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RESUMO

Descoberta ha mais de 100 anos atras pelo médico brasileiro Dr. Carlos Justiniano
Ribeiro das Chagas (1879-1934), a doenca de Chagas, também conhecida como
Tripanossomiase americana, cujo agente etiolégico € o protozoéario Trypanosoma cruzi,
estad entre as principais Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs). Atualmente, os
farmacos disponiveis no mercado sdo Benznidazol e Nifurtimox, desenvolvidos nos anos
70, eficazes na fase aguda, entretanto, ambos tém sua eficacia diminuida conforme o
tempo de infeccdo aumenta e frequentes reacfes adversas. Este cenario é um grande
contribuinte para a comunidade cientifica buscar novas alternativas e possiveis
estratégias para o tratamento da doenca. Este trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos da combinagcdo entre os farmacos Levamisol e Lansoprazol sobre formas
epimastigotas de T. cruzi da cepa Dm28c. Levamisol é um farmaco comumente usado
como anti-helmintico e potente atividade imunomoduladora. Lansoprazol é um inibidor
da bomba de prétons gastrica, indicado para cicatrizacdo e alivio sintomatico da
esofagite de refluxo. Com base em dados obtidos recentemente pelo LablmunoBio
(UFMS), o farmaco Lansoprazol apresenta atividade biologica contra diferentes formas
de vida de T.cruzi Dm28c, e portanto, se tornou um promissor alvo de estudos para o
reposicionamento de farmacos. Foram entdo realizados ensaios de combinacao
utilizando diferentes concentracdes de ambos farmacos, a partir disso, a viabilidade
celular dos parasitos foi analisada por observacao e determinada por meio do ensaio de
MTS. Os resultados deste trabalho teve o intuito de determinar a classificagdo segundo
Chou (2006), em: forte sinergismo; sinergismo; sinergismo moderado; e quase aditivo,
para que assim, pudesse ser avaliada a melhor combinacdo entre os dois farmacos
determinando o indice de combinag¢&do da melhor associacao.

Palavras-chave: doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Levamisol;

Lansoprazol.



ABSTRACT

Discovered more than 100 years ago by the brazilian doctor Carlos Justiniano
Ribeiro das Chagas (1879-1934), Chagas disease, also known as American
trypanosomiasis, whose etiological agent is the protozoan Trypanosoma cruzi, is among
the main Neglected Tropical Diseases (NTDs). Currently, the drugs available on the
market are Benznidazole and Nifurtimox, developed in the 1970s, effective in the acute
phase, however, both have their effectiveness reduced as the time of infection increases
and adverse reactions become more frequent. This scenario is a major contributor to the
scientific community to seek new alternatives and possible strategies for the treatment of
this disease. This work aims to evaluate the effects of the combination of Levamisole and
Lansoprazole on epimastigote forms of Dm28c strain of T. cruzi. Levamisole is a drug
commonly used as an anthelmintic and has potent immunomodulatory activity.
Lansoprazole is a gastric proton pump inhibitor, advised for healing and symptomatic
relief of reflux esophagitis. Based on data recently obtained by LabimunoBio (UFMS),
the drug Lansoprazole shows biological activity against different life forms of T.cruzi
Dm28c, and has therefore become a promising target for drug repositioning studies.
Combination trials were then carried out using different concentrations of both drugs,
after which the cell viability of the parasites was analyzed by observation and determined
by MTS assay. The results of this work had the intetion to determine the classification
according to Chou (2006) as: strong synergism; synergism; moderate synergism; and
almost additive, so that the best combination between the two drugs could be assessed,
determining the combination index of the best association.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Levamisole; Lansoprazole.
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1 INTRODUCAO

Reconhecida pela OMS como uma das treze Doencas Tropicais Negligenciadas
(DTNs) do mundo, a doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozodrio da espécie
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) e tem acometido a humanidade desde a antiguidade,
permanecendo como um relevante problema social e econbmico em muitos paises no
mundo, nos quais apresenta carater endémico com incidéncia anual de 30 mil novos
casos, estima-se que de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo estejam infectadas
com o protozoario, onde a maioria esta concentrada na América Latina (OMS, 2019). No
Brasil, estima-se que um milhdo de pessoas tenham sido infectadas pelo T. cruzi, em
algum momento de sua vida. Somente em 2017 foram registrados mais de 4 mil ébitos
tendo como causa béasica a doenca de Chagas (Ministério da Saude, 2020).

