoplasmose, continuam a causar alta morbidade e mortalidade.

(Trouiller et al., 2002; Nii-Trebi, 2017).

Por mais que seja necessaria a busca pela eficicia, acessibilidade e seguranca ao
tratamento, o desenvolvimento de medicamentos para as doencas negligenciadas praticamente
se estagnou. A falta de interesse da industria farmacéutica em desenvolver tratamentos para as
doencas tropicais, visando substituir terapias ineficazes ou que muitas vezes apresentam alto
indice de toxicidade, ou de pesquisas para superar a resisténcia ja existente, se deve
principalmente porque ndo oferecem retornos financeiros suficientes (Trouiller et al., 2002;

Nii-Trebi, 2017).

1.2 Protozoarios de importancia médica foco deste estudo
1.2.1 Toxoplasma gondii

1.2.1.1 Biologia do T. gondii

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario intracelular obrigatorio, cosmopolita, agente
causador da Toxoplasmose. Pertencente ao filo Apicomplexa, todos os representantes deste
filo sdo parasitos obrigatorios e caracterizados por possuir em determinada fase de vida, uma
estrutura chamada complexo apical, que se localiza na regido anterior e ¢ envolvida na fixa¢ao
e penetracdo nas células dos hospedeiros (Souza, 1974). Este filo compreende também outros

protozoarios de importancia médica e veterindria, como Plasmodium spp., Eimeria
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Neospora, Babesia, Theileria e Cryptosporidium. Foi observado pela primeira vez em 1908
por Nicolle e Manceaux nos tecidos do roedor Ctenodoactylus gundi e no Brasil por
Splendore em tecidos de um coelho (Weiss & Dubey, 2009). O ciclo de vida de 7. gondii
(Figura 1) apresenta uma fase assexuada, que se passa virtualmente em qualquer animal
homeotérmico, e uma fase sexuada, que se passa somente nos felideos. 7. gondii possui como
formas infectantes os taquizoitos, bradizoitos (contidos nos cistos teciduais) e os esporozoitos

(presentes nos 0ocistos).

Os taquizoitos (Figura 2A) possuem forma alongada apresentando a regido anterior
afilada e a regido posterior arredondada. Medem aproximadamente 8 um de comprimento por
2 wm de largura. Na porcdo apical do parasito estdo localizadas organelas secretoras
especializadas, tais como roptrias, micronemas, além de estruturas do citoesqueleto como
conoide, anel polar e anéis apicais, envolvidos no direcionamento das organelas de secre¢do e
também como suporte a integridade estrutural do parasito (Morissette & Sibley, 2002).
Apresentam o nucleo na por¢do mediana do parasito e outras organelas como
acidocalcissomos, relacionados a regulagdo de calcio, regulacdo de pH e osmorregulacao,
granulos densos, importante na formagao do vacuolo parasitéforo e corpos lipidicos que sao
formados durante a aquisi¢do de lipidios pelo parasito dentro da célula hospedeira (Charron &
Sibley, 2002). E ainda duas organelas endossimbiontes, uma Unica mitocondria e o
apicoplasto, organela exclusiva do filo Apicomplexa, que se classifica como um plastideo,
mas perdeu sua capacidade fotossintética e tem como algumas funcdes a sintese de RNA e

DNA e a biossintese de acidos graxos e de sintese de isoprendides (Waller et al., 2003).

Os taquizoitos estdo presentes durante a infec¢do aguda, como parte do ciclo
assexuado e se replicam de forma rapida a cada 6 a 8 horas em um processo denominado
endodiogenia dentro de um compartimento intracelular denominado vactolo parasitoforo.
Este vacuolo evita a fusdo com a via endossomal da célula hospedeira e ¢ essencial para o
crescimento intracelular do parasita. Os taquizoitos sdo capazes de infectar todo tipo de célula
nucleada e se espalham por todo o corpo a partir do sitio inicial de infec¢do. Essas formas tém
importancia na transmissao vertical durante a gestagao. Em hospedeiros imunocompetentes, a
maioria dos taquizoitos sao eliminados pelo sistema imunologico, dentro de algumas semanas
ap6s infeccdo aguda, sofrendo supressdo do sistema imune, se convertem as formas
bradizoitos, que formam os cistos teciduais. (Montoya & Liesenfeld, 2004; Halonen & Weiss,

2013).
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Os bradizoitos (Figura 2B), outro estagio do ciclo assexuado, se desenvolvem dentro
de cistos teciduais, que sdo formados por uma parede cistica que consiste na modificacdo do
vacuolo parasitoforo pelo parasito (Figura 2C), e sao normalmente encontrados em células do
cérebro, musculos esqueléticos e cardiacos, podendo permanecer nestas por toda a vida do
hospedeiro. Os bradizoitos, se multiplicam lentamente, sdo menores em relacdo aos
taquizoitos medindo cerca de 7 um por 1,5 um, possuem o nucleo localizado na regido
posterior, roptrias mais densas, numerosos micronemas ¢ uma grande quantidade de granulos
de amilopectina distribuidos pelo citoplasma, que servem como grandes reservas energéticas
para o parasito. Por serem resistentes as enzimas digestivas, sdo obtidos através do consumo
de carne crua ou mal cozida de animais infectados. Os bradizoitos podem ser liberados dos
cistos e se transformar novamente em taquizoitos, e causam recrudescéncia da infec¢do em

pacientes imunocomprometidos (Montoya & Liesenfeld, 2004; Weiss & Dubey, 2009).

Os felideos sao os hospedeiros definitivos de 7. gondii, sendo o gato doméstico o mais
importante do ponto de vista epidemioldgico para os humanos. No interior do intestino
delgado dos felideos ocorre a reproducao sexuada do protozoario, dando origem a milhares
oocistos que sao eliminados juntamente com as fezes. (Figura 2D). O oocisto ¢ a forma
infectante resistente no ambiente, neles estdo contidos os esporozoitos, que ao serem
ingeridos por aves e mamiferos dardo origem aos taquizoitos no intestino delgado, que ¢ o

sitio inicial de infec¢do apds a ingestao (Montoya & Liesenfeld, 2004).
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Figura 1: Ciclo Bioldgico do Toxoplasma gondii. (A) Eliminacdo de oocistos ndo esporulados por
felideos infectados apds gametogénese e formacao de um oocisto, apds esporulacdo no ambiente se
tornam infecciosos; (B) Oocistos esporulados no ambiente contaminam o solo, agua e alimentos e (C)
Sdo ingeridos por outros felideos ou pelos hospedeiros intermediarios (homem, aves, gado, etc.),
causando infeccao aguda seguida de formagao de cistos teciduais; (D) Transmissao através da ingestdo
de cistos teciduais (predagdo ou alimentacdo); (E) Transmissdo transplacentaria durante infecgdo
aguda; (F) Transmissdo através de transfusdo sanguinea; (G) Transplante de orgdos com cistos
tissulares. (Retirado de Lara ef al., 2017).

A transmissdo de 7. gondii através do transplante de oOrgdos, embora mais raro,
também pode ocorrer em pacientes transplantados cardiacos, pulmonares, renais e hepaticos

(Brooks & Remington, 1986; Israelski & Remington, 1993; Tenter et al., 2000).
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Figura 2: Estagios infectantes de 7. gondii. (A) Desenho esquematico de um taquizoito (Retirado de
Souza et al., 2010) (B) Desenho esquematico de um bradizoito (Retirado de Martins-Duarte, 2011).
(C) Cisto tecidual. (D) Oocisto (Retirados de Dubey et al. 1998).

T. gondii é capaz de infectar qualquer célula nucleada de aves e mamiferos. A
primeira etapa ¢ o processo de invasdo, onde € necessario que ocorra o reconhecimento
celular e a adesdo. Através de proteinas secretadas pelos micronemas e rdptrias ocorre a
formagao temporaria da jungdo movel, que da suporte para que ocorra a internalizagdo ativa
por gliding. A medida que o 7. gondii penetra na membrana da célula hospedeira forma-se o
vactolo parasitéforo, que ndo se fusiona com lisossomos da célula. O vactiolo parasitéforo €
formado pela invaginacdo da membrana do hospedeiro, mas tem composi¢do diferente, pois
se incorpora de proteinas secretadas pelos granulos densos do parasito (de Souza et al., 2010;

Horta et al., 2020)

No interior do vactolo, o parasito inicia a sua replicagdo pelo processo de divisdao
celular chamado de endodiogenia (Figura 3), onde células-filhas sdo formadas no interior de
uma célula-mae que ¢ descartada ao final da divisdo (de Souza et al., 2010). Durante a
multiplicagdo e aumento do vactolo, os granulos densos secretam proteinas que fardo parte da
rede intravacuolar, que sustenta e estabiliza os taquizoitos dentro do vactolo parasitoforo e
elementos da célula hospedeira, como reticulo endoplasmatico rugoso, filamentos do

citoesqueleto e até mitocondrias se dispdem ao redor destes e conferem a nutricdo e suporte
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ao crescimento do vactolo (Attias et al., 2019). Vérias dessas proteinas modificam a
membrana do vacuolo parasitoforo, formando poros, o que permite a difusdo de moléculas de
até 1.2 kDa, entre o vacuolo e o citoplasma da célula hospedeira (Schwab et al., 1994). Apos
varios ciclos de divisao, ocorre o egresso dos parasitos do vactiolo e ruptura celular, liberando

0s taquizoitos para uma nova infec¢ao (Attias et al., 2019; Horta et al., 2020).

Figura 3: Diagrama simplificado do processo de divisdo do 7. gondii por endodiogenia (Retirado de
Souza et al., 2010).

T. gondii possui trés linhagens clonais predominantes no Hemisfério Norte,
denominadas cepas do tipo I, II e II. A viruléncia esta diretamente associada a patogenicidade
do T. gondii, em como as diferentes cepas se comportam em relacdo a migragao, crescimento
e modulacdo do sistema imune. A classificacdoda viruléncia das cepas sdo determinadas
através da dose letal em modelo murino, onde 100% de mortalidade (LD100) utilizando
menos que 10° taquizoitos sdo consideradas virulentas, dose letal com in6culo maior que 103
consideradas avirulentas e isolados entre estes dois extremos sdo classificadas como de

viruléncia intermediaria (Howe & Sibley, 1995).

No hemisfério norte a cepa tipo II, como a ME49, ¢ responsavel por cerca de 2/3 de
casos de Toxoplasmose e estd frequentemente associada a reativagdo de infec¢des cronicas
em 65% de casos de pacientes com SIDA. Ja a cepa tipo I, RH, estd mais relacionada com
casos de Toxoplasmose Congénita (TC) e cepas do tipo III sdo principalmente isoladas em

animais (Howe & Sibley, 1995; Montoya & Liesenfeld, 2004; Saeij et al., 2005).
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No entanto, estudos moleculares de isolados de 7. gondii obtidos de animais e de
humanos da América do Sul e, principalmente, do Brasil tém mostrado distingdo entre a
estrutura genética das cepas clonais encontradas no hemisfério norte (Ferreira et al. 2006;
Pena et al. 2008). Os isolados do hemisfério sul, sio denominados atipicos, pois apresentam
alelos distintos das cepas clonais, para os mesmos segmentos de DNA (Dardé, 2008).
Acredita-se que devido a ampla biodiversidade da fauna brasileira, amplitude geografica e
diferentes rotas de infec¢do contribuem para ela elevada variabilidade genética das cepas de

T. gondii no Brasil (Ferreira et al., 20006).

Utilizando marcadores de segmentos polimorficos de DNA propostos por Su et al.
(2006), foi observado por Pena et al. (2008) uma alta diversidade genética nas amostras e
foram propostas quatro linhagens clonais brasileiras. Essas linhagens foram denominadas
tipos Brl, Brll, BrlIll e BrIV. A analise da letalidade em camundongos infectados demonstrou
que o Tipo Brl ¢ altamente virulento, o Tipo Brlll ndo ¢ virulento, enquanto as linhagens Tipo

Brll e BrlV sdo de viruléncia intermedidria (Pena ef al. 2008; Dubey et al., 2012).

Pouco se sabe da associacdo de viruléncia com genotipos atipicos encontrados na
América do Sul, mas ¢ observado um agravo nos casos de Toxoplasmose no Brasil (Gilbert,
2009). Carneiro et al. (2013) em estudo com 27 amostras obtidas de Toxoplasmose Congénita
(TC), cepas virulentas foram isoladas de recém-nascidos com toxoplasmose grave e
avirulentas de criangas assintomaticas, o que sugere alguma correspondéncia entre viruléncia
em camundongos e doenca em humanos. Mas o estudo ndo apresentou associacao estatistica

entre viruléncia ou genotipo da cepa com sintomatologia nas criangas.

1.2.1.2 Toxoplasmose

Estima-se que 30% da populagdo mundial esteja infectada com o 7. gondii, mas este
indice pode variar dependendo da regido (Montoya & Liesenfeld, 2004; Dubey et al., 2012),
no Brasil a prevaléncia varia de 50-80% na populacgdo adulta (Figura 4) (Bahia-Oliveira ef al.,
2003; Pappas et al., 2009). A infecgdo por 7. gondii na maioria dos casos ¢ assintomatica,
sendo que as manifestagdes clinicas dependem do estado imunolégico do individuo e do
quadro clinico. A infec¢do cronica também vem sendo sugerida como possivel responsavel
por alteragdes de comportamento e personalidade, aumento de risco de esquizofrenia,
depressao, suicidio e outros transtornos psiquiatricos, mas ainda sdo necessarias pesquisas

para explorar os mecanismos subjacentes de 7. gondii na patogénese dessas doengas e a
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possibilidade de uma relacao causal (Montoya & Liesenfeld, 2004; Arling et al., 2009; Flegr,
2013).

I >60%
I 40-60%
[ 20-40%
I 10-20%
M <10%

[ sem dados

Figura 4: Soroprevaléncia mundial da Toxoplasmose (Adaptado de Pappas et al. 2009).

Em individuos imunocompetentes, 80-90% dos casos de toxoplasmose adquirida sdao
assintomaticos. Pacientes com sinais clinicos apresentam linfadenopatia na regido da cabeca e
pescoco; embora também possam ocorrer apresentagdes envolvendo linfonodos inguinais,
retroperitoneais e mesentéricos, podendo ser acompanhada de febre, mal-estar, dor de
garganta e cefaleia, na maioria das vezes o curso da doenca € autolimitante. Apds 2 a 3
semanas de infeccdo, devido a eficiéncia do sistema imune do individuo, taquizoitos sdo
eliminados e alguns se diferenciam em bradizoitos, permanecendo como cistos,
principalmente em tecidos neurais e musculares, pela vida inteira do hospedeiro (Luft &

Remington, 1992; Montoya & Liesenfeld, 2004; Halonen & Weiss, 2013).

Pacientes imunocomprometidos, incluindo aqueles em tratamento com
corticosteréides ou farmacos citotoxicos, pacientes com neoplasias hematologicas,
transplantes de 6rgdos ou portadores do HIV, tém alto risco de encefalite ou infec¢des
disseminadas. A toxoplasmose geralmente ocorre devido a reativagdo da infecg¢do, e em casos
de transplantes de orgdos de doadores positivos e receptores negativos, o receptor pode
desenvolver a infec¢cdo aguda adquirida, geralmente fatal se ndo tratada, e estima-se um indice
proximo a 90% de mortalidade (Luft & Remington, 1992; Israelski & Remington, 1993;
Montoya et al., 2001).
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A toxoplasmose congénita (TC), na qual ha passagem do taquizoito via
transplacentaria da mae para o feto, pode ocorrer através de uma primo-infec¢do, devido a
reativacdo da infec¢do latente, como a coinfec¢do com o HIV, e mais raramente, porém
descrito, devido a reinfec¢ao de gestantes ja cronicamente infectadas com uma cepa de um
gendtipo distinto da primeira infeccdo (Fortier et al., 1991; Aratjo et al. 1997; Gavinet et
al., 1997; Hennequin et al. 1997; Silveira et al., 2003; Kodjikian et al., 2004; Lebas et al.,
2004; Elbez-Rubinstein ef al., 2009). A TC pode se apresentar subclinica e as manifestagdes
clinicas, se presentes, incluem prematuridade, restricdo de crescimento intra-uterino,
ictericia, hepatoesplenomegalia, miocardite, pneumonite, pirpura, coriorretinite (em 70-80%
dos casos), hidrocefalia, calcificagdes intracranianas, microcefalia, convulsdes, retardo

mental, cegueira e epilepsia (Mohanty ef al., 2012).

