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100+5 ANOS APOS A DESCOBERTA:

TERAPIA E CICLOS DE TRANSMISSAO DA DOENGA DE CHAGAS — AVANGOS E DESAFIOS
ORGANIZADORES: ANA MARIA JANSEN, SOLANGE DE CASTRO E JOSELI LANNES

10 de abril de 2013

Manha
08:00 — 08:55h — Crachas

09:00h-09:30