Face a esse panorama, a farmacoterapia atual e disponivel para o tratamento da
DC é constituida de apenas dois medicamentos, Benznidazol (BZN) e Nifurtimox (NF),
gue foram descobertos ha mais de quatro décadas e tém sua eficacia diminuida na fase
cronica da doenca, além de possuirem potencial toxico e causarem diversos efeitos
colaterais (Dias et al., 2016; OMS, 2018).

A busca por alternativas para o tratamento da doenca de Chagas tem sido
intensificada pela comunidade cientifica. A estratégia de investigacdo in silico para o
estudo de reposicionamento de farmacos tem sido utilizada por nosso Grupo como forma
de direcionar 0s ensaios para a investigacdo de atividade biolégica frente ao agente
etioloégico da DC. Além disso, alguns farmacos e suas associacfes tém sido utilizados
para ensaios in vivo e in vitro, inclusive envolvendo estudos clinicos, porém ainda sem
muito sucesso (Rassi et al., 2010). Nesse contexto, o reposicionamento de farmacos tem
gerado grande interesse e se tornado uma estratégia importante nas industrias
farmacéuticas e nos centros de pesquisa, baseando-se na descoberta de novas
utilizacdes para farmacos ja aprovados (Andrews et al., 2014; Ashburn & Thor, 2004).
Com base em dados obtidos recentemente, o farmaco Lansoprazol apresentou atividade
biolégica contra diferentes formas de vida de T.cruzi Dm28c, e portanto, se mostrou
promissor como alvo de estudo nesta proposta. Este trabalho traz a combinacgéao deste
farmaco, juntamente com o Levamisol.

O Lansoprazol é um farmaco da classe dos inibidores de bomba de protons,
estruturalmente classificado como benzimidazol substituido, sendo este ultimo um
composto organico aromatico e heterociclico. Seu alvo de agdo € uma enzima que
catalisa a etapa final da secrecdo de acido gastrico nas células parietais. E eficaz no
tratamento de Ulceras géastricas e no tratamento da doenca do refluxo esofagico, além
de outras patologias que envolvam excesso de secrecao acida (Barradell et al., 1992;
Shin & Sachs, 2008).
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O Levamisol, um anti-helmintico sintético utilizado em mamiferos (Jecfa, 1991),

conhecido por suas caracteristicas imunoestimulantes (Renoux, 1980), tem apresentado
capacidade de modular a resposta imune em diversos organismos, aumentando a
resisténcia contra agentes etioldgicos bacterianos, protozodrios e nematoides (Kajita et
al., 1990; Baba et al., 1993; Findlay et al., 2000; Munday e Zilberg, 2003; Geets et al.,
1992). Diversos estudos tém demonstrado que diferentes parametros imunoldgicos,
tanto in vivo como in vitro podem ser modulados pelo Levamisol (O’Connell et al. 2006;
Holcombe et al. 2006; Bisalla et al. 2009; Sayad et al. 2012).

Diante do cenario atual e que se estende ha muito tempo, € de grande relevancia
a pesquisa dentro da area de reposicionamento de farmacos. Tanto o Benznidazol
guanto o Nifurtimox sdo medicamentos quase 100% eficazes no tratamento da doenca,
porém somente se forem administrados no inicio da fase aguda e outros casos em que
a infeccao foi reativada devido a imunosupressdo em pacientes durante a fase inicial
cronica (OMS, 2023). Uma realidade bem mais presente € o desconhecimento da
doenca, cerca de 70% das pessoas com Chagas ndo sabem que estdo infectadas.
(OPAS, 2021). Isso contribui para o surgimento das reac6es adversas ja relatadas com

0 uso destes medicamentos.



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos in vitro da associacdo de

Levamisol e Lanzoprazol sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi.