A prevaléncia mundial para TC ¢ de 1 para 10000 nascimentos. No Brasil, ¢
considerado 5 vezes maior o risco de se infectar congenitamente € com lesdes mais severas
do que na Europa e acreditam estar relacionado com a variabilidade das cepas encontradas
no pais (Gilbert et al., 2008; The Syrocot, 2007). A prevaléncia em territorio nacional para
TC ¢é de 0,5-2,3 casos a cada 1000 nascidos vivos, no estado de Minas Gerais 0s casos
chegam a 3/1000, no interior do estado, na regido do Macro Jequitinhonha a mais alta
prevaléncia do estado ¢ de 1 caso para cada 361 nascidos (Neto et al., 2010; Dubey et al.,
2012; Carellos et al., 2014). Em estudos de morbidade, as criancas apresentam ou irao
apresentar ao longo de suas vidas aproximadamente: 35% doengas neuroldgicas, incluindo
hidrocefalia, microcefalia e retardo mental, 80% lesdes oculares, 40% perda auditiva, além

de morte logo apds o nascimento (Stella, 2004; Vasconcelos-Santos et al., 2009).

Sem tratamento, a incidéncia de infeccdo fetal ¢ de 10% a 15% durante o primeiro
trimestre, 30% para o segundo trimestre e 60% para o terceiro trimestre (Khan ef al., 2018).
A frequéncia da transmissdo e a gravidade da doenca estdo inversamente relacionadas. A
infec¢do precoce da mae (primeiro e segundo trimestre) pode resultar em TC severa e até
resultar na morte do feto e aborto espontaneo, ja a infec¢do materna tardia (terceiro
trimestre) geralmente resulta em recém-nascidos com aparéncia normal, podendo passar por
uma infec¢ao subclinica e se ndo tratados mais tarde podem desenvolver coriorretinite ou

retardo mental (Vogel ef al., 1996; Dunn ef al., 1999; Montoya & Liesenfeld, 2004).

A toxoplasmose ocular (TO) pode ser congénita ou adquirida, € ¢ a manifestacao

sintomatica mais comum da infeccdo aguda poés-natal ou reativagdo da doenga em
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individuos imunocomprometidos. O parasita se multiplica na retina e ocorre subsequentes
inflamagdes principalmente da cordide, chamada retinocoroidite ou coroidite, causando
cicatrizagdo. A retinocoroidite toxopldsmica € a causa mais frequente de cegueira infecciosa
e problemas visuais entre criangas nos paises em desenvolvimento. (Holland, 2003; Jones et

al., 2006; Garweg & Candolfi, 2009).

A prevaléncia da TO adquirida ¢ bem menor em relacdio a obtida pelo
desenvolvimento da toxoplasmose congénita, por exemplo, nos Estados Unidos nao
ultrapassa os 2%. No Brasil, ao contrario do que acontece na América do Norte, a
prevaléncia dos casos de TO adquirida ¢ alta, chegando aos 18%, essa prevaléncia mais alta
foi atribuida a infeccdo por genotipos de parasitas mais virulentos (Silveira et al., 1988;

Glasner et al., 1992; Holland, 2003; Dubey et al., 2012).

1.2.1.3 Farmacos disponiveis e desafios no tratamento da Toxoplasmose

Em 1953, foi observado que a sulfadiazina (SDZ) e a pirimetamina (PYR) utilizadas
em associagdo sao sinérgicas, ou seja, a interacao entre elas aumenta de forma significativa
seus efeitos anti-7oxoplasma (Eyles & Coleman, 1954). Estes farmacos agem bloqueando o
metabolismo do 4cido fo6lico, inibindo as enzimas diidrofolato redutase (PYR) e
diidropteroato sintetase (SDZ). Os compostos de folato sdo co-fatores essenciais para
diversas etapas metabolicas criticas, incluindo a formacdo de aminoacidos e nucleotideos de
timidina e por isso a inibi¢do da via do 4cido folico afeta a prolifera¢do parasitaria. (Allegra et
al., 1990; Kortagere, 2012). A realizagdo do tratamento utilizando o regime com SDZ e PYR
¢ associada a inimeros efeitos adversos, o que causa abandono do tratamento por alguns

pacientes (Luft & Remington, 1992).

A administragdo da SDZ tem efeitos adversos relacionados a cristaluria, que resulta
em nefrotoxicidade; as reagdes de hipersensibilidade como urticéria, angioedema e sindrome
de Stevens-Johnson; os distarbios hematopoiéticos, podendo ocorrer também a
granulocitopenia e trombocitopenia (Montoya & Remington, 2008; Montazeri et al., 2017).
Em recém-nascidos pode-se desenvolver ictericia nuclear (sindrome Kernicterus) uma vez
que a SDZ desloca a bilirrubina dos locais de ligagdo na albumina sérica, ficando livre para
entrar no sistema nervoso central, através da barreira hematoencefalica ainda nao

completamente desenvolvida (Eyles & Coleman, 1955).
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PYR em altas doses, pode causar supressdo medular, podendo se manifestar como
anemia megaloblastica, alteragdes hematologicas, leucopenia, trombocitopenia, pancitopenia,
reacoes de hipersensibilidade e também aumentam o risco de calculos renais (Montoya &

Remington, 2008; Montazeri et al., 2017).

Em imunocompetentes, na maioria das vezes a infec¢do ¢ assintomdtica. Em casos
moderados a grave, a terapia ¢ realizada com SDZ + PYR, suplementada de acido folinico por
2- 4 semanas, esse regime de tratamento também ¢ utilizado para TO em adultos, sendo
avaliada a necessidade de tratamento e ainda se sugere a combinagdo com corticoides
dependendo da evolugdo clinica do comprometimento ocular (Montoya & Liesenfeld, 2004;

Halonen & Weiss, 2013).

Em 1958, Garin & Eyles identificaram agdo anti-Toxoplasma da espiramicina, um
antibiotico macrolideo. Estudos demonstram que a terapia realizada com espiramicina reduz a
transmissdo para o feto (Beverley, 1973), e como ndo é capaz de ultrapassar a barreira
transplacentaria, evita assim qualquer possibilidade de efeito teratogénico no primeiro
trimestre da gravidez. Mas por este mesmo motivo ndo ¢ eficaz para o tratamento do feto

(Couvreur et al., 1988).

4

Em mulheres gravidas infectadas agudamente, o tratamento ¢ realizado
imediatamente. No Brasil até a 18* semana a espiramicina ¢ utilizada, se apods este periodo for
detectada a transmissdo da infec¢do para o feto, a terapia ¢ realizada com sulfadiazina +
pirimetamina, até o nascimento e suplementada com acido folinico at¢ 1 més apds o parto
(Montoya & Liesenfeld, 2004; Konstantinovic ef al., 2019). Se confirmada a toxoplasmose
congénita, o tratamento pds-natal ¢ realizado com corticoides, SDZ + PYR suplementada com
acido folinico, com duragdo de pelo menos um ano (Montoya & Liesenfeld, 2004, Halonen &

Weiss, 2013; Konstantinovic et al., 2019).

Virios estudos foram conduzidos e verificaram a a¢do anti-7oxoplasma, através da
monoterapia ou combinacdo entre: sulfonamidas, pirimetamina, dapsona, clindamicina,
atovaquona, tetraciclinas, rifamicinas, lincomicina, trimetropina € os macrolideos,
claritromicina e azitromicina (Beverley, 1957, Montoya & Remington, 2008; Kortagere,

2012; Montazeri, 2017; Dunay et al., 2018).

Em pacientes imunossuprimidos, a profilaxia normalmente ¢ realizada utilizando

Sulfametoxazol + Trimetoprima, e para o tratamento ¢ utilizada a combina¢do SDZ+ PYRa, e


https://consultaremedios.com.br/sulfametoxazol-trimetoprima/bula
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como alternativa a sulfadiazina, por conta dos diversos efeitos adversos, sdo utilizadas, por
exemplo, a clindamicina, azitromicina e a atovaquona (Montoya & Liesenfeld, 2004; Halonen

& Weiss, 2013; Konstantinovic et al., 2019).

Mas apesar dos inumeros farmacos disponiveis hoje para o tratamento da
Toxoplasmose, € necessaria a busca de terapias seguras para o uso no tratamento da gestante e
do feto, que tenha auséncia ou diminuicdo dos efeitos adversos para os pacientes e que tenha
uma agao efetiva contra a forma latente da doenca, os cistos, o que preveniria uma reativagao

em pacientes imunossuprimidos (Kortagere, 2012; Montazeri, 2017; Dunay et al., 2018).

1.2.2 Trypanosoma cruzi

1.2.2.1 Biologia do T. cruzi

Trypanosoma cruzi ¢ um protozoario da ordem Kinetoplastida, e familia
Trypanosomatidae, mesma familia que pertence outro protozodrio de importancia médica, o
género Leishmania spp., agente etioldgico da Leishmaniose, que se caracteriza pela presenca
de flagelo unico e o cinetoplasto, que ¢ uma regido especifica da mitocondria onde esta
concentrado o DNA mitocondrial, o kDNA (Rassi et al., 2010). Foi descoberto pelo médico
brasileiro Carlos Chagas em 1909, no Brasil, e ¢ causador da Tripanossomiase Americana,
mais conhecida como Doenga de Chagas (DC) (Chagas, 2009). T. cruzi apresenta um ciclo de
vida heteroxénico, isto ¢, apresenta tanto um hospedeiro vertebrado, mamiferos em geral,
incluindo o homem, quanto um hospedeiro invertebrado, insetos hemipteros da Familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae, os triatomineos (Rassi et al., 2010). Possui duas formas
evolutivas em seres humanos, a tripomastigota (Figura 5A), com flagelo unico que se estende
ao longo da borda externa de uma membrana ondulada e que ndo se prolifera no sangue, mas
¢ capaz de ser transportada para todo o organismo. Ja a forma amastigota (Figura 5B), possui
flagelo internalizado, ¢ intracelular e ¢ o estagio proliferativo no vertebrado (Perez-Molina &

Molina, 2018; Echeverria & Morillo, 2019).
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Figura 5: Forma tripomastigota (A) e amastigota (B) de Trypanosoma cruzi em microscopia
eletronica de varredura (Retirado de http://chagas.fiocruz.br/organizacao-estrutural/).

A interacgdo entre células hospedeiras e 7. cruzi pode ser dividida em trés fases: adesao
(reconhecimento de moléculas especificas do parasito pela célula hospedeira), sinalizagdo e
internalizacdo (de Souza et al., 2010). Moléculas de superficie do parasita, ao interagirem
com moléculas de superficie das células hospedeiras, sdao responsaveis pelos processos de
interagdo e invasdo. Sdo exemplos dessas moléculas: mucinas, transialidases, polissacarideos,
glicoproteinas e lipidios ancorados ao fosfatidilinositol na membrana, além de outras

proteinas integrais da membrana do parasito (Villalta et al., 2009).

O parasita faz uso de diversas estratégias utilizando mecanismos diferentes da célula
hospedeira para infecta-la. As formas de invasdo conhecidas sdo o mecanismo de fagocitose e
macropinocitose, endocitose mediada por microdominios de membrana (flotilins e caveolins)
e endocitose mediada por clatrina, penetragdo ativa e através de mecanismo de reparo de

membrana plasmatica do hospedeiro (Barrias et al., 2013).

Durante a adesdo do parasito ocorre um aumento transitorio de Ca>" intracelular, em
20% dos parasitos que invadem a célula hospedeira, ocorre através de via dependente de
lisossomos que envolve recrutamento de lisossomos para o local da infec¢do através da
liberagio de Ca®" intracelular. A tripomastigota ¢ entdo contida em vactiolo formado por
membrana lisossomal. Alternativamente, tem-se a via independente de lisossomos, na qual
tripomastigotas penetram a célula por invaginagcdes na membrana plasmatica, na qual a fusdo
lisossomal acontece internamente tardiamente na célula hospedeira e nao no ponto de adesao

a superficie celular (de Souza et al., 2010). A formacao do vactolo parasitoforo ¢ dependente
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da fusdo com lisossomos (Andrade & Andrews, 2004), a fusdo lisossomal ¢ essencial para o
sucesso da infec¢do, pois o mecanismo de escape do vacuolo parasitéforo ¢ do meio acido

presente no lisossomo (Andrews, 1994).

Este vacuolo ¢ chamado de transitdrio, pois apds cerca de 2 horas, o parasita destrdi a
membrana deste, através da secre¢dao de enzimas que induzem a formagao de poros. Durante
este processo, as tripomastigotas comegam a diferenciar-se para a forma amastigota. Apds o
escape do vacuolo, o processo de diferenciacdo para amastigota ¢ finalizado no citoplasma
que ¢ também o local onde se proliferam de forma sincrona, com um tempo de geracdo que

varia de acordo com a cepa de 7. cruzi (Perez-Molina & Molina, 2018; Horta et al., 2020)

Apds intensa replicagdo, amastigotas iniciam a diferenciacdo para a forma
tripomastigota sanguinea, que causam a ruptura celular liberando os tripomastigotas que
podem invadir células adjacentes ou retornar a circulacdo sanguinea, neste caso estardo
disponiveis para a infec¢ao do vetor (Rodriguez et al., 1996; Rassi et al., 2010; Perez-Molina
& Molina, 2018; Salassa et al., 2019; Horta et al., 2020). Estudos recentes demonstram que
amastigotas eliminadas precocemente durante a ruptura celular (amastigotas extracelulares)
também podem infectar células, induzindo a fagocitose mesmo em células fagociticas nao

profissionais (Fernandes ef al., 2013; Ferreira et al., 2019).

Apoés repasto sanguineo realizado no hospedeiro vertebrado, as tripomastigotas
sanguineas se diferenciam em epimastigotas no tubo digestivo do triatomineo, onde realizam
a sua replicagdo, estas se direcionam para a porc¢do terminal do intestino do vetor, e se
convertem a tripomastigotas metaciclicas infecciosas, que sdo excretadas pela fezes e ao
entrarem em contato com a ferida ou mucosas do hospedeiro vertebrado ganham a corrente
sanguinea e iniciam o processo de invasdo em qualquer célula nucleada (Figura 6)(Pérez-

Molina & Molina, 2018).
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Figura 6: Ciclo biologico do T. cruzi. (Adaptado de Pérez-Molina & Molina, 2018).

O principal mecanismo de transmissdo em areas endémicas continua sendo a vetorial,
mas em areas ndo endémicas a transmissdo através da contaminacdo dos alimentos com
triatomineos infectados, da transfusdo sanguinea, transplacentaria, transplante de orgaos,
compartilhamento de seringas e acidentes laboratoriais sdo importantes vias ¢ ha estudos que
demonstraram experimentalmente em modelo murino a viabilidade da transmissdo por via
sexual com observacdo de sorologia positivas em fémeas negativas antes do acasalamento e a
presenca de amastigotas nos testiculos dos machos, sendo esta uma via também possivel
(Cordova et al., 2010; Staquicini et al., 2010; Yoshida et al., 2011; Morillo, 2013; Angheben,
2015; Ribeiro et al., 2016; Rios et al., 2018; Echeverria & Morillo, 2019).

T. cruzi apresenta um modelo de evolucdo predominante clonal, o termo DTU
(Discrete Typing Units) foi proposto para descrever conjuntos de cepas que sao geneticamente

mais semelhantes entre si, onde encontramos as linhagens Tcl - TcVI e Tcbat. Podem ser
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classificadas quanto a sua distribuicdo geografica e participacdo nos ciclos domésticos e

silvestres (Figura 7) (Zingales et al., 2012).
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Figura 7: Distribuicdo geografica aproximada de DTUs de T. cruzi em ciclos de transmissdo
doméstica e silvatica (Adaptado de Zingales et al. 2012).