2.2  Objetivos especificos

e Definir a melhor concentracao de cada farmaco da associacao;

e Avaliar a viabilidade metabdlica de formas epimastigotas de T.cruzi apos
tratamento com a combinacao de farmacos;

e Determinar ICzs; ICso; IC75; € ICoo;

e Determinar o indice de Combinac&o (IC) da melhor associagao;



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia

Causadas por agentes parasitarios como virus, bactérias, protozoarios, e
helmintos, as doencas neglicengiadas estdo extensamente presentes em paises da
América Latina. Principalmente em locais rurais, onde ha moradias de adobe
(construcdes com terra, palha e 4gua), geralmente pessoas de baixa renda e com
pouquissimo acesso a saneamento basico. A doenca de Chagas, reconhecida como
uma Doenca Tropical Negligenciada (DTN) somente em 2005 pela OMS, mata mais
pessoas na América Latina, onde é endémica, cada ano do que qualquer outra doenca
parasitaria, incluindo malaria. Entretanto, a imigracdo de pessoas infectadas de paises
endémicos para paises desenvolvidos, torna esta doenca uma ameaca a saude global.
Atualmente, a DC esta presente, porém ndo endemicamente, na América do Norte,
Europa, Japédo e Australia (DNDi, 2022).

3.2  Agente Etiolégico e Ciclo de Vida

O agente causador da também conhecida como Tripanossomiase americana, é
um protozoario unicelular flagelado, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Trypanosoma. Com base no comportamento do parasito
nos seus hospedeiros, principalmente no vetor, sendo o principal, o inseto triatomineo
(barbeiro), o género Trypanosoma foi dividido em dois grupos. O primeiro, chamado de
Stercoraria, inclui tripanosomas que se desenvolvem no tubo digestivo do vetor,
responsavel por liberar formas infectantes pelas fezes, onde neste grupo estédo T. cruzi
e T. lewisi. Sdo heteroxénicos, isso significa que alteram seu ciclo de vida entre
hospedeiros. O segundo grupo desta subdivisdo, chamado de Salivaria, engloba os
parasitos que estdo inicialmente no tubo digestivo do vetor e que posteriormente
atravessam o epitélio digestivo atingindo as glandulas salivares onde encontramos as
formas infectantes, transmitidas mecanicamente, onde estdo: T. brucei, T. congolense e
T. rangeli (Portal da Doenga de Chagas, 2017).

A transmissdo do Trypanosoma cruzi ocorre principalmente pelo contato dos
dejetos do barbeiro, que ao se alimentar de sangue humano, o inseto defeca ou urina
proximo a picada. E quando, ao cocar esta regiéo, que o individuo coloca em contato os
parasitos presentes nestes dejetos com a ferida da picada, ou até mesmo olhos ou boca.
Além desta, a DC também pode ser transmitida pelo consumo de comida contaminada

(acai, caldo de cana, entre outros); transfusdo de sangue ou derivados sanguineos de
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doadores infectados; congénita (durante gravidez ou parto); transplantes de orgaos

infectados; e acidentes em laboratorios (OMS, 2023).

O ciclo de vida do T. cruzi comeca com o triatomineo infectado, que se alimenta
de sangue humano e libera seus dejetos com parasitos na sua forma tripomastigota.
Assim que 0s parasitos entram em contato com a ferida ou com a mucosa, eles invadem
as células proximas a inoculacéo, onde eles se diferenciam em amastigotas, que vao se
multiplicar por fissdo binaria para posteriormente se diferenciar em tripomastigotas
novamente e serem liberadas para a corrente sanguinea. A partir dai, as tripomastigotas
irdo infectar uma variedade de tecidos e se transformarem em amastigotas
intracelulares, novamente. Diversos sinais e sintomas sao provocados ao desenvolver
deste ciclo no hospedeiro vertebrado, uma vez que é onde as formas amastigotas se
multiplicam dentro da célula do tecido. Somente quando elas se transformarem em
tripomastigotas e eclodirem da célula, estas novas formas irdo para a corrente sanguinea

para infectar novos tecidos (CDC, 2021).

Figura 1: Ciclo de vida e infeccéo pelo protozoario Trypanosoma cruzi, Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), 2021.
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3.3 Formas Clinicas e Diagnostico

Os sinais e sintomas da DC sao divididos em 2 fases: aguda e cronica. A fase
aguda é caracterizada por uma alta parasitemia e na maioria dos casos, 0s sintomas sédo
leves e inespecificos, onde menos de 50% das pessoas picadas pelo barbeiro
apresentam sinais visiveis e caracteristicos da doenca (OMS, 2023). Um sinal visivel,
conhecido como “Sinal de Romana”, € o edema da palpebra, quando a contaminacao
ocorre pela mucosa ocular. Além deste, a sintomatologia da fase aguda pode incluir:
febre, cefaleia, palidez, dores musculares, aumento das glandulas linfaticas, dificuldade
em respirar, inchaco e dor abdominal.

A fase cronica é caracterizada pelo parasito em grande quantidade nos tecidos,
ele ja esta em sua forma intracelular e se multiplicando de forma rapida. Os principais
tecidos atingidos sdo o coracdo e o musculo digestivo, por isso, as alteracdes séo
principalmente cardiacas e digestivas além de neuroldgicas, ou até mesmo mistas. As
lesdes cardiacas incluem cardiomiopatia, cardiomegalia, arritmias, e insuficiéncia
cardiaca, enquanto que as lesdes digestivas sdo principalmente aumento do eséfago,
estdbmago, ou colon (Gullo, 2012).

A anamnese nem sempre aponta a DC, apesar de ser de grande importancia. A
deteccdo do parasito pode ser feita por métodos laboratoriais direta ou indiretamente
pela presenca de anticorpos contra o parasito no soro, ou até mesmo pela observacao
do protozodrio no sangue do paciente (extensao manual, ou esfregaco e gota espessa).
Os testes imunolégicos a serem realizados incluem: imunofluorescéncia indireta (IFI);
hemaglutinacdo indireta (HAI), e interagcdo antigeno-anticorpo (Imunoenzimatico-
ELISA). Outros testes como PCR (reacdo em cadeia da polimerase) e Western Blot
também podem servir de alternativa. Gestantes procedentes ou residentes em regido
endémica de DC devem fazer pelo menos dois testes soroldgicos anti T. cruzi na primeira
consulta pré-natal.

A indicacao de um diagnostico também pode ser realizado pelo teste rapido, que
e referéncia ao Point of Care Testing, que inclui uma gama de testes rapidos que podem
ser feitos em lugares de pronto atendimento e por profissionais sem necessidade de
especializagédo, uma vez que séo de facil operacéo (Iturra, 2023). O rapido diagndstico
coopera para um tratamento bem sucedido com os farmacos disponiveis no mercado

para a DC.

34 Tratamento

Os dois unicos farmacos disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas sao
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Benznidazol e Nifurtimox. O mecanismo de acéo dois ainda é pouco sabido, entretanto,

ambos séo pro-farmacos ativados por uma nitroredutase da mitocéndria do parasita.

Figura 2: Estrutura quimica dos farmacos Nifurtimox e Benznidazol. (Davanco,

2015).
— . T
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O Benznidazol (PM = 260.25 g/mol) € um derivado de nitroimidazol, considerado
primeira linha uma vez que tem melhor tolerancia (Meymandi, 2018). Em uma revisao
sistematica atualizada com meta-analise tratanto do uso de BZN para o tratamento da
doenca de Chagas em sua froma cronica publicada em 2022, os autores Crespillo-
Andujar, et al discutem que ha beneficio no tratamento da DC com BZN com uma
seguranca moderada quando o foco é a soroconversdo em criangas, entretanto, em
adultos, os estudos nédo indicaram eficacia quando o foco é em pacientes com
cardiomiopatia (moderada seguranca), uma das consequéncias da infec¢cao crbénica da
doenca. Por outro lado, a meta-andlise indicou uma qualidade de evidéncia fraca quando
o uso de BZN é focado em pacientes sem envolvimento viceral da doenca,
demonstrando apenas um efeito positivo marginal no melhor caso estudado.