1.2.2.2 Doenca de Chagas

Estima-se que aproximadamente, 8 milhdes de pessoas estejam infectadas com 7.
cruzi em todo o mundo, principalmente na América Latina, onde a DC continua sendo um dos
maiores problemas de satide publica, causando incapacidade em individuos infectados e mais
de 10.000 mortes por ano (WHO, 2009). No Brasil, atualmente, h4 pelo menos um milhdo de
pessoas infectadas por 7. cruzi, soma-se a este numero a ocorréncia de casos e surtos por
transmissdo oral pela ingestdo de alimentos contaminados, em 2020, foram confirmados 146
casos no Brasil, (BRASIL, 2021). Sendo a regido nordeste a de maior prevaléncia da doenca
no pais (Figura 8) (Martins-Melo et al., 2014). Minas Gerais, entre marco e agosto de 2020
obteve um total de 395 obitos em pacientes acometidos pela DC, atras apenas do estado de

Sao Paulo (BRASIL, 2021).
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Figura 8: Distribuicdo espacial da prevaléncia observada da doenga de Chagas em inquéritos de base
populacional brasileira (Adaptado de Martins-Melo et al., 2014).

A doenca de Chagas (DC) ¢ uma desordem multissistémica e pode afetar os sistemas
cardiovascular, digestivo e o sistema nervoso central. Caracteriza-se por duas fases, aguda e
cronica. A fase aguda inclui como manifestagdes, caso transmissdo vetorial, o sinal de
Romana (edema unilateral, indolor na regido das palpebras), mas sintomas sistémicos da DC
aguda sdo raros e incluem febre moderada, mal-estar, cefaleia, anorexia, diarreia, mialgia,
linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, edema generalizado ou local (em membros ou
face), erupcdo cutanea, manifestagdes hemorrdgicas, ictericia, miocardite, taquicardia,
arritmias, bloqueio atrioventricular e em um pequeno percentual, meningoencefalite (Carlier

etal.,2011; Bocchi et al., 2017; Echeverria & Morillo, 2019).

Cerca de 30% dos pacientes infectados entram no estagio cronico, estima-se que o
envolvimento cardiaco € o mais frequente e grave envolvimento de 6rgdo, ocorrendo entre 14

a 45% dos pacientes (Carlier et al., 2011; Bocchi et al., 2017; Pérez-Molina & Molina, 2018).
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Alteragdes digestivas sdo causadas pela desnervacao dos 6rgdos e resultam em distirbios na
absor¢do, motilidade e secre¢do, causando a formagdo, principalmente, de megacolon e
megaesofago. A infeccdo congénita pode ser assintomatica ou leve, com sintomas
inespecificos; miocardite, meningoencefalite ou em casos raros, dificuldade respiratoria

(Rassi et al., 2010; Bern, 2015; Pérez-Molina & Molina, 2018).

1.2.2.3 Tratamentos disponiveis e desafios no tratamento da Doenca de Chagas

Atualmente apenas dois farmacos sdo licenciados para o tratamento da DC,
benznidazole (BZN) e nifurtimox (NTX), que pertencem a classe dos nitro-heterociclicos e
sdo utilizados hé 50 anos para o tratamento da DC. O BZN ¢ utilizado como primeira linha de
tratamento, ¢ um pro-farmaco derivado de nitroimidazol, que exerce atividade tripanocida
apds sua ativagdo para produzir metabodlitos reativos. Em 7. cruzi, a BZN ¢ ativada
enzimaticamente por nitroredutases tipo I, uma classe de enzimas insensiveis ao oxigénio
presentes em varios protozodrios, para os quais ndo ha homologia em mamiferos. Os
metabolitos reativos gerados sdo toxicos, resultando em uma rapida e localizada agdo
tripanocida contra as formas intra e extracelular do parasito (Miiller Kratz et al., 2018; Miiller

Kratz, 2019).

Os efeitos adversos causados pelo uso de BZN mais comuns sdo: nduseas, vomitos,
hipersensibilidade, incluindo dermatite com erup¢des cutdnea, mialgias, artralgias,
linfadenopatia, podendo ocorrer também polineuropatia, parestesias, polineurite e distirbios
na medula 6ssea. Preocupagdes potenciais referentes a toxicidade incluem carcinogenicidade,
teratogenicidade (j4 que o farmaco ultrapassa a barreira transplacentaria), efeitos na
fertilidade masculina e gravidez (Pinazo et al., 2010; Bern, 2015; Crespillo-Andujar et al.,
2018; Miiller Kratz et al., 2018; Miiller Kratz, 2019).

Nifurtimox (NTX) ¢ um nitrofurano, que age inibindo a sintese de acido piravico e
interrompe o metabolismo de carboidratos de 7. cruzi. Efeitos adversos gastrointestinais
(anorexia, (perda de peso, ndusea e vOmito) ocorrem em até 70% dos pacientes, efeitos
toxicos neuroldgicos incluem irritabilidade, insonia, desorientacdo e tremores (Bern, 2015;

Crespillo-Andujar et al., 2018; Miiller Kratz et al., 2018; Miiller Kratz, 2019).

O tratamento anti-tripanosomal ¢ indicado em todos os casos agudos, acidentes

laboratoriais e reativacdes, nas quais a taxa de cura pode chegar a 80-90% em individuos de
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menor faixa etaria. Em casos congénitos a eliminagdo do parasita pode chegar a 100%. Em
casos cronicos, o tratamento ¢ indicado para individuos menores de 18 anos, acima desta faixa
etaria os pacientes podem receber a terapia, sendo aconselhado individualizar o tratamento,
observando as possiveis comorbidades ja existentes no paciente, critérios de exclusao como a
cardiopatia irreversivel ou limite de méximo de idade de 50 a 55 anos, avaliando novamente
seu risco-beneficio por conta da toxicidade e efeitos adversos dos farmacos (Miiller Kratz et
al., 2018; Pérez-Molina & Molina, 2018; Miiller Kratz, 2019). Nao ¢ aconselhado o
tratamento em pacientes com insuficiéncia renal ou hepatica, pela alta toxicidade, e em
gestantes, devido ao potencial teratogénico dos farmacos, em caso de risco para a mae a
terapia pode ser realizada apds o segundo trimestre, sendo necessario, nas duas situagdes
avaliar o risco-beneficio (Rassi et al., 2010; Bern, 2015; Miiller Kratz et al., 2018; Pérez-
Molina & Molina, 2018; Echeverria & Morillo, 2019).

Além dos efeitos adversos causados pela toxicidade dos farmacos, a resisténcia ao
tratamento vem sendo relatada, para BZN. O mecanismo de geracdo de resisténcia
provavelmente ¢ multifatorial, envolvendo maior atividade das bombas de efluxo e mutagdo
e/ou modulacdo do gene do parasita em sua expressdo. (Molina et al., 2014; Miiller Kratz,

2019).
2. Inibidores virais: Lopinavir e Pritelivir

Os antirretrovirais inibidores de protease sao utilizados no tratamento da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e inibem a enzima aspartil protease do HIV. A protease
do HIV-1 ¢ responsavel pela clivagem das proteinas precursoras em proteinas estruturais e
enzimas que tém um papel essencial na replicagdo e maturacdo viral. A inibi¢do da protease

produz virus imaturos e ndo infecciosos (Flexner, 1998; Chandwani & Shuter, 2008).

Com a utilizagdo da terapia antirretroviral houve uma diminui¢do dréstica de doengas
oportunistas, principalmente causadas por protozodrios. Estudos demonstram que, além de
bloquear a multiplicacdo do virus, a inibicdo de proteases também pode afetar o crescimento
de outros microrganismos (Abbenante & Fairlie, 2005), como Leishmania sp. (Savoia et al.,
2005), T. cruzi (De Diego et al., 2001; Sangenito et al., 2016), T. gondii (Derouin &
Santillana-Hayat, 2000; Pozio et al., 2005) e Plasmodium spp. (Parikh et al., 2005).

Lopinavir (LPV) ¢ um antirretroviral, inibidor de protease aspartica e tem despertado o

interesse para estudos de varios organismos com a protease presente. Parikh e col., (2005)
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demonstraram a eficacia in vitro de Lopinavir em P. falciparum, onde apresentou ICso de 0,9
uM. Abou-El-Naga e col., (2017) realizaram ensaios in vivo em modelo murino, com a cepa
RH de T. gondii, altamente virulenta, onde obteve 80% de sobrevivéncia dos animais
infectados e diminuicdo de 87% de taquizoitos viaveis no peritdnio apds 7 dias de tratamento,
com doses de 160/40mg/kg/dia de LPV em combinagdo com Ritonavir, por 5 dias de forma
intraperitoneal. Em L. amazonensis, Rebello e col., (2018) demonstraram que o antirretroviral
induz alteracdes no metabolismo lipidico de promastigotas. Sangenito e col., (2019)
analisaram os efeitos de Lopinavir em 7. cruzi in vitro e observaram que diminuiu a adesao de
tripomastigotas apds o pré-tratamento, também promoveu alteragdes estruturais e bioquimicas
no parasito e inibiu a proliferacdo de amastigotas, apresentando ICso de 6,25 uM em ensaios

com células LLC-MK2 e 12,5 uM em macrofagos.

Em T. gondii sdo codificadas 7 aspartil proteases (ASPs), com apenas ASP1, ASP3 e
ASPS sendo expressos significativamente no estdgio de taquizoito. Entre estes, ASP1 ¢
especifico para coccidios e dispensavel em cultura de tecidos, bem como no modelo de
infeccdo de camundongo (Polonais et al, 2011). A aspartil protease ASP5 associada ao
complexo de Golgi foi recentemente associada ao estabelecimento da rede intravacuolar e ao
trafego de efetores para a membrana do vactiolo parasitoforo (Hammoudi et al., 2015). Ja
ASP3 ¢ uma aspartil protease critica para a invasdo e saida de taquizoitas. A deplegdo de
ASP3 causa um bloqueio grave tanto na invasao quanto na saida que pode ser atribuido a um
defeito na descarga da roptria e na lise da membrana plasmatica do hospedeiro,

respectivamente (Dogga et al., 2017).

Pritelivir (BAY-57-1293) ¢ um inibidor ndo nucleosidico que atua especificamente na
inibicdo do complexo viral helicase-primase, que desenrola a dupla fita de DNA viral em
cadeia e sintetiza oligoribonucleotideos iniciadores para a sintese de DNA pela DNA
polimerase viral, assim, o farmaco age impedindo a bifurcacdo da replicacdo viral.
Atualmente estd em ensaio clinico de fase 2 em pacientes imunocomprometidos com infec¢ao
de herpes simplex tipo I e II, resistente ao aciclovir, antiviral mais utilizado para a doenga

(Kleymann et al., 2002).

Alguns estudos demonstraram que Pritelivir tem 6tima a¢cdo no SNC, pois foi eficaz
no tratamento de herpes simplex encefalica e também na diminui¢ao da produgdo de proteinas

do virus que estdo associadas a doenca de Alzheimer, caracteristica importante para uma
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possivel atuacdo em cistos cerebrais de 7. gondii. (Wozniak, et al., 2013; Quenelle et al.,

2018).

Tabela 1. Formulas estruturais e moleculares dos inibidores virais, Lopinavir e Pritelivir.

Inibidores virais

Farmaco Estrutura quimica Formula molecular
Lopinavir * 1 N
JJ\\LH” uf“/’“ A ,/»Ll C37H4NaOs
e
;»—\_
\ 7

Pritelivir =+

Sat CieH1BNaO3S2

-0~

Fonte: * https://go.drugbank.com/drugs/DB01601
¥ hitps://eo.drugbank.com/drugs/DB 11844



37

3. Justificativa

As doengas negligenciadas afetam milhdes de pessoas por ano e possuem elevada
morbidade e mortalidade, gerando um grande impacto na vida pessoal e economica destes
individuos e consequentemente na de seus paises. Estas doengas normalmente se estabelecem
em paises pobres e em desenvolvimento, onde as industrias farmacéuticas ndo véem interesse
no desenvolvimento de novas terapias para essas doencas, pela falta do retorno financeiro.
Devido a baixa eficacia, elevados efeitos adversos causados, falta de seguranga para uso em
faixas etarias mais elevadas, interacdes negativas com o uso concomitante com outras
comorbidades ou durantes a gravidez ou ainda pelos relatos de resisténcia, ¢ de extrema
importancia a pesquisa de novos compostos ativos € novas terapias. Considerando a realidade
atual e a estagnagdo de pesquisas pela indistria farmacéutica perante as doencas
negligenciadas, o reposicionamento de fairmacos ¢ uma excelente estratégia que alia pouco
orgamento com a urgéncia de novas terapias. Esta estratégia possui custos e tempo reduzidos
no desenvolvimento devido ao conhecimento da seguranga em seu uso, que esta alternativa
sugere. O reposicionamento de farmacos ndo ¢ uma novidade, varios medicamentos utilizados
atualmente para diversas doengas foram realocados em sua indicag¢@o ou tiveram novos alvos

encontrados.

Sendo assim, o reposicionamento continua sendo a melhor alternativa para a
descoberta de novos tratamentos para as doengas negligenciadas, pois diminui os custos € o
tempo da pesquisa em anos. Dados na literatura, vem demonstrando a agdo de antivirais
contra outros microrganismos, principalmente protozodarios, este trabalho tem como objetivo a
avaliacdo da atividade antiparasitaria de dos inibidores virais, Lopinavir e Pritelivir contra aos

protozoarios: Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antiparasitaria de dois inibidores virais frente aos protozoarios 7.

gondii e T. cruzi.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Parte I — Lopinavir

Verificar a citotoxicidade de Lopinavir em células de fibroblastos humanos (NHDF);

Avaliar o efeito de Lopinavir na proliferagdo e invasdo das cepas TgCTBr8 e

TgCTBr5 de T. gondii, em células NHDF in vitro;
Avaliar o efeito de Sulfadiazina e Pirimetamina em combinacdo ou ndo com Lopinavir
na proliferagdo nas cepas TgCTBr8 e TgCTBr5 de T. gondii, em células NHDF in

Vitro;

Avaliar o potencial cistogénico das cepas TgCTBr8 e TgCTBrS de T. gondii mediante

o tratamento in vitro.

Estudar o efeito de Lopinavir isoladamente ou em associacdo com Sulfadiazina e

Pirimetamina na fase aguda da toxoplasmose em modelo murino;

Estudar o efeito de Lopinavir na fase cronica da toxoplasmose em modelo murino.

4.2.2 Parte II - Pritelivir

Verificar a citotoxicidade de Lopinavir em células de fibroblastos humanos (NHDF);

Avaliar o efeito de Pritelivir na proliferacdo de 7. gondii, cepa RH, em células NHDF
in vitro;
Avaliar o efeito de Pritelivir na proliferagao de 7. cruzi, cepa Y, em células NHDF in

vitro.



39

5. Materiais e Métodos

5.1 Cultivo e manutencio de células Normal Human Dermal Fibroblasts (NHDF)

Cultura de células NHDF (Lonza) foram cultivadas em garrafas de cultura (Sarstedt)
de 25 cm? e mantidas com meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich/EUA) completo suplementado
com antibidticos (penicilina, estreptomicina e anfotericina, este Gltimo com exce¢do para o
cultivo de T. cruzi), L-glutamina 2 mM e 2% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO). As células
foram mantidas em estufa umidificada a 37°C e atmosfera de 5% de CO,.

Apos a formagdo de monocamadas confluentes, o meio foi retirado das culturas e estas
foram tratadas com 1 mL de tripsina-verseno (Sigma-Aldrich/EUA) a 0,25% e incubadas por
1 minuto para desprendimento das células a 37°C. A tripsina foi inativada pelo acréscimo de
meio RPMI suplementado com soro para posterior distribui¢do e passagem de células entre a

garrafa original e novas garrafas de cultura.

5.2 Manutencao in vitro de parasitos

Taquizoitos de 7. gondii da cepa RH, originalmente isolada de uma crianga de 6 anos
nos EUA (Sabin, 1941), TgCTBr8 (do tipo Brll e classificada como virulenta) e TgCTBr5 (do
tipo Brlll e classificada como avirulenta) originalmente isoladas recém-nascidos com
Toxoplasmose Congeénita no estado de Minas Gerais (Carneiro ef al., 2013), foram mantidos
em culturas de NHDF cultivadas em meio RPMI completo e incubados em estufa a 37°C e
5% de CO2. Quando necessario foi realizada a coleta e transferéncia dos parasitos do
sobrenadante das culturas de NHDF previamente infectadas, onde as células estavam lisadas,

realizando a passagem para frascos contendo células em monocamada ndo infectadas.

Tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Y, originalmente isolada de uma paciente de
descendéncia japonesa em 1953, no estado de Sao Paulo, Brasil (Amato Neto, 2010), foram
mantidas em culturas de NHDF cultivadas em meio RPMI completo e incubados em estufa a
37°C e 5% de CO2. Quando necessario foi realizada a coleta e transferéncia dos parasitos do
sobrenadante das culturas de HFF previamente infectadas, onde as células estejam lisadas,

realizando a passagem para garrafas novas.
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5.3 Farmacos

Lopinavir (LPV) e o Ritonavir (RTV) foram doados por Farmanguinhos, Brasil. RTV
foi utilizado em associagdo com LPV nos ensaios in vivo pois inibe enzimas que metabolizam
LPV, permitindo ao LPV atingir concentragdes plasmaticas superiores a outros medicamentos
utilizados em conjunto, aumentando a eficiéncia clinica do tratamento. Pritelivir (PTV) foi
adquirido na empresa MedChemExpress, Estados Unidos. Nos experimentos in vitro, os
farmacos foram diluidos em DMSO em concentragdes estoques suficientes para que a
concentragdo final de DMSO nos ensaios nunca ultrapassasse 0,1%. Nos ensaios in vivo, LPV

e RTV foram diluidos em carboximetilcelulose a 0,20%.

5.4 Analise do efeito citotoxico em culturas de células dos compostos utilizados

Com o objetivo de avaliar o efeito citotoxico dos diferentes compostos na célula
hospedeira, foi utilizado o método colorimétrico do MTS/PMS (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), ©— no qual sais de tetrazdlio sao
convertidos ao formazan pela enzima succinato-desidrogenase mitocondrial em células

vidveis e metabolicamente ativas (Berridge et a/, 2005).

As células foram entdo tratadas com diferentes concentragdes dos farmacos por 7 dias,
periodo no qual a viabilidade das células foi avaliada. Para isto, fibroblastos foram semeados
em placas de 96 pogos em uma densidade de 1x10° células/pogo. Apods a confluéncia, as
células foram incubadas (3 pogos por concentragdo) com meio RPMI completo na auséncia ou
presenca dos compostos por 7 dias a 37°C e 5% COz. Ao fim do tempo de incubagdo, as
células foram lavadas com PBS estéril pH 7,2 e os pogos preenchidos com 100uL de PBS +
10 mM de glicose e adicionados 20uL do reagente MTS/PMS (20:1), solucdo estoque 2
mg/ml MTS e 0,92 mg/ml PMS diluidos em PBS (Promega, Madison WI, USA). A
absorbancia foi avaliada em 490 nm, em leitor de microplaca Biotek, apds 3h de incubagdo, e
a citotoxicidade calculada como a porcentagem de células viadveis em relagcdo as células

controle (ndo tratadas).

A concentracdo necessaria para inibir em 50% a proliferacdo das células (CCso) foi
obtida através da analise das curvas padrdes das diferentes concentragdes testadas utilizando o

programa GraphPad Prism 5.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
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A partir dos resultados obtidos foi possivel calcular o Indice de Seletividade:
IS=CC50/1C50. Quanto maior for o valor de IS obtido, menos téxico ao hospedeiro e mais

seletivo ao parasito € o composto (Krivogorsky et al, 2008).

5.5 Avaliacao do efeito antiproliferativo in vitro em T. gondii

Para avaliacdo do efeito antiproliferativo, células NHDF foram cultivadas em
laminulas de vidro em placas de cultura de 24 pogos a 37° C e 5% de CO>. Monocamadas de
NHDF foram lavadas com meio RPMI para retirada de debris e restos celulares e entdo
infectadas com taquizoitos recém egressos de culturas de NHDF em uma propor¢do de 5:1
(parasitos por células). Os taquizoitos das cepas RH, TgCTBr5 e TgCTBr8 recém egressos
foram coletados e transferidos para tubo Falcon de 15 mL e centrifugados a 1.750 rpm por 5
minutos. O sedimento de parasitos resultante foi ressuspendido em 1 mL de meio, e entdo,
uma aliquota de 10 pL foi ressuspendida em 490 pL de liquido de contagem
(Formaldeido+PBS) em tubo de 1,5 ml para fixacdo dos parasitos. Foi utilizada uma aliquota
de 10 pL desta solucdo na camara de Neubauer para a quantificagdo dos parasitos para a

infeccao das placas e a contagem foi realizada através de microscopio Optico Leica.

Para os taquizoitos das cepas TgCTBr8 e TgCTBrS, apds 6 h de interagdo, as células
foram lavadas para remover parasitos extracelulares e ao término de 24 h de interagdo foi
realizado o tratamento com diferentes concentragdes dos farmacos. Ja para a cepa RH, os
taquizoitos interagiram por apenas 4h, e apods este periodo as células foram lavadas e o
tratamento foi realizado. Como controle, células infectadas foram incubadas somente com
meio de cultura. Apos 24 h e/ou 48h de tratamento as células infectadas foram lavadas com
PBS, fixadas com Bouin por 20 min., lavadas novamente com alcool 70% e coradas com as
solucdes 2 e 3 do kit Panotico Rapido® (Laborclin) por 45 e 10 segundos respectivamente. As
laminulas coradas foram montadas em laminas permanentes de microscopia com Entelan® e
a infec¢do foi avaliada por meio de analise ao Microscopio Optico de Campo Claro Olympus

BX 40.

Para determinar a proliferacdo de parasitos, foram contadas um total de 600 células em
duas laminulas diferentes para cada concentragdo, foi avaliada entdo o indice de proliferagdo
de acordo com Araujo-Jorge & Souza (1984): (parasitas totais X % de células infectadas /
células totais). E posteriormente realizado o calculo da (Concentracdo inibitoria de 50%)

(ICs0). O ensaio foi realizado em triplicatas independentes.
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5.6 Ensaio de invasiao para 7. gondii

Taquizoitos das cepas TgCTBrS e TgCTBr8 recém egressados foram coletados do
frasco de cultivo. Apds contagem em cadmara de Neubauer, os taquizoitos foram
ressuspendidos em meio RPMI completo. Os parasitos em meio RPMI foram aliquotados em
diferentes microtubos de 1,5 mL (cada tubo recebeu 1 mL na densidade de 1 x 10° parasitos).
Os parasitos contidos nos tubos foram tratados por 2h com diferentes concentragdes de LPV.
Apo6s o término do tratamento os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos € o
pellet ressuspendido apenas em meio RPMI, posteriormente, os parasitos foram incubados
com monocamadas de células NHDF em placas de 24 pogos para interacao, por 2 horas. Ao
término da interagdo a cultura foi lavada para remoc¢ao dos parasitos extracelulares e fixadas
com Bouin por 20 min., lavadas novamente com alcool 70% e coradas com as solucdes 2 e 3
do kit Pandtico Rapido® (Laborclin) por 45 ¢ 10 segundos respectivamente. As laminulas
coradas foram montadas em ldminas permanentes com Entelan®. A infec¢do foi avaliada por
meio de analise ao Microscopio Optico de Campo Claro Olympus BX 40. A atividade anti-
Toxoplasma foi determinada pela porcentagem de células infectadas para as diferentes
concentragoes testadas, verificando se houve inibicdo da invasdo dos taquizoitos em cultura
de células humanas no ensaio de 4h. Foi aplicado aos resultados o teste estatistico One Way

ANOVA. O ensaio foi realizado em triplicatas independentes.
5.7 Intera¢ao medicamentosa in vitro

Os valores do indice da concentragdo inibitoria fracionada (FICI) foram calculados de
acordo com o modelo aditivo Loewe, definido pela equagdoa/ A +b/B =1, onde A e B sdo
o IC50 dos farmacos individuais e “a” ¢ “b” sdo o ICso dos farmacos em combinagao
(Tallarida, 2006). O efeito da combinagdo foi analisado de acordo com FICIL: < 0,5,

sinergismo; > 0,5—4, sem interacdo; e > 4, antagonismo (Odds, 2003).

5.8 Avaliacao do potencial cistogénico das cepas TgCTBr8 e TgCTBrS de 7. gondii

Células NHDF foram infectadas com taquizoitos das cepas TgCTBr5 e TgCTBr8, na
propor¢ao de (5:1), apos 6 h de interacdo, as cé€lulas foram lavadas para remover parasitos
extracelulares ¢ ao término de 24 h de interacdo foi realizada a retirada do controle da

infeccdo. Estas laminulas foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido a 4% por 20
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min em temperatura ambiente e reservadas com 1 mL de PBS até o término dos tratamentos.
O tratamento com diferentes concentragdes de LPV foi realizado e apds o periodo de 24 ¢ 48
horas as células foram lavadas com PBS e fixadas por 20 minutos com paraformaldeido a 4%

em temperatura ambiente.

Todas as laminulas foram permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5% por mais 20
minutos e incubadas em solugdo de bloqueio contendo 3 % de albumina (BSA) em PBS por 1
h em refrigeragdo, seguido de incubagdo com o anticorpo primdrio anti-SAG-1 (1: 300)
(superficie de taquizoita) por 1 h, em seguida, as células foram lavadas com BSA 3% e
incubadas com anticorpos secundario IgG de cabra anti-camundongo conjugado com Alexa

Fluor 488 (ThermoFisher Scientific) a uma diluicao de 1: 600, por 1h.

Para identificacdo de cistos, as culturas foram incubadas com a lectina aglutinina de
Dolichos biflorus (DBA) conjugada a TRITC (Vector Laboratories) (1:100) por 30 min.,
juntamente a este procedimento as laminulas foram marcadas com 5 pg/mL de 4,6-diamino-2-

fenilindole (DAPI; Sigma-Aldrich).

Por ultimo, as laminulas foram montadas em laminas com Prolong Gold® (Life
Technologies) e as amostras examinadas em microscopio de imunofluorescéncia EVOS. O

ensaio foi realizado em duplicatas independentes.

5.9 Avaliacao do efeito antiproliferativo in vitro em T. cruzi

Para avaliagdo do efeito antiproliferativo, tripomastigotas sobrenadantes de culturas de
NHDF foram coletadas e transferidas para tubo Falcon de 15 mL e centrifugadas a 1.750 rpm
por 5 minutos. O sedimento de parasitos resultante foi ressuspendido em 1 mL de meio, e
entdo, uma aliquota de 10 pL foi ressuspendida em 490 pL de liquido de contagem
(Formaldeido+PBS) em tubo de 1,5 ml para fixacdo dos parasitos. Foi utilizada uma aliquota
de 10 pL desta solu¢do na camara de Neubauer para a quantificacdo dos parasitos para a
infeccdo das placas e a contagem foi realizada através de microscopio Optico Leica. Foi
realizada a infec¢do de placas de 24 pocos com monocamadas em uma proporc¢ao de 10:1

(parasitos por células).

Apds 24 h de interagdo, as células foram lavadas para remogdo de parasitos
extracelulares, o tratamento com diferentes concentragdes do farmaco Pritelivir foi entdo

realizado. Como controle, células infectadas foram incubadas somente com meio de cultura.
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Ap0s 24 e 48 horas de tratamento todas as laminulas foram lavadas com PBS, fixadas
com paraformaldeido a 4% por 20 min, lavadas novamente 3x com PBS, permeabilizadas
com Triton X-100 a 0,5% por mais 10 minutos e incubadas em solucdo de bloqueio contendo
3 % de albumina (BSA) em PBS por 1 h em temperatura ambiente. Apos as laminulas foram

coradas com 5 ug/mL de DAPI (Sigma-Aldrich).

Por ultimo, as laminulas foram montadas em laminas com Prolong Gold® (Life
Technologies) e as amostras examinadas em microscopio de imunofluorescéncia EVOS. As
células e parasitos foram contados através do software Fiji Image J, com plugin ITCN. O

ensaio foi realizado em triplicatas independentes.

5.10 Ensaios in vivo em T. gondii

5.10.1 Camundongos e obtencio do parasito

Com autorizagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)/UFMG pelo nliimero
de protocolo 32/2019, foram utilizados camundongos suigos fémeas com idade entre 6 a 8
semanas (20-26g). Os animais foram acondicionados em caixas contendo 5 camundongos
cada e a alimentacdo e 4gua foram oferecidos ad libitum. Para a preparagdo dos farmacos, as
suspensdes de lopinavir, ritonavir, sulfadiazina e pirimetamina foram preparadas em
carboximetilcelulose a 0,20% diluidas em PBS, para atingir a dosagem necessaria (Alves &

Vitor, 2005).

Para o modelo agudo de infec¢dao foram recuperados taquizoitos de 7. gondii da cepa
TgCTBr8 (originalmente isolada de um recém-nascido com Toxoplasmose Congénita no
estado de Minas Gerais) do peritonio de camundongos previamente infectados com passagens
de cistos da cepa de interesse. O lavado peritoneal foi filtrado e contado em camara de

Neubauer.

Para o modelo cronico de infeccdo cistos cerebrais da cepa TgCTBrS5 foram
recuperados de camundongos previamente infectados através de macerados cerebrais,
homogeneizados em 1 mL de PBS, para contagem de cistos do parasita, foram analisadas 3
amostras de 10uL do macerado de cérebro em microscopio Optico e calculada a média dos

cistos encontrados em relagao a dilui¢ao realizada.
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5.10.2 Modelo agudo de infec¢ao

Foram inoculados de forma intraperitoneal 10* taquizoitos de T. gondii da cepa
TgCTBr8 em cada camundongo e ap6s 24 horas de infec¢do foi iniciado o tratamento com
administracdo por via oral, através de gavagem, com durag¢do de 10 dias. Os animais foram

divididos aleatoriamente em grupos e receberam o tratamento da seguinte forma:
e Grupo 1: ndo tratado (administracdo somente do veiculo carboximetilcelulose 0,2%);
e Grupo 2: tratado com lopinavir/ritonavir 12/3 mg/kg/dia;
e Grupo 3: tratado com lopinavir/ritonavir 20/5mg/kg/dia;
e Grupo 4: tratado com sulfadiazina/pirimetamina 40/1 mg/kg/dia.

e Grupo 5: tratado com lopinavir/ritonavir 12/3 mg/kg/dia + sulfadiazina/pirimetamina

40/1mg/kg/dia;

Foi acompanhada a mortalidade diéria e sinais clinicos por um periodo de 30 dias. Os
animais muito doentes foram eutanasiados com sobredose de anestésico Ketamina+Xilazina
(CEVA) e deslocamento cervical. Foram investigados em todos os animais que sucumbiram
antes do periodo final de observagdo, a presenca de taquizoitos no pulmao, através do imprint

do 6rgao em laminas, para comprovacao de toxoplasmose aguda.