O Nifurtimox (PM = 287.29 g/mol) € um composto nitrofurano, que além de ser
contraindicacao para mulheres gravidas como o BZN, ele é contraindicado também para
pacientes com disturbios neurolégicos ou psiquiatricos (OMS, 2023). Entre poucos
estudos divulgados sobre a eficacia do farmaco Nifurtimox, um estudo de coorte
retrospectivo de longo prazo em criancas e adultos, realizado em 2022, traz uma
discussao ampla sobre este assunto. Os autores N. Falk, et al concluem que ha uma
depuracdo antiparasitaria relevante induzida pelo NF tanto em criangcas quanto em
adultos, fortalecendo o fato de que ha cura para pacientes que iniciam o tratamento logo
apos a infeccéo.

Estes farmacos sé&o mais eficazes no inicio da doenca (fase aguda inicial), e em
periodos diferentes deste, ambos tém eficacia diminuida. E comum a interrupcéo do uso
destes medicamentos por conta prépria do paciente devido a vasta lista de efeitos
adversos como: anorexia, nauseas, cefaleia, depressdo do sistema nervoso central,

parestesia (formigamentos nas maos, pés, pernas, bracos e outos membros) e até
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mesmo convulsdes. Além disso, algumas cepas do protozodario podem ser resistentes a

estes farmacos (Garcia-Huertas, 2021). Em frente a isto, o diagnostico precoce,
tratamento nas fases iniciais da doenca, sdo cruciais para maximizar o beneficio dos
farmacos atualmente disponiveis (Crespillo-Anduajar, et al. 2022). H& cura caso o

tratamento seja iniciado logo apods a infeccdo (OMS, 2023).

3.5 Reposicionamento de farmacos

Devido ao cenario atual, apesar dos efeitos positivos comprovados da
farmacoterapia atual direcionada a doenca de Chagas em circunstancias especificas do
paciente, diversas alternativas tém sido estudadas para o tratamento e possivel cura da
DC. Entre elas, o reposicionamento de farmacos, que consiste em uma nova indicacdo
de uso de farmacos j4 conhecidos, estudados e disponiveis no mercado para o
tratamento de uma determinada doenca baseado em seus efeitos
farmacoldgicos/bioldgicos, ou em seus efeitos adversos (Jourdan, 2020). Espera-se com
esta e outras estratégias encontrar um novo farmaco que atue como tripanocida, assim
como BZN e NF, ou uma possivel combinacgéo sinérgica que seja eficiente, diminuindo
o tempo de uso dos medicamentos, que atualmente € de cerca de oito semanas (DNDi,
2023), ou até mesmo substituir os medicamentos atuais por outros menos toxicos e mais
eficazes durante a fase cronica.

O reposicionamento de farmacos € uma maneira econdémica na busca de novos
farmacos uma vez que nao exige modificacdes na molécula para que ela possa ser
indicada para um novo uso. Em vez disso, podem ser modificadas a dose e via de
administracdo. E necessario um estudo de elucidagio e de possiveis alvos do farmaco
a ser reaproveitado para que ele seja escolhido de forma nao-aleatéria. Para isto,
abordagens in silico sdo a chave para o reposicionamento de farmacos (Jourdan, 2020),

também chamado de reaproveitamento de farmacos.

3.6  Estudos in silico e docking molecular

O estudo in silico trata-se de uma abordagem conhecida como “screening” virtual,
onde é feita uma triagem focada no alvo molecular sendo destacada como um grande
avanco da bioinformatica. Modelos computacionais predizem o reconhecimento de uma
molécula por um receptor a partir de um banco de dados de moléculas e proteinas. Esta
€ a base do desenvolvimento de software para triagens in silico (Lima, 2007).