5.10.3 Modelo cronico de infecciao

Camundongos foram infectados com 5 cistos da cepa TgCTBrS5 por via oral e apos 21
dias de infec¢do foi iniciado o tratamento por gavagem, diariamente por 21 dias. Os animais

foram divididos aleatoriamente em grupos e receberam o tratamento da seguinte forma:
e Grupo 1: ndo tratado (administracao do veiculo carboximetilcelulose 0,2%);
e Grupo 2: tratado com lopinavir/ritonavir 12/3 mg/kg/dia;
e Grupo 3: tratado com lopinavir/ritonavir 20/5mg/kg/dia;

e Grupo 4: tratado com lopinavir/ritonavir 40/10 mg/kg/dia.
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5.10.4 Avaliacao dos ensaios in vivo

Ao final dos ensaios os animais sobreviventes foram eutanasiados da seguinte forma,
primeiramente serdo anestesiados com sobredose de Ketaminat+Xilazina (CEVA) e em
seguida foi realizado o deslocamento cervical, posteriormente seus cérebros foram removidos
e homogeneizados em 1mL de PBS, para contagem de cistos do parasito, foram analisadas 3
amostras de 10uL/cérebro em microscopio optico e calculada a média dos cistos encontrados
em relagdo a diluigdo realizada (média dos cistos X 1000uL/10uL) (Cornelissen et al., 1981),
onde foi avaliada a atividade dos compostos isolados ¢ em associacdo em relacdo a

diminui¢do do nimero de cistos.

Foi também avaliada a produ¢do de anticorpos especificos através de ELISA dos
animais sobreviventes que ndo apresentaram cistos cerebrais (Alves & Vitor, 2005), para

confirmagdo da infec¢ao.

5.11 Analise estatistica

Os valores de ICsg calculados nos ensaios in vitro foram obtidos através da analise das
curvas padrdes por regressdo nao linear obtidas através das diferentes concentragdes testadas
utilizando o programa GraphPad Prism 5. Para anélise de sobrevivéncia dos ensaios in vivo,
foi utilizado o método de Kaplan-Meier através do programa GraphPad Prism 5. Os dados

com P < 0,05 foram considerados significativos.
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6. Resultados

6.1. Parte I - Lopinavir

6.1.1 Avaliacio da citotoxicidade de Lopinavir em células NHDF

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados através do método colorimétrico
MTS/PMS, onde a viabilidade celular pode ser avaliada através da conversdao dos sais de
tetrazolio em formazan pela enzima succinato-desidrogenase mitocondrial em células vidveis

e metabolicamente ativas.

Para a realizacao dos ensaios, placas de cultura de 96 pogos foram semeadas com
2x10° células e tratadas com diferentes concentracdes 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 uM com
LPV, por 7 dias. A absorbancia foi avaliada em 490 nm, em leitor de microplaca Biotek, apos
3h de incubagdo com os reagentes MTS/PMS, e a citotoxicidade calculada como a

porcentagem de células vidveis em relagdo as células controle (ndo tratadas).

Os resultados nas analises em células NHDF demonstraram que LPV apresenta efeito
citotoxico em 50% das células (CCso) na concentracdo de 21,1uM + 1,02 sendo que a
concentragdo maxima utilizada, 50 puM, diminuiu em 96% a viabilidade celular. A anélise
estatistica demonstrou que houve uma diferenca significativa entre o grupo controle e o

tratado com 50 uM (Figura 9).
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Figura 9: Efeito citotoxico de Lopinavir em cultura de células NHDF apods 7 dias de tratamento. O
efeito citotoxico foi avaliado através do ensaio de MTS/PMS, onde Lopinavir apresentou CCso na
concentragdo de 21,12 uM =+ 1,02. Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo de
trés experimentos independentes e analisados pelo teste one-way ANOVA (Kruskal-Wallis)
(*P=0,0081).

6.1.2 Avaliacio do efeito antiproliferativo in vitro de Lopinavir nas cepas TgCTBr5 e
TgCTBr8 de T. gondii

O efeito antiproliferativo de LPV em taquizoitos de 7. gondii das cepas TgCTBrS5 e
TgCTBr8 foram avaliados em culturas de células NHDF previamente infectadas por 24 h.
Apos este periodo, os parasitos extracelulares foram removidos por lavagem e as células
foram tratadas por 24 h inicialmente com diferentes concentracoes de LPV para ambas as
cepas, 1,2,5,5,7 e 10 uM. Apds andlise dos resultados da cepa TgCTBr5, foi acrescentada ao
ensaio a concentragdo de 15 uM. Ao término do tratamento, as células foram fixadas e

coradas para visualizacdo em microscopia optica de campo claro.

Foi observado uma grande diferenca entre as cepas em relagdo ao ICso obtido, sendo
8,9 uM =+ 1,05 para a TgCTBr5 e 2,1 uM £ 1,17 para a TgCTBr8 (Figuras 10A e 11A). Mas

foi observado em ambas uma drastica reducao da proliferacao, sendo que LPV a 15 uM para
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TgCTBr5 e a 7 uM para TgCTBr8, inibiu cerca de 78% da proliferacdo dos parasitos. Em
ambos os casos houve diferenca estatistica significativa. ~ Nas figuras 10B e 11B, pode-se
observar a diminuicdo da quantidade de parasitos intracelulares e numero de células

infectadas.
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Figura 10: (A) Efeito antiproliferativo de Lopinavir em taquizoitos da cepa TgCTBr5 de T. gondii em
células NHDF, apds 24 horas de tratamento. Os resultados sdo a média de 3 experimentos
independentes. *P = 0,0055, os resultados foram analisados pelo teste one-way ANOVA (Kruskal-
Wallis). (B) Células infectadas e ndo tratadas, células tratadas com 7 uM e 15 uM, pontas das setas
indicam células infectadas. As imagens foram obtidas através de laminas coradas e fotografadas
utilizando microscopio optico de campo claro.
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Figura 11: (A) Efeito antiproliferativo de Lopinavir em taquizoitos da cepa TgCTBr8 de T. gondii em
c¢lulas NHDF, apos 24 horas de tratamento. As imagens foram obtidas através de laminas coradas e
fotografadas utilizando microscopio optico de campo claro. Os resultados sdo a média de 3
experimentos independentes. * P < 0,0098, os resultados foram analisados pelo teste one-way
ANOVA (Kruskal-Wallis). (B) Células infectadas e ndo tratadas, células tratadas com 1 uM e 7 uM,
pontas das setas indicam células infectadas.

Apoés a andlise da concentracdo citotoxica de 50% (CCso) em células NHDF e da
concentragdo inibitoria de 50% (ICso) de LPV contra as duas cepas, TgCTBr5 e TgCTBrS8, foi

possivel calcular o Indice de Seletividade (SI) deste farmaco em relagdo ao parasito.
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Calculando o SI como a razdo entre CCso/ICso, foi observado que Lopinavir foi 10
vezes mais seletivo para a cepa TgCTBr8 e 2,4 vezes mais seletivo para a cepa TgCTBS5 do

que para c¢lulas NHDF.

6.1.3 Avaliacdo do efeito antiproliferativo in vitro da associacdo Sulfadiazina e
Pirimetamina nas cepas TgCTBr5 e TgCTBr8 de 7. gondii

Foram realizados ensaios antiproliferativos de mesma metodologia anteriormente
citada, para avaliagdo da inibicdo cepas TgCTBr5 e TgCTBr8 in vitro na utilizagdo de
SDZ+PYR nas respectivas concentragdes: 6,25/0,025; 12,5/0,05; 25/0,01; 50/0,2 ¢ 100/0,4
uM. Ao término do tratamento, as células foram fixadas e coradas para visualizacdo em

microscopia optica de campo claro.

Foi observado um efeito dose dependente no tratamento da cepa TgCTBrS, onde o
ICso foi avaliado em 8,9 ¢ 0,035 = 1,20 uM, para SDZ e PYR, respectivamente. E em
concentragdes superiores a 50 uM foi observada a inibicao da proliferacdo dos parasitos em
cerca de 75%. No tratamento da cepa TgCTBr8, foi observada uma elevagao do ICso em
relagdo a cepa TgCTBr5, obtendo valores de 30,35 e 0,121 + 1,13, para SDZ e PYR
respectivamente, € na concentracdo de 100/0,4 foi observada a inibicdo de 75% da

proliferacdo (Figura 12).
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Figura 12: (A) Efeito antiproliferativo da associa¢do de Sulfadiazina e Pirimetamina em taquizoitos
da cepa TgCTBrS de T. gondii, apds 24 horas de tratamento, em células NHDF (*P=0,0072). (B)
Efeito antiproliferativo da associagdo de Sulfadiazina e Pirimetamina em taquizoitos da cepa TgCTBrS8
de T. gondii, apos 24 horas de tratamento, em células NHDF (*P=0,0065). Os resultados sdo a média
de 3 experimentos independentes, os resultados foram analisados pelo teste one-way ANOVA
(Kruskal-Wallis).
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Nas figuras 13A e 13B pode-se observar a diminuicdo da quantidade de parasitos
intracelulares e nimero de células infectadas das concentragdes proximas e superiores ao ICso
em relagdo ao controle. A andlise estatistica demonstrou diferenca estatistica significativa em
ambos 0s ensaios.
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_Controle TgCTBr8 Al 6.25/0,025 pM & 100/0,4 pM_ ‘

Figura 13: As imagens foram obtidas através de laminas coradas e fotografadas utilizando
microscopio optico de campo claro. (A) Células infectadas e ndo tratadas, células tratadas com
6,25/0,025 uM e 50/0,2 puM, cepa TgCTBr5. (B) Células infectadas e ndo tratadas, células tratadas
com 6,25/0,025 uM e 100/0,4 uM, cepa TgCTBr8. Pontas das setas indicam células infectadas.

6.1.4 Avaliacao do efeito antiproliferativo in vitro de Lopinavir em associa¢do com
Sulfadiazina e Pirimetamina nas cepas TgCTBr8 e TgCTBrS de T. gondii

Foram realizados ensaios antiproliferativos de mesma metodologia anteriormente

citada, para avaliagdo da inibicdo cepas TgCTBr5 e TgCTBr8 in vitro na utilizagdo de
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SDZ+PYR nas respectivas concentragdes: 6,25/0,025; 12,5/0,05; 25/0,01; 50/0,2 e 100/0,4
uM, associado a LPV com concentragdes fixas de 0,625 e 1,25. Ao término do tratamento, as

células foram fixadas e coradas para visualizagdo em microscopia optica de campo claro.

Os valores de ICso obtidos para a cepa TgCTBr5 na concentragdo fixa de LPV 0,625
foram de 14 e 0,056 uM = 1,08 (FICI=1,64) demonstrando que ndo houve interagdo entre os
farmacos e na concentracao de 1,25 uM fixa foi de 52,68 ¢ 0,211 uM = 1,21 (FICI=6,06), de
SDZ e PYR respectivamente, demonstrando uma interagao antagonica entre os farmacos

(Figura 14).

Para TgCTB18 os valores para a concentragdo fixa de LPV 0,625 uM foram de 18,11
e 0,072 £ 1,13 (FICI=0,89) e na concentracao fixa de 1,25 puM foi de 39,37 ¢ 0,157 + 1,16
(FICI=1,88), de SDZ e PYR respectivamente (Figura 15). Os FICI calculados para as
associagdes com esta cepa mostraram que ndo houve interagdao entre SDZ/PYR e LPV, pois

todos os valores obtidos estavam na faixa de: > 0.5 — 4 (Odds, 2003).

A analise estatistica demonstrou que houve diferenca estatistica em ambos 0s ensaios.
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Figura 14: Efeito antiproliferativo da associagcdo de Sulfadiazina e Pirimetamina com Lopinavir em
diferentes concentragdes fixasem taquizoitos da cepa TgCTBrS de T. gondii, apds 24 horas de
tratamento, em células NHDF (LPV 0,625 uM * P=0,0054) (LPV 1,25 uM * P=0,0052). Os
resultados sdao a média de 3 experimentos independentes. Os resultados foram analisados pelo teste
one-way ANOVA (Kruskal-Wallis).
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Figura 15: Efeito antiproliferativo da associagdo de Sulfadiazina e Pirimetamina com Lopinavir em
diferentes concentracdes fixas em taquizoitos da cepa TgCTBr8 de 7. gondii, apds 24 horas de
tratamento, em células NHDF (0,625 uM *P=0,0058) (LPV 1,25 uM * P=0,0080). Os resultados sdo
a média de 3 experimentos independentes. Os resultados foram analisados pelo teste one-way
ANOVA (Kruskal-Wallis).

6.1.5 Avaliacdo da invasido de taquizoitos de 7. gondii das cepas TgCTBr5 e TgCTBr8
em células NHDF apés pré-tratamento com Lopinavir

Foi avaliado neste trabalho o efeito de LPV na invasdo de taquizoitos de 7. gondii,
como um protozoario intracelular obrigatdrio, o processo de invasdo da célula hospedeira ¢

crucial para a viabilidade do parasito e o estabelecimento da infeccao.

Para estes ensaios 10° taquizoitos, foram pré-tratados com LPV para cada uma das
concentracgoes de 8,9 e 15 uM, para cepa TgCTBr5, e 2,1, 4,2 ¢ 7 uM, para cepa TgCTBr8 (as
concentragoes iniciais escolhidas se referem ao ICso obtidos para cada cepa) e mantidos em
estufa por 2 h. Ao término do tratamento, foram realizadas 3 sucessivas centrifuga¢des para
lavagem e retirada do fairmaco. Por seguinte os taquizoitos foram ressuspendidos apenas em
meio de cultura completo e realizou-se a infec¢do de células NHDF em placas de 24 pocos
que retornaram para a estufa por mais 4 horas para iniciar o processo de invasdo. Apds o
periodo de 2 horas, as laminas foram fixadas e coradas para visualizagdo em microscopio

optico de campo claro e quantificagdo.

Foi observado que a cepa TgCTBr5, mesmo utilizando concentragdes maiores, obteve
menor reducdo da invasdo em relagdo a cepa TgCTBr8, sendo que para as concentragdes 8,9 e

15 uM a inibicao foi de 12 e 35 % respectivamente. Ja a cepa TgCTBr8 obteve inibi¢des
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realizadas pelas concentracdes 2,1, 4,2 e 7 uM, respectivamente de 16, 47 e 56% (Figura 16).

A andlise estatistica apresentou diferenga significativa entre os ambos os ensaios.
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Figura 16: Efeito do pré-tratamento com Lopinavir de taquizoitos de 7. gondii das cepas TgBTBrS5 e
TgCTBr8 durante a invasdo de células NHDF. Os resultados sdo a média de 3 experimentos
independentes. * P < 0,05, os resultados foram analisados pelo teste One-way ANOVA (Kruskal-
Wallis).

6.1.6 Avaliacido do potencial cistogénico das cepas TgCTBr5 e TgCTBr8 de T. gondii
mediante o tratamento in vitro com Lopinavir

Para a avaliagdo do potencial cistogénico foram realizados ensaios antiproliferativos
de 24 e 48 h de tratamento, sendo que as concentragdes de LPV utilizadas foram 8,9, 15 uM
para TgCTBr5 e 2,1 e 4,2 uM para TgCTBr8. Também foram analisados um controle da

infec¢do e dois controles para 24 e 48 h de interagdo sem nenhum tratamento.

Para a confeccio de laminas para visualizagdo em microscopio Optico de
fluorescéncia, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% e marcadas com um
anticorpo especifico para taquizoitas (anti-SAGl) e o marcador de residuos de N-
acetilgalactosamina na parede cistica DBA (lectina Dolichos biflorus), além da utilizagcdo do

marcador DAPI para visualizacdo dos ntcleos celulares.

Avaliando o potencial cistogénico de cada cepa, foi observado que a cepa TgCTBr5
apresentou predominantemente vactiiolos com taquizoitos durante os ensaios de 24 h e a partir
de 48 h dos ensaios foi visualizada a presenga de pouquissimos cistos em cé€lulas nao tratadas,

ndo chegando a 1% dos vactolos quantificados. Em relagdo aos tratamentos de 48 h houve
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um pequeno aumento do niimero de cistos em relagdo ao grupo controle, de 2 e 8% de
vacuolos com cistos para as dosagens de 8,9 e 15 uM respectivamente (Figura 17). Sendo
possivel afirmar que a maior dosagem utilizada no ensaio induziu a conversdo de taquizoitos
em bradizoitos num periodo de 48 horas de interagdo. A analise estatistica ndo apresentou

diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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Figura 17: Avaliacdo do potencial cistogénico da cepa TgCTBr5 tratada ou ndo com Lopinavir, por
um periodo de 24 a 48 horas, em células NHDF. Os resultados sdo a média de 3 experimentos
independentes. p > 0,05, os resultados foram analisados pelo teste two-way ANOVA.

Em contrapartida, a cepa TgCTBrS, apresentou potencial cistogénico desde os ensaios
com dura¢do de 24 h, foi possivel avaliar que neste periodo e também no ensaio de 48 ho de
interagdo dos parasitos com as células, sem a presenca do farmaco, foram encontrados cerca
de 14% de vacuolos analisados apresentando cistos. J& com a presenca de LPV foi observado
cerca de 20 a 26% e 31 a 35% de vactiolos marcados com DBA, para as concentragdes 2,1 ¢

4,2 uM, respectivamente, para os ensaios de 24 e 48 horas (Figura 18). A analise estatistica
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demonstra que houve diferenca estatistica significativa entre o controle da infec¢do e os

tratamentos com 4,2 uM de LPV em ambos os tempos.

E possivel observar que a conversao de taquizoitos em bradizoitos parece estar
diretamente relacionada com o aumento da concentragdo utilizada, pois para os controles nao
tratados de 24 e 48 horas a porcentagem de vacuolos DBA positivos analisados ndo houve

diferenca estatistica significativa.
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Figura 18: Avaliacdo do potencial cistogénico da cepa TgCTBr8 tratada ou ndo com Lopinavir, por

um periodo de 24 a 48 horas, em células NHDF. Os resultados sdo a média de 2 experimentos
independentes. (* P < 0,0449), os resultados foram analisados pelo teste two-way ANOVA.
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Figura 19: Representacdo da fluorescéncia no ensaio de cistogénese, onde DAPI ¢ o marcador de
nucleos tanto das células NHDF quanto de 7. gondii, SAG-1 marcador da superficie de taquizoitos e
DBA marcador de parede cistica. (A) Cepa TgCTBr5 com 48 horas de tratamento na concentracdo de
8,9 uM de LPV. (B) Cepa TgCTBr8 com 48 horas de tratamento na concentragdo de 2,1 uM de LPV.

6.1.7 Avaliacao do efeito de Lopinavir/Ritonavir e em associacio com SDZ e PYR na
fase aguda da toxoplasmose em modelo murino

Os efeitos de LPV/RTV foram avaliados in vivo utilizando modelos murino das fases

aguda (cepa TgCTBr8) e cronica (cepa TgCTBr5) da doenga.

Na figura 21, pode-se observar o efeito de LPV/RTV isolado e em associacdo a
SDZ/PYR em camundongos infectados por via intraperitoneal com 10* taquizoitos da cepa
virulenta TgCTBr8. Os animais foram tratados por 10 dias apds 1 dia de infeccdo e
observados por mais 30 dias. Todos os animais que sucumbiram anteriormente aos 30 dias de
observagdo tiveram seus pulmdes analisados para deteccdo de taquizoitos e em todos foi
constatada a Toxoplasmose aguda. Achado interessante foi o encontro de um cisto de
bradizoitos no imprint pulmonar de um camundongo ndo tratado evidenciando a capacidade

cistogénica desta cepa (Figura 20).
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Figura 20: Cisto de T. gondii da cepa TgCTBr8 encontrado em imprint de pulmdo em camundongo
ndo tratado que ndo sobreviveu a fase aguda da Toxoplasmose.

Camundongos tratados apenas com LPV/RTV com doses de 12/3 mg/kg/dia obtiveram
uma diferenca na sobrevida de 4 dias em relagdo ao grupo controle e grupo tratado com
20mg/kg/dia. No entanto, quando LPV/RTV foi associado a 40mg/kg de SDZ e 1mg/kg de
PYR, 80% dos animais sobreviveram ao tratamento e tiveram um aumento de minimo 26 dias
de sobrevida em relagdo ao grupo controle ¢ de 6 dias com aqueles tratados apenas com
40mg/kg de SDZ e Img/kg de PYR, e que também obtiveram uma taxa de 80% de
sobrevivéncia. A andlise estatistica pelo método Mantel-Cox logrank test demonstrou que a
diferenca entre os grupos ndo tratados e os tratados com as associagdes SDZ+PYR e

LPV/RTV+SDZ/PYR ¢ estatisticamente significativa (Figura 21).
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Figura 21: Efeito do tratamento de 10 dias com diferentes doses de LPV/RTV e em associagdo com
SDZ+PYR na sobrevivéncia de camundongos (n=10 por grupo) suicos fémeas infectados de forma
aguda com 10* taquizoitos de T. gondii (cepa virulenta TgCTBr8) via intraperitoneal. O tratamento
teve inicio 1 dia apds infecg¢@o. Resultados foram avaliados pelo método Kaplan-Meier e comparados
utilizando o log-rank (Mantel-Cox) teste. * P< (.0001 vs. ndo tratado.

Os animais sobreviventes do ensaio agudo foram analisados e o numero de cistos
cerebrais quantificado (Figura 22) e foi observada uma reducdo de 56% dos cistos nos
camundongos tratados com o LPV/RTV em associagdo com SDZ/PYR em relacdo aos
tratados apenas com SDZ/PYR. A andlise estatistica demonstrou que a diferenga entre os
grupos tratados com as associagdes SDZ+PYR e L/R+SDZ/PYR ndo ¢ significativamente

estatistica.

TeCTBrS

$au

=]

=]
1

Sdz/Pyr 4011
(mofkgidia)

[0 ]
=]
o
1

B LFPVRTY 1203+
SDAPYR 401
(mag/Kgidia)

-

=]

o
1

Niumero de cistos cerebrais
[ =]
o
o
1

o
1

Figura 22: Avaliacdo do nimero de cistos cerebrais em camundongos infectados sobreviventes (n=8
de cada grupo) de ensaio agudo (cepa TgCTBr8), 30 dias apds o término do tratamento. Analise Mann
Whitney test, no qual os resultados nio obtiveram diferencas estatisticas significativas entre os grupos.
(P>0,05).
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6.1.8 Avaliacio do efeito de Lopinavir/Ritonavir na fase cronica da toxoplasmose em
modelo murino

Para avaliar a atividade de LPV/RTV na reducdo do nimero de cistos em modelo
cronico da Toxoplasmose em camundongos, foram utilizados indculos de 5 cistos da cepa
TgCTBr5, do tipo avirulenta, por via oral, rota natural de infec¢do pelo parasito. Para simular
a cronicidade da doenga, apos 21 dias de infeccao deu-se inicio ao tratamento com duragao de

21 dias por via oral.

A contagem dos cistos cerebrais foi realizada apds o término do tratamento.
Camundongos tratados com LPV/RTV 20/5 mg/kg/dia apresentaram reducdo de 40% dos
cistos cerebrais em relacdo ao grupo controle. Enquanto camundongos tratados com as doses
de 12/3 e 40/10 mg/kg/dia, obtiveram uma redugdo de 2 e 21% respectivamente (Figura 23).

A andlise estatistica ndo apresentou diferenga estatistica significativa.
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Figura 23: Avaliagdo de cistos cerebrais em camundongos infectados por via oral com 5 cistos da
cepa TgCTBrS5, tratamento iniciado apos 21 dias de infecgdo e com duragdo também de 21 dias.
Andlise pelo teste one-way ANOVA (Kruskal-Wallis), onde os resultados ndo obtiveram diferengas
estatisticas significativas entre os grupos tratados e o controle (P > 0,05).
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6.2 Parte II - Pritelivir

6.2.1 Avaliacao da citotoxicidade de Pritelivir em células NHDF

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados através do método colorimétrico
MTS/PMS, onde a viabilidade celular pode ser avaliada através da conversao dos sais de
tetrazolio em formazan pela enzima succinato-desidrogenase mitocondrial em células viaveis

e metabolicamente ativas.

Para a realizacdo dos ensaios, placas de cultura de 96 pocos foram semeadas com
2x10° células e tratadas com diferentes concentragdes 6,25; 12,5; 25; 50; 75 e 100 pg/mL com
PTV, por 7 dias. A absorbancia foi avaliada em 490 nm, em leitor de microplaca Biotek, apds
3h de incubagdo com os reagentes MTS/PMS, e a citotoxicidade calculada como a

porcentagem de células vidveis em relagdo as células controle (ndo tratadas).

Os resultados nas andlises em células HFF demonstraram que Pritelivir ndo apresentou

citotoxicidade em nenhuma das concentracdes testadas (Figura 24).
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Figura 24: Efeito citotoxico de Pritelivir em cultura de células NHDF apos 7 dias de tratamento. O
efeito citotoxico foi avaliado através do ensaio de MTS/PMS, onde Pritelivir ndo apresentou
citotoxicidade em nenhuma das concentragdes testadas. Os resultados foram expressos como a média
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t+ desvio padrio de trés experimentos independentes e analisados pelo teste one-way ANOVA
(Kruskal-Wallis) (p > 0,05).

6.2.2 Avalia¢ao do efeito antiproliferativo in vitro de Pritelivir na cepa RH de 7. gondii e
na cepa Y de 7. cruzi

O efeito antiproliferativo de PTV em taquizoitos de 7. gondii da cepa RH foram
avaliados em culturas de células NHDF previamente infectadas por 4 horas. Apos este
periodo, os parasitos extracelulares foram removidos por lavagem e as células foram tratadas
por 24 ¢ 48 h com diferentes concentragcdes de PTV: 6,25, 12,5, 25, 50 ¢ 60 pg/mL. Ao
término do tratamento, as células foram fixadas e coradas para visualizagdo em microscopia

optica de campo claro.

Foi observado uma relacdo dose dependente tanto no tratamento de 24 horas quanto no
de 48 horas, PTV alcangou a concentracao inibitéria de 50% (ICso) com o valor de 14,7
pg/mL £ 1,29 e inibiu a proliferagdo dos parasitos em de cerca de 73%, na concentragdo 50
ug para o tratamento de 24 horas. Ja para o tratamento de 48 horas foi obtido o ICso de 34,03
pg/mL £ 6,92 e a concentragdo de 60 ug/mL reduziu a proliferacdo em cerca de 77% (Figura

25A).

Na figura 24B pode-se observar a diminui¢do da quantidade de parasitos intracelulares
e numero de células infectadas tratadas com concentragdes proximas e/ou superiores ao ICso

em relacao ao controle.
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Figura 25: Efeito antiproliferativo de Pritelivir em taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii em
células NHDF apoés 24 e 48 horas de tratamento (24h p = 0,0253) (48h p = 0,0228). Os resultados
foram expressos como a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes e analisados pelo
teste One-way ANOVA (Kruskal-Wallis). (B) As imagens foram obtidas através de laminas coradas e
fotografadas utilizando microscopio Optico de campo claro. 24 e 48 horas de tratamento, células néo
tratadas e tratadas. As pontas das setas indicam células infectadas.
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O efeito antiproliferativo de PTV em amastigotas da cepa Y de 7. cruzi foi avaliado
conforme descrito anteriormente, apds 24 horas de interagdo com o farmaco observamos o
ICs0 no valor de 34,85 ng/mL + 1,40 e no tratamento de 48 horas foi obtido o valor de 22,40
pg/mL + 1,29 (Figura 26). Com inibi¢do de 61 e 80% com a concentracdo de 60 pg/mL, em
24 e 48 horas respectivamente (Figura 27). Os ensaios realizados em 24 horas ndo resultaram

em diferenca estatistica significativa.
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Figura 26: Efeito antiproliferativo de Pritelivir em amastigotas da cepa Y de 7. cruzi em células
NHDF apods 24 ¢ 48 horas de tratamento (24 h p >0,05) (48 h p = 0,0190). Os resultados foram
expressos como a média + desvio padrio de trés experimentos independentes e analisados pelo teste
One-way ANOVA (Kruskal-Wallis).
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Figura 27: Efeito antiproliferativo de Pritelivir em amastigotas da cepa Y de 7. cruzi em células
NHDF apo6s 24 e 48 horas de tratamento. As imagens foram obtidas através de 1aminas marcadas com
DAPI e fotografadas utilizando microscopio EVOS.
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7. Discussao

E de extrema importincia a busca por alternativas para o tratamento da Toxoplasmose,
pois como ja mencionado, os tratamentos existentes sdo limitados pois possuem muitos
efeitos adversos e apenas tratam a fase aguda da doenga. Tem se buscado outra terapia que
possa substituir a utilizagdo da combinagdo SDZ+PYR, mas ainda nenhum farmaco foi
desenvolvido para o tratamento da toxoplasmose, sendo entdo de extrema necessidade estudos

que utilizam o reposicionamento como estratégia.

O tratamento da Doenca de Chagas, causada pelo protozodrio 7. cruzi, também ¢
muito complexo devido a sua toxicidade, baixa atividade na fase cronica da doenga ¢ falta de
opgoes, sendo que os unicos dois farmacos atualmente disponiveis estdo em administragdo ha

mais de 50 anos.

A realizagdo de ensaios in vitro sdo importantes para a analise de compostos com
atividade antiparasitaria para que estes possam ser avaliados em ensaios in vivo para se
observar o potencial do fairmaco em modelo experimental da doenga. Camundongos sao
utilizados tanto para avalia¢do da fase aguda quanto a cronica e fémeas sdo mais susceptiveis
a doenga em relagdo aos machos, pois o género e hormonios sexuais parecem influenciar a

resposta imune (Roberts ef al., 2001)

Em relagdo as cepas de 7. gondii, na América do Norte e na Europa, as linhagens
clonais do parasito ja estdo bem elucidadas como: tipo I, como a RH, altamente virulenta,
mais relacionada a TC; tipo II, como a ME49, avirulenta, linhagem mais encontrada em
humanos e bem relacionada a reativagao em pacientes com SIDA e tipo III, como a VEG,
mais comum em animais (Howe & Sibley, 1995; Saeij et al., 2005). Destas linhagens clonais,

neste trabalho foi utilizada a cepa RH.

As cepas do hemisfério sul por apresentarem diferencas genéticas em relagdo as cepas
clonais do hemisfério norte, foram caracterizadas como atipicas. A populagdo de 7. gondii no
Brasil ¢ altamente diversa, essas linhagens sao designadas como Tipos Brl, BrlIl, Brlll e BrIV.
A analise das taxas de mortalidade em camundongos infectados indica que o Tipo Brl ¢
altamente virulento, o Tipo Brlll nao ¢ virulento, enquanto as linhagens do Tipo Brll e BrIV
sao de viruléncia intermedidria. Assim, 7. gondii possui uma estrutura populacional

epidémica no Brasil e as principais linhagens apresentam caracteristicas biologicas distintas
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(Khan et al., 2006; Pena et al., 2008) sendo de extrema importancia os estudos destas cepas
para elucidagdo de comportamento do parasito e possiveis associagdes que possam influenciar
na compreensdo da patologia da doenga, ja que casos de TO e TC no Brasil se classificam

como muito graves (Khan et al., 2006; Dubey et al., 2012).

A cepa brasileira TgCTBr8 (gendtipo#11) utilizada neste trabalho foi classificada
como virulenta e pertence ao tipo Brll e a cepa TgCTBr5 (gendtipo#8), tipo Brlll, classificada
como avirulenta, ambas foram obtidas de pacientes com TC do estado de Minas Gerais

(Carneiro et al., 2013).

T. cruzi apresenta um modelo de evolu¢do predominante clonal, o termo DTU
(Discrete Typing Units) foi proposto para descrever conjuntos de cepas que sdo geneticamente
mais semelhantes entre si, onde encontramos as linhagens Tcl - TcVI e Tcbat (Zingales ef al.,
2012). A cepa utilizada neste trabalho ¢ a Y, classificada como Tcll, associada a infec¢do de

humanos ou encontrada em vetores que co-habitam espagos domésticos.