Apesar de ser uma aplicacéo que acelera o processo de identificacao de ligantes,

0 estudo de Lima, 2007 traz que fatores entropicos e entalpicos ndo sao levados em



9
consideracao, como presenca de moléculas de agua, flexibilidade do ligante e sitio de

interacdo. Estes fatores podem afetar a afinidade prevista pelo docking molecular

(atracamento molecular).
3.7 Ensaio MTS

O ensaio MTS é um ensaio de viabilidade celular que utiliza de um corante de
tetrazolio, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazo6lio), que em contato com a mitocondria funcional do parasita, forma um
composto conhecido como Formazan. Também visto como ensaio MTT de um passo so,
0 MTS é realizado em conjunto com PMS, metanosulfato de fenazina, que funciona
como um acoplador de elétrons intermediério, transferindo elétrons do NADH no
citoplasma para reduzir o MTS em Formazan soluvel. O Formazan € um produto de
coloracdo roxa que indica viabilidade celular, portanto, quanto mais roxo o po¢o da

microplaca, mais vida parasitaria esta disponivel.

Figura 3: Esquema do composto MTS sendo reduzido a Formazan por

desidrogenase (Kuete, 2017)

= I..--"N‘lllr\,l 2 o ,JN%N’@/
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7/\ |
Formazan
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4 MATERIAIS E METODOS

Cultura de Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T.cruzi Dm28c foram mantidas em cultura a 28 °C em
meio LIT (Liver Infusion Tryptose) (Camargo, 1964) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), com repiques perioddicos. Para os experimentos foram utilizados parasitas

em fase exponencial de crescimento.
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Farmacos

Lansoprazol: Lansoprazole, LAN, 2-[[[3-Methyl-4-(2,2,2-trifluoroethoxy)-2-pyridinyl]
methyl] sulfinyl]-1H-benzimidazole. CAS: 103577-45-3.
Levamisol: Levamisole hydrochloride. CAS: 16595-80-5.

Ensaio de Combinacao

O ensaio de combinacéo foi realizado utilizando diferentes concentracées de ambos
farmacos, de acordo com Almeida e colaboradores (2021). A viabilidade celular dos
parasitos foi determinada por meio do ensaio de MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium bromide) (Henriques et. al,
2011). As proporcdes de farmacos utilizadas em cada ensaio foram: 0:4; 1:3; 1:1; 3:1 e
4:0, sendo Levamisol:Lansoprazol. Cada farmaco foi previamente diluido em meio de
cultivo (LIT) para obtencéo das concentracdes finais que serdo combinadas e utilizadas
no tratamento in vitro de formas epimastigotas de T. cruzi. Foi utilizada uma densidade
celular de 1x107 parasitos/mL para o periodo de incubacdo de 24 horas e 1x10°
parasitos/mL para o periodo de incubacdo de 72 horas, em fase de crescimento
exponencial, aplicada em placas de 96 pocos. As diferentes concentracdes da
combinacdo dos farmacos foram adicionadas e as culturas foram mantidas a 28 °C
durante 24h ou 72h. O controle negativo foi feito com os parasitos cultivados na auséncia
de farmacos. Todos os ensaios foram efetuados em triplicata com um poco extra

destinado ao branco da combinacéo.

Cada poco da microplaca contém 20uL dos farmacos em combinacédo mais 90uL
da cultura de parasitos. Exceto os pocos destinados ao controle, branco do controle e
branco da combinacdo, onde antes da aplicacdo do MTS, foi colocado 10uL de

paraformaldeido.
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Esquema 1: Preparacao dos parasitas em meio LIT e diluicdo inicial dos farmacos

— Criado em BioRender.com
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Esquema 3: Preparacao das proporcoes em eppendorf e aplicagdo na microplaca

— Criado em BioRender.com
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Esquema 4: Aplicacdo em microplaca — Criado em BioRender.com
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Determinacao do indice de combinacéo (IC)

O indice de combinacéo foi calculado pela razéo entre a concentracao de um farmaco
na combinacdo e em tratamento isolado. A partir dos valores obtidos de inibigdo foram
calculadas as concentracfes dos respectivos farmacos. Para tanto, cada valor de
inibicdo foi multiplicado pelo nimero de partes correspondente a um dos compostos, em
diferentes propor¢des, dividido pelo nimero total de partes da combinacdo. A média dos
valores de inibicdo seré realizada para cada combinacdo, com o intuito de fazer a
classificacdo segundo Chou (2006), em: 0,1-0,3 (forte sinergismo); 0,3-0,7 (sinergismo);

0,7-0,85 (sinergismo moderado); 0,9-1,1 (quase aditivo).