Como alternativa aos tratamentos atuais de doencas parasitarias, a utilizagdo de
antibidticos, antifungicos e antivirais em pesquisas de reposicionamento ¢ uma estratégia.
Medicamentos atuais utilizados para o tratamento da Toxoplasmose sdo todos reposicionados.
Os antivirais tém recebido bastante atencdo, como seu uso em pacientes com SIDA tém
demonstrado uma queda dréstica de casos de encefalite toxoplasmica, importante quadro
oportunista nestes pacientes (Pozio et al., 2005; Alfonso et al., 2011; Monzote et al., 2013;
Vidal & Oliveira, 2013).

Com o objetivo de encontrar possiveis compostos para o tratamento da toxoplasmose,
foram utilizadas abordagens in vitro e in vivo para avaliar a atividade anti-Toxoplasma do
antirretroviral Lopinavir. E como outra alternativa, avaliamos o antiviral Pritelivir como
possivel candidato ao tratamento da doenca de Chagas e Toxoplasmose e a abordagem

utilizada nestes ensaios foi 0 método in vitro.
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7.1 Lopinavir

Lopinavir ¢ um antirretroviral amplamente utilizado no tratamento da SIDA, é um
inibidor de protease, mais especificamente da aspartil protease, importante enzima pois sua
inibicdo produz virus imaturos e nao infecciosos, impedindo a clivagem de proteinas
estruturais e funcionais (Cvetkovic & Goa, 2003). Em 7. gondii sdo codificadas 7 aspartil
proteases (ASPs), com ASP1, ASP3 e ASP5 sendo expressos significativamente no estagio de
taquizoito (Polonais ef al., 2011; Dogga et al., 2017).

LPV sofre rapido metabolismo de primeira passagem no figado pelo citocromo
CYP3A4 e CYP3AS. Em sua formulagdo original, ele ¢ comercializado em associagdo com o
Ritonavir, ndo por sua agdo antirretroviral, mas porque inibe enzimas que metabolizam os
farmacos inibidores da protease. RTV inibe a enzima CYP3A4 o que resulta em
concentragdes plasmaticas maiores de LPV quando os dois medicamentos sdo co-
administrados. Sendo assim, apenas nos ensaios in vivo, LPV foi administrado combinado

com RTV.

De forma a selecionar concentragoes ndo toxicas de LPV para os ensaios
antiproliferativos com 7. gondii, foram realizados primeiramente os ensaios citotoxicidade
pelo método do MTS/PMS. Neste trabalho foram testadas diferentes concentra¢des do
farmaco para a avaliagdo da viabilidade celular em células hospedeiras, no caso fibroblastos
humanos NHDF. As células estiveram em contato com o farmaco durante 7 dias de
tratamento e foi observado um efeito citotoxico em 50% das células na concentracdo de
21,1uM £ 1,02 sendo que a concentracdo maxima utilizada, 50 pM, diminuiu em 96% a

viabilidade celular.

Sangenito e col. (2016) demonstraram uma tolerancia das células LLC-MK2 em
ensaios com LPV com CCsg superior a 400 uM, num periodo de 4 horas de tratamento e o
efeito citotoxico deste farmaco também foi avaliado por Mahdi e colaboradores (2020) em
células de rim de embrido humano (T HEK-293) onde obteve alta citotoxicidade observada

apenas em concentragdes acima de 50 uM (90%) num periodo de 24 horas de tratamento.

Pode-se entdao observar que o efeito citotdoxico do Lopinavir apés 24 horas de tratamento, no
estudo mencionado, se manteve semelhante, sem elevagdo, em relagdo ao tratamento de 7

dias, demonstrando uma grande tolerancia e seguranga.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
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Em conjunto com os resultados antiproliferativos e de viabilidade celular apresentados
neste trabalho contra as cepas TgCTBr5 e TgCTBr8 foi possivel avaliar o SI, onde o fAirmaco
foi 10 vezes mais seletivo para a cepa TgCTBr8 e 2,4 vezes mais seletivo para a cepa
TgCTBr5 do que para células NHDF. O que demonstra que o farmaco desempenha agdo

seletiva no protozoario e ndo em células humanas.

Etapas do ciclo litico, como invasdo e proliferacdo intracelular, além da habilidade de
converter-se em bradizoitos encistados como mecanismo de escape imunoldgico sao
importantes para a compreensdo da viruléncia e da patogénese de 7. gondii. Neste estudo
avaliou-se as caracteristicas fenotipicas associadas a infectividade (invasdo e proliferagdo) e

encistamento na presenca de LPV.

Foram realizados ensaios proliferativos para determinar a capacidade de inibigdo de
LPV contra duas cepas brasileiras TgCTBr8 e TgCTBrS, para isto, taquizoitos recém egressos
foram permitidos a infec¢do de células NHDF por um periodo de 24 horas. Apds esta
interagdo, foi realizado o tratamento com concentragdes de 1 a 15 uM por um periodo de 24
horas. Foram encontrados valores de ICso de 2,1 + 1,17 e 8,9 = 1,05 uM para as cepas
TgCTBr8 e TgCTBr5 respectivamente e uma drastica redugdo da proliferacdo, superior a

70%, a partir de 7 uM para TgCTBr8 e 15 uM para TgCTBrS.

Nossos resultados corroboram com outros estudos realizados in vitro com LPV que foi
ativo contra 4 diferentes cepas de Plasmodium falciparum, obtendo valores de 1Cso entre 0,9 a
2,1 uM (Parikh et al., 2005), e outros inibidores de proteases, como RTV e Nelfinavir contra
a cepa RH de T. gondii também obtiveram valores entre 5,4 pg/ml e 4,0 pg/ml,

respectivamente (Derouin & Santillana-Hayat, 2000).

Ensaios de invasao também foram realizados para avaliar o comportamento das cepas
ao pré-tratamento com o firmaco, com o intuito de verificar se esta poderia prejudicar esta
importante etapa do ciclo do parasito. Taquizoitos permaneceram em contato por 2 horas com
seguintes as concentracdes de LPV: 2,1; 4,2 e 7 uM para TgCTBr8 e 8,9 e 15 uM para
TgCTBr5, apos este periodo o farmaco foi retirado por centrifugagdo e os parasitas foram
colocados para interagir por 2 horas com células NHDF para que pudéssemos determinar o
numero de células infectadas.A cepa TgCTBr5 apresentou maxima inibi¢do de 35% com a
concentracdo de 15 uM em relagdo ao grupo controle. Ja a cepa TgCTBr8 foi mais suscetivel

ao pré-tratamento, onde a taxa de inibicdo da invasdo chegou a 56% na concentracdo de 7
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uM, em relagdo ao grupo controle. Ambas as cepas apresentaram reduc¢do da invasdo e da
proliferacdo, podendo entdo sugerir interferéncia/inibi¢do de proteinas tanto relacionadas a
invasdo quanto a manuten¢do do parasito intracelular. Este resultado pode corroborar com
outros estudos realizados com LPV em P. falciparum, este protozoario possui 10 tipos de
proteases asparticas, chamadas “plasmepsinas”, sugerindo que o alvo sejam estas enzimas, a
redugdo da carga parasitaria foi observada tanto in vitro quanto in vivo (Skinner-Adams et al.,
2004; Parikh et al., 2005; Sonoiki et al., 2017). Andrews e col. (2006) obtiveram efeitos
significativos sobre a morfologia dos parasitos P. falciparum, na digestdo de hemoglobina e
através de ensaios contra as enzimas PfPM-II e PfPM-IV recombinantes comprovaram a

inibi¢do destas plasmepsinas com a utilizagcao de LPV.

A cepa TgCTBr8 apresentou menores taxas de invasdo em 2 h de interacdo e exibiu
menor atividade proliferativa, em relagdo a cepa TgCTBr5. O egresso dos taquizoitos de um
vacuolo para invasdo de novas células, inicia um novo ciclo de proliferacdo (Eidell et al.,
2010), se ndo ha saida da célula, os vacuolos tendem ao encistamento como resposta as
condi¢des do ambiente intra e extracelular (Sullivan & Jeffers, 2012). Situacdo esta que pode
justificar os resultados dos ensaios de conversao taquizoito-bradizoito da cepa TgCTBr8 onde
mesmo em condi¢des normais de cultivo foi observado o inicio da cistogénese espontanea
apos 24 e 48 horas sem tratamento, 15 e 13% de vactiolos DBA positivos, respectivamente.
Dado também observado por Barbosa (2015) na cepa TgCTBr9, também classificada como
virulenta, onde realizou os estudos em neuronios e células da glia. Nossos resultados também
corroboram com os achados sobre a cistogénese espontdnea da cepa EGS, cepa brasileira
virulenta, que foi avaliada em células LLC-MK2 onde apresentou 60,3 + 16,3% de cistos
DBA positivos em relacdo a 6,4 = 3,2% da cepa avirulenta ME49 (Paredes-Santos et al.,
2013).

A conversdo dos taquizoitos em bradizoitos também continuou a ser observada de
forma dose dependente nos tratamentos com LPV onde cerca de 20 a 26% e 31 a 35% de
vactolos continham bradizoitos, para as concentracdes 2,1 e 4,2 uM, nos ensaios de 24 e 48
horas, respectivamente. Segundo Ferreira da Silva e col. (2008), quimioterdpicos que
diminuem drasticamente a replicacdo do 7. gondii e evitam a manifestacdo clinica da doenca
em pacientes infectados podem, ao mesmo tempo, induzir a expressdo de antigenos
especificos de bradizoitos e consequente persisténcia do parasito, como observado com a
utilizagdo de tratamentos a base SDZ+PYR e atovaquona (Gross & Poh, 1996; Sullivan &

Jeffers, 2012). Portanto, essa caracteristica cistogénica da cepa TgCTBr8 pode estar
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relacionada tanto com a sua menor capacidade de invasdo e proliferacdo natural quanto

induzida pelo tratamento com o LPV.

Em contrapartida, a cepa TgCTBr5 apresentou maiores taxas de invasdao e
proliferagdo, mas o inicio da conversdo de taquizoitos espontanea em bradizoitos apenas foi
observada no controle de 48 horas nao tratado, com apenas 1% dos vactiolos com bradizoitos
e no grupo tratados com 48 horas a 8,9 e 15 uM foram observados a conversdo de apenas 2 e
8% dos vacuolos, respectivamente. Sugerindo-se que nesta cepa a cistogénese espontanea nao
¢ uma caracteristica, num periodo inferior a 48 horas de observagdo, devido a sua intensa
proliferacdo e rapido ciclo intracelular, mas sim, a conversdo induzida pela presenca do

farmaco.

Os resultados envolvendo invasdo, proliferacao e capacidade de conversdo taquizoito-
bradizoito obtidos com a cepas atipicas brasileira TgCTBr8 e TgCTBr5, classificadas como
virulenta e avirulenta respectivamente, neste estudo, se diferem de alguns resultados obtidos
com cepas de linhagens clonais virulentas como a RH, onde apresentam uma maior
capacidade de invasdo proliferacdo e menor conversdo de taquizoitos a bradizoitos, e de
linhagem avirulentas como a ME49 que apresentam menor capacidade de invasdo e

proliferagdo, porém maior conversao a bradizoitos (Howe 1997; Radke, et al.,2001).

No entanto, estudos que elucidaram estas trés sequéncias de acontecimentos em trés
cepas virulentas RH, Martin e ENT, demonstraram variacdes neste padrdo até mesmo em
cepas de mesma linhagem, onde as cepas RH e Martin invadiram e proliferaram menos em
relagdo a cepa ENT, mas em relacdo a cistogénese, a cepa Martin apresentou maior
quantidade de vacuolos convertidos a bradizoitos (Appleford & Smith, 1997). E ainda, cepas
isoladas na Asia e na América do Sul, como as utilizadas neste trabalho, parecem exibir um
padrdo diferente, mostrando genotipos recombinantes que juntam as duas caracteristicas: a

viruléncia e a capacidade cistogénica em camundongos (Saeij et al., 2005).

Sendo assim, € necessario que sejam realizados experimentos com as cepas atipicas
brasileiras utilizadas neste trabalho e outras cepas brasileiras de 7. gondii tanto virulenta,
avirulentas e de viruléncia intermedidria, para que se possa realizar uma analise comparativa
deste comportamento in vitro e também relaciond-los com o comportamento caracterizado in

VIVo.
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Para conhecer a suscetibilidade in vitro das cepas TgCTBr8 e TgCTBr5 ao tratamento
padrdo da Toxoplasmose foram realizados ensaios proliferativos com taquizoitos recém
egressos que foram permitidos a infeccdo de células NHDF durante 24 horas, apos este
periodo de interagdo as células foram lavadas para retirada de parasitos extracelulares e foi
realizado o tratamento com concentragdes de PYR a 0,025 - 0,4 uM combinadas com SDZ a

6,25 - 100 uM por mais 24 horas.

Como resultado obtivemos valores para a cepa TgCTBr5 do ICso para SDZ, 8,9 uM, e
para PYR 0,035 + 1,20 uM. Para a cepa TgCTB18, obtivemos ICso de 30,35 ¢ 0,121 + 1,13
uM para SDZ e PYR respectivamente.

Apesar da elevagdo do ICso da SDZ na cepa TgCTBr8 em relagdo ao Lopinavir (2,1
uM), nenhum dos valores de ICspo obtidos com SDZ ou PYR nas duas cepas estdo
relacionados a resisténcia. Segundo Maneceur e col. (2008) em estudo de suscetibilidade
realizado com 16 diferentes cepas, inclusive atipicas, através de médias de ICso obtidos, foi
sugerido que a resisténcia para SDZ seja indicada para cepas em que o ICso seja superior a
50mg/L ou 200 uM e para PYR acima de 0,52 mg/L ou 2,09 uM, e ainda, estudos in vivo

demonstraram suscetibilidade desta cepa a SDZ (Silva et al., 2017).

Para melhor analise do comportamento destas cepas mediante tratamento combinado
de SDZ e PYR seria interessante a realizagdo de ensaios para andlise da conversdao de
taquizoitos a bradizoitos na presenga desta combinagdo para que se possa ter dados mais

robustos que possam ajudar a esclarecer estas diferengas entre os ICso’s.

Os efeitos da combinag@o de lopinavir com o tratamento padrdo para a toxoplasmose
também foram avaliados, sendo utilizadas concentracdes constantes de LPV de 0,625
associado a 1,25 uM com SDZ (6,25, 12,5, 25, 50 e 100 uM) e PYR (0,025, 0,05, 0,1, 0,2 ¢
0,4 uM).

Para a cepa TgCTBr8 os resultados demonstraram uma ndo interacdo entre 0s
farmacos, em nenhuma das concentragdes de LPV associadas, 0,625 e 1,25 uM, ndo havendo
efeito sinérgico, aditivo ou antagonista entre elas, como descrito por Derouin & Santillana-
Hayat (2000) que também chegaram a esta conclusdo in vitro com a combinagao sulfadiazina
e pirimetamina associadas a varios antirretrovirais também inibidores de protease utilizados
no tratamento do HIV, como nelfinavir, ritonavir e indinavir, contra a cepa RH de 7. gondii.

Ainda que a cepa TgCTBr8 nao tenha apresentado resultados antagdnicos em relacdo a esta
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combinagdo, foi observado um aumento na proliferacdo parasitiria com a utilizagdo da
concentragdo de 1,25 pM em relagdo ao ensaio com 0,625 uM de Lopinavir e

consequentemente uma elevacao do ICso de 18,11 uM para 39,37 uM para a SDZ.

Fato este que também foi observado na combinag¢ao de LPV com SDZ e PYR contra a
cepa TgCTBrS5, ensaios onde foram utilizados 0,625 uM de lopinavir também nao
apresentaram interagdo entre os famacos, mas os que foram utilizados 1,25 pM de Lopinavir
houve confirmagdo da agdo antagonista entre elas causando um aumento da proliferagao
parasitaria no grupo tratado com as concentracdes mais inferiores de SDZ e PYR, 6,25 ¢
0,025 respectivamente (como observado na cepa TgCTBr8) em relagdo ao grupo controle ndo
tratado e consequente elevacdo do ICso, de 14 para 52,68 uM de SDZ . Resultados
semelhantes a este foram observados em estudos com o antirretroviral zidovudina, associados
a SDZ e PYR, onde o aumento da concentragdo de zidovudina e a diminui¢do das
concentragdes dos antifolatos levou ao aumento da proliferacdo parasitaria, sinalizando o

antagonismo (Israelski et al. 1989).

Para avaliar os efeitos in vivo de LPV, foram realizados ensaios de fase aguda e
cronica em camundongos. Como mencionado anteriormente, nos ensaios in vivo, LPV seria
combinado com o RTV, as doses iniciais utilizadas sdo as mesmas recomendadas para o uso
em criangas de 06 meses a 12 anos de idade, 12/3 mg/kg, e o aumento das doses ocorreram

sempre na proporc¢ao de 4:1 (LPV/RTV) (Cvetkovic & Goa, 2003).

Nos ensaios agudos, camundongos foram infectados com 10* taquizoitos via i.p e 1
dpi teve inicio ao tratamento oralmente por gavagem, por 10 dias, exceto o grupo controle.
Nenhum animal do grupo ndo tratado e tratados com 12/3 mg/kg/dia e 40/1 mg/kg/dia de

LPV/RTYV, sobreviveram, sendo que o tltimo animal sucumbiu aos 19 dpi.

Hobbs e col. (2009) em ensaios que demonstraram a eficacia de LPV/RTV contra a
fase exoeritrocitica do P. bergei diminuindo em 55% a carga parasitdria hepatica de
camundongos, utilizaram doses maiores que as usadas para atingir a eficacia terapéutica para
o tratamento do HIV em humanos, na proporcao 2:1 de LPV/RTV. Estudo feito por Kumar e
col. (2004) mostra que a meia-vida e os niveis de estado estacionario de LPV/RTV sejam
mais curtos em camundongos do que em humanos, portanto, a utilizagdo de doses mais altas
desses farmacos em modelos de murinos seria recomendada para alcangar concentragdes que

podem ser comparadas com os niveis alcancados em humanos
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A partir dos resultados obtidos neste ensaio e pelos estudos anteriormente citados,
pode-se sugerir a adequacdo da dosagem didria de tratamento para possivel, interferindo na
proliferagdo dos parasitos, levando a sobrevivéncia dos animais. Outro parametro que
podemos observar seria a forma de administragdo, como observado por Kumar e col. (2004), a
administracdo Martynowicz e col. (2019) concluiram que a forma de administracdo injetavel
diminuiu o nimero de taquizoitos e cistos em relagdo a gavagem e a administragdo
diretamente pela comida, em estudo com fase aguda e cronica da toxoplasmose utilizando

medicamento para hipertensao.

Além do ensaio com LPV/RTYV, associamos estes farmacos com SDZ+PYR e também
utilizamos a combina¢do padrido do tratamento da Toxoplasmose isolada. Nos dois
experimentos, houve 80% de sobrevivéncia dos animais, sendo que o grupo tratado com a
associacdo teve um tempo maior de sobrevida em relagdo ao grupo SDZ+PYR, mas ndo

houve diferenca estatistica significativa entre eles.

Silva e col. (2017), ja haviam demonstrado que a cepa TgCTBr8 era suscetivel ao
tratamento com SDZ e apresentou sobrevivéncia de 100, 80 e 100% para tratamentos com 80,
160, e 320 mg/Kg/dia do fairmaco, sendo assim, podemos associar os resultados obtidos in
vitro com os resultados in vivo, onde a associacdo de LPV/RTV com SDZ+PYR nao

demonstrou interagdo nestas dosagens.

Como T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, mesmo filo do parasito causador da
maléria, pode-se sugerir ensaios com as mesmas combinacdes de tratamentos, pelo seu
parentesco evolutivo com Plasmodium spp. Mas € importante ressaltar que no estudo feito por
Abiodun e col. (2014), observou-se uma menor sobrevivéncia de animais experimentais no
grupo de tratamento artemeter/lumefantrina associadas ao LPV/RTV, infectados com P.
bergei. E corroborando com estes resultados, Byakika-Kibwika e col. (2014), concluiram com
ensaios em pacientes adultos com HIV, a co-administracdo de artemeter / lumefantrina com
LPV/RTV aumentou significativamente a exposi¢do de lumefantrina, mas diminui a
exposicao ao artemeter, destaca-se entdo a necessidade de cautela do uso desta associacdo em

pacientes com HIV e acometidos também pela maldria.

Por outro lado, Abiodun e col. (2016) em ensaios envolvendo os antimalaricos,

amodiaquina e artesunato associados a LPV/RTV, obtiveram aumento na sobrevivéncia dos



76

animais de 20 para 60% (amodiaquina + LPV/RTV) e de 0 para 20% (artesunato +
LPV/RTV) até 20 dpi.

Estudos com inibidores de protease associados com RTV, ou este de forma isolada,
confirmam que ha o aumento das concentragdes plasmaticas de alguns antimalaricos pela
inibicdo da enzima CYP3A4, realizada pelo RTV, potencializando seus efeitos (Andrews et
al., 2006; Hobbs et al., 2009), mas como descrito anteriormente, podendo ser antagbnico para
outros. E necessario compreender até que ponto este aumento da meia-vida do farmaco no

organismo poderia influenciar na resisténcia do Plasmodium spp. € outros organismos.

Ainda como resultado deste ensaio de associacdo in vivo, realizamos a contagem dos
cistos cerebrais dos animais sobreviventes para analisar se haveriam diferencas entre as
terapias, houve uma reducao de 56% dos cistos do grupo tratado com LPV/RTV+SDZ/PYR
em relagdo ao grupo tratado apenas com SDZ/PYR. Estes dados sugerem que LPV/RTV pode
nao ter sido efetivo na sobrevivéncia dos animais, mas tem relacdo com a diminui¢do da carga
parasitaria, em associagdo com SDZ+PYR, pois RTV pode ter aumentado o tempo de

exposi¢ao dos anti-folatos no organismo do animal.

Silva e col. (2019) realizaram ensaios para determinar a suscetibilidade de cepas
atipicas encontradas em casos de TC, entre elas a cepa TgCTBr9, de mesmo geno6tipo da cepa
em estudo, TgCTBr8. E observaram que TgCTB19 foi altamente suscetivel a doses SDZ e
PYR combinadas, 10 mg/kg e 3.13 mg/kg, respectivamente ¢ ao fim do ensaio nenhum cisto
cerebral foi encontrado em nenhum dos animais. Podemos observar que cepas de mesmo
gendtipo podem se comportar de maneiras diferentes quanto a cistogénese por indugdo de

farmaco.

No ensaio crdnico, foi utilizada a cepa TgCTBrS5, inicialmente seguimos o protocolo
estabelecido por Pinheiro e col. (2014), onde 10 cistos foram inoculados por gavagem. Era
esperado que estes camundongos sobrevivessem pelo menos apés 30 dpi., mas
surpreendentemente em menos de 10 dias todos sucumbiram a infec¢cao. Um cisto jovem pode
conter de 2 bradizoitos, enquanto os mais velhos podem conter de 1000 a 2000 bradizoitos,
portanto, como a ingestdo ¢ controlada apenas em nuimero de cistos e ndo de bradizoitos,
podemos ter uma diferenca muito grande no indculo a nivel de infeccdo, mesmo os animais

doadores dos cistos tendo o mesmo tempo de infec¢cdo (Dubey et al., 1998).
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A partir do ocorrido, utilizamos o ino6culo de 5 cistos por camundongo, estes animais
permaneceram sem tratamento por 21 dias, para a cronificagdo da doenga. Apos este periodo

receberam tratamento de LPV/RTV nas doses de 12/3, 20/5 e 40/10 mg/kg/dia, por 21 dias.

Camundongos tratados com LPV/RTV 20/5 mg/kg/dia apresentaram redugao de 40%
dos cistos cerebrais em relagdo ao grupo controle, ndo houve diferenca estatistica, mas como
mencionado anteriormente o indculo de cistos pode variar a carga parasitaria dos individuos
nos grupos, o que sugere acao LPV/RTV diretamente nos bradizoitos. Outro dado observado
neste ensaio cronico ¢ relacionado a solubilidade de LPV/RTV, RTV ¢ considerado um
farmaco de baixa solubilidade (Sinha ef al., 2010), na dosagem de 40/10mg/kg a dificuldade
da solubilizagdo no veiculo carboximetilcelulose, pode ter prejudicado a biodisponibilidade

do farmaco, pois encontramos um nimero maior de cistos neste grupo.

Nossos resultados sugerem que LPV/RTV € um promissor candidato ao tratamento da
Toxoplasmose aguda, na utilizagdo em combinacdo com o tratamento padrdo e uma
alternativa no tratamento cronico da doenga. E propomos novos estudos com adequagdo de
dosagens e formas de administragdo para avaliacdo de melhores resultados tanto na forma

aguda quanto cronica da doenga.

7.2 Pritelivir

O complexo helicase-primase desempenha um passo inicial na sintese de DNA para
separar a fita dupla vital em duas fitas simples (bifurcagdo de replicagdao) e € um novo alvo da

terapia antiviral.

Pritelivir (PTV) o primeiro em uma nova classe de agentes antivirais que inibe a
replicacdo do HSV, tipo 1 e 2 e também contra mutantes do HSV-1, ao se direcionar ao
complexo viral helicase-enzima primase. Ao contrario dos andlogos de nucleosideos, PTV
ndo requer ativacdo por fosforilagdo da enzima timidina quinase (fator necessario para
aciclovir, medicamento mais utilizado para o tratamento da herpes-simplex) e ainda ¢ ativo
em células ndo infectadas, (Wald et al., 2014; Birkmann & Zimmermann, 2016). PTV tem
lenta eliminacdo e concentragdes plasmaticas altas encontradas apos 24 horas da

administracdo, demonstrando alta biodisponibilidade (> 60%) (Kleymman et al., 2002).
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Portanto, esta caracteristica em alcancgar boas concentragcdes plasmaticas e cerebrais
torna PTV um candidato ao tratamento de patdogenos com tropismo para o SNC, como T.
gondii. Ha evidéncias de que o virus HSV-1 pode ser responsavel pelos depositos anormais de
proteina - placas amiloides e emaranhados neurofibrilares - considerados centrais para a
patogénese do Alzheimer (Wozniak et al., 2004) e PTV demonstrou reduzir estas moléculas
em ensaios com modelo murino (Wozniak et al., 2013). Quenelle e col (2018) também
demonstraram que PTV obteve altas performances no tratamento de encefalite causada pelo

herpes-simplex.

Neste trabalho foram analisados in vitro, o potencial inibidor da proliferacdo de PTV

em taquizoitos de 7. gondii da cepa RH e em amastigotas de 7. cruzi da cepa Y.

De forma a selecionar concentragdes ndo toxicas de PTV para os ensaios
antiproliferativos com 7. gondii e T. cruzi, foram realizados primeiramente os ensaios de

citotoxicidade pelo método do MTS/PMS.

Neste trabalho foram testadas diferentes concentragdes, 6,25 a 100 pg/mL, para a
avalia¢do da viabilidade celular em células hospedeiras, no caso fibroblastos humanos NHDF.
As células permaneceram em contato com o composto durante 7 dias de tratamento e ndo foi
observado efeito citotoxico em nenhuma das concentragdes testadas. Foi observado por
Kleymman e col. (2002). que PTV foi 2500 e 3000 vezes mais seletivo para os virus HSV-1 e
HSV-2, respectivamente, do que em c¢lulas Vero, o que demonstra sua seguranga, o farmaco
esta em ensaios clinicos de fase II, onde se observa a reducao da disseminagdo viral em
pessoas saudaveis acometidas pelo virus, o que representa até o0 momento a sua tolerabilidade

(Wald et al., 2014).

Nos ensaios proliferativos com 7. gondii, taquizoitos foram permitidos a infec¢ao por
um periodo de 4 horas em placas com células confluentes, apos este periodo, foram realizados
tratamentos com dura¢do de 24 horas e 48 horas, os valores de ICso 14,7 pg/mL + 1,29 e
34,03 pg/mL + 6,92, foram obtidos respectivamente, foi observada uma relagdo dose
dependente em ambos os tratamentos. A inibi¢ao da proliferacdo dos parasitos foi cerca de

78% e 77%, na concentragdo 60 ug/mL, para o tratamento de 24 e 48 horas, respectivamente.

Foi possivel analisar que em taquizoitos da cepa RH de 7. gondii, PTV teve uma
maior agdo inibitdria nas primeiras 24 horas de tratamento, por ser uma cepa de alta taxa de

prolifera¢do intracelular e de re-invasdo (Khan et al., 2006), o periodo de 48 horas de
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tratamento foi comprometido. Podemos sugerir o tratamento didrio com PTV, assim a
diminui¢ao da proliferacdo em 48 horas pode ser esperada devido a maior concentragdo do

farmaco no ambiente disponivel para atuar nos parasitas intracelulares.

Em contrapartida, 7. cruzi foi mais inibido ap6s 48 horas de tratamento, onde os
valores de ICso obtidos foram de 34,85 ug/mL + 1,40 e 22,40 pg/mL + 1,29 e com inibi¢ao de
61 e 80% para 24 e 48 horas, respectivamente. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos
tratados comparado ao grupo controle, nos ensaios de 24 horas, mas obtivemos uma reducao
da proliferacdo de 65% no grupo tratado com 60 pg/mL de PTV em relagdo ao grupo ndo

tratado.

Nossos resultados sugerem que PTV ¢ um farmaco promissor para o tratamento da
Toxoplasmose e Doenca de Chagas pelas altas taxas de inibi¢do da proliferacdo destes dois
protozoarios. Sendo necessarios mais estudos, como invasdo, conversdo a bradizoitos e

ensaios in vivo para compreender melhor a sua atuacao nestas duas cepas.
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8. Conclusoes

e Lopinavir foi capaz de interferir na invasdo dos taquizoitos das cepas TgCTBrS e

TgCTBr5 de T. gondii, sendo a cepa TgCTBr8 mais suscetivel ao pré-tratamento.

e Lopinavir embora tenha inibido in vitro a proliferacdo de taquizoitos cepa TgCTBrS,
nao foi capaz de atuar na infec¢do aguda in vivo, combinado com Ritonavir nas

concentracoes, forma de solubiliza¢ao e de administracao utilizadas.

e Os resultados in vitro ndo demonstraram interagao entre Lopinavir e SDZ+PYR contra
a cepa TgCTBr8, mas os resultados in vivo sugerem que a associacdo interferiu na
proliferacdo dos taquizoitos e promovendo um menor nimero de cistos encontrados

em fase aguda da infeccao.

e A cepa TgCTBr8 tem maior capacidade cistogénica que a cepa TgCTBrS, tanto

natural quanto induzida pelo farmaco Lopinavir.

e A cepa TgCTBr5 foi mais suscetivel ao tratamento com SDZ+PYR in vitro do que a
cepa TgCTBr8, ensaios de conversdo de taquizoitos e bradizoitos sdo sugeridos para

melhor interpretagdo destes resultados.

e [Lopinavir em combinagdo com Ritonavir diminui moderadamente o niimero de cistos
em camundongos infectados com a cepa TgCTBr5, demonstrando que estes

compostos sdo promissores para tratamento da toxoplasmose em fase cronica.

e Pritelivir inibiu a proliferacao de taquizoitos da cepa RH de T. gondii e amastigotas de
T. cruzi da cepa Y, sdo compostos com potencial para o tratamento da Toxoplasmose e

Doenga de Chagas.
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10. Anexos

Protocolo CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

. _ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):
Esta é uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situacdo de uma solicitagao.

Protocolo CEUA: 32/2019

Titulo do projeto: Validacdo da atividade in vivo de farmacos e novos compostos para o tratamento da
Toxoplasmose aguda e crénica

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Erica dos Santos Martins Duarte

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Parasitologia

Situacao atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 13/05/2019. Validade: 13/05/2019 a 12/05/2024
Belo Horizonte, 13/05/2019.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa II - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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