Forma de analises dos resultados

A placa de 96 pocos foi observada sob microscépio invertido apos os periodos de
incubacdo onde a observacao foi direcionada a motilidade dos parasitos e presenca de
contaminagao.

Apés o periodo de incubacdo, para o auxilio da compreensdo dos nosso
resultados, a microplaca foi observada sob microscépio invertido e notadas as seguinte
caracteristicas: motilidade parasitaria; presenca de rosetas; presenca de grumos de
parasitas mortos; presenca de contaminacéo bacteriana

O ensaio MTS foi feito apds a observacado no microscépio invertido, e apés 4 horas
de incubacdo do composto MTS, os valores de absorbancia foram lidos em
espectrofotometro, em leitora de Microplacas.

Os resultados foram tabulados em planilhas e a andlise estatistica realizada com
auxilio dos softwares Excel e Graph Pad Prism 5.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises in silico realizadas anteriormente em nosso laboratorio demostraram
gue uma enzima ATPase transportadora de potassio poderia ser alvo homoélogo do
farmaco lansoprazol no Trypanosoma cruzi (TcCLB.506649.20). Esta ATPase cataliza a
hidrolise do ATP em ADP, e é responsavel pela bomba de prétons através das
membranas que cria uma forca motriz, utilizada por transportadores secundarios para
transportar ions e metabolitos para dentro e fora da célula (Avila, 2018).

Um estudo de Van Der Heyden e Do Campo, 2002, comprova que uma bomba
de prétons desempenha um papel importante na regulacéo do potencial de membrana

nos diferentes estagios do Trypanosoma cruzi. No estudo conduzido por estes autores,
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foi comprovada a existéncia de uma bomba de sodio funcional sensivel a presenca de

oubaina, uma substéncia organica inibidora especifica da Na+ K+ ATPase, em
tripomastigotas baseando-se na despolarizagdo da membrana, entretanto, a oubaina
nao teve efeito nenhum sobre epimastigotas. Eles concluem enunciando que a presenca
de canais de potassio em amastigotas e uma bomba de s6dio em tripomastigotas em
adicdo com a H+-ATPase pode oferecer importantes novos alvos para o
desenvolvimento de farmacos tripanocidas. Portanto, desde estudos anteriormente
realizados no Laboratério de Imunologia, Biologia Molecular e Bioensaios da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, onde foi demonstrada a atividade
antiparasitaria sob formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi Dm28c do Lansoprazol,
este farmaco se tornou um promissor alvo de estudo de reposicionamento direcionado
a doenca de Chagas.

O farmaco anti-helmintico e imunomodulador Levamisol ja € amplamente utilizado
em estudos de potenciais novos farmacos para doencas parasitarias. As condi¢cdes da
modulacdo do sistema imune depende de algumas circunstancias, como regime
posolégico, tempo de tratamento e estado imune do paciente, podendo assim o
Levamisol ter resultados benéficos ou prejudiciais (Brunner & Muscoplat, 1980). Em
estudo recente, Simdes e colaboradores (2019) testaram a potencial atividade
antiparasitaria e imunomoduladora de Levamisol em modelo murinho de doenca de
Chagas. Foram testados protocolos do farmaco isoladamente e em associacdo com
Benznidazol. Os autores concluiram que a combinagéo dos dois farmacos foi capaz de
reduzir parcialmente a parasitemia e que o efeito modulador da resposta imune péde ser
atribuido a acdo do Levamisol (Simdes-Silva et al, 2019).

Este estudo conduz o ensaio de combinacao entre estes dois farmacos in vitro,
Lansoprazol e Levamisol. O protocolo seguido foi baseado nos seguintes passos:
preparacdo dos parasitos; diluicdo dos farmacos; preparacdo das combinacoes;
aplicacdo em microplaca; incubacédo; observacbes e posterior revelacdo com ensaio
MTS.

Diversos ensaios foram realizados, sendo o primeiro com um periodo de
incubacdo de 24 horas a 28°C, entretanto, pela auséncia total de atividade, os testes
posteriores foram todos realizados com um periodo de incubagdo de 72h a 28°C. A
visualizagcdo em microscopio invertido foi incluida para confirmar por observacéo o que
foi visto através das leituras de absorbancia do ensaio MTS em ensaios anteriores. Em
pocos onde havia maior concentracdo (200ug/mLe 100ug/mL) e a parte do farmaco
Levamisol era maior (como 3:1 e 4:0), havia mais grumos de parasitas mortos no fundo
do poco, menor motilidade e menor quantidade de rosetas. Essas observacdes

confirmaram o que foi posteriormente visto no ensaio MTS e no calculo de concentractes
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inibitérias.

Quando presente, a contaminacao bacteriana podia ser vista a olho nu através de
um precipitado no fundo dos pogos. O meio de cultura LIT utilizado nos ensaios nao
conta com antibacteriano, por isso, a contaminacao foi um problema em alguns testes
realizados. Entretanto, os ensaios contaminados foram descartados, ndo houve prejuizo

e pudemos obter resultados palpaveis com a repeticdo dos testes.

Figura 4: Esquema geral da microplaca apos ensaio MTS, onde as propor¢des
estdo indicadas, e as concentragcfes em pg/mL estdo indicadas em branco no topo

esquerdo da placa.

Os pocos controle e estdo indicados na placa pelas siglas CT e B,
respectivamente, escritas em diretamente na placa.

A olho nu, é possivel visualizar 3 propor¢cdes mais claras que as outras, sendo
elas: 1:1 na concentracdo de 200ug/mL; 3:1 na concentracdo de 200ug/mL; e 4.0 na
proporcdo de 200ug/mL. Estas trés porpor¢des foram repetidas nas concentracdes de
200ug/mL e 100ug/mL e a atividade observada foi confirmada.

Além do método MTS, a observacdo em microscopio invertido pode oferecer
outros indicativos de que havia atividade antiparasitaria presente. Entretanto, com o
calculo das concentragfes inibitorias podemos ter um resultado mais palpavel em
relagdo a capacidade antiparasitaria das combinagdes. Estas andlises estatisticas foram
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obtidas através das leituras de absorbancia dos pocos e submetidas ao software

GraphPad Prism 5.

Tabela 1: ICzs; ICso; IC7s5; € ICqo das trés combinacdes de atividade antiparasitaria
positiva

IC2s (ug/mL) ICs0(ng/mL) IC75(ug/mL) [Coo(png/mL)
1:1 142,8 169,2 200,6 237,9
3:1 96,05 119,0 147,6 182,9
4:0 96,43 123,3 157,6 201,6

A tabela acima traz os valores de concentracéo inibitdria relevantes para o estudo
das combinacdes. Destaca-se a combinacdo 3:1 onde obtivemos 0os menores valores de
concentragdes inibitérias e nenhuma delas ultapassa de 200 pg/mL.

Para que a classificacdo de sinergismo fosse calculada, era necesséaria a
obtencdo dos dados de ICso da combinacédo 0:4, sendo este o teste com o farmaco
Lansoprazol isolado. Entretanto, os valores de viabilidade celular foram muito proximos
e o célculo da ICso ndo foi possivel. Valores de viabilidade préximos maiores que 100%
exprimem a auséncia de atividade antiparasitaria.

No geral, nossos dados indicam uma atividade relevante oferecida pelo
Levamisol, uma vez que as melhores concentragcfes, indicadas pelo conjunto das
concentracfes inibitérias calculadas, tém parte igual ou maior do farmaco
imunomodulador.

Este é um resultado parcial uma vez que necessita de comparacdo com o farmaco
ja utilizado para o tratamento da doenca, e outros estudos que o complementem, como
ensaios que verifiqguem se este efeito promissor do Levamisol refere-se ao efeito do

farmaco ou as alteracdes de osmolaridade da solucao utilizada na reacgéao.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se portanto que entre todas as proporcdes em 72h de incubacao, os
resultados sao relevantes onde a ICso da proporcdo 3:1 (Levamisol:Lansoprazol) se
mostrou melhor em relacé@o as outras. Entretanto, outros ensaios ainda sdo necessarios

para verificar se este efeito promissor € de fato correspondente ao farmaco Levamisol.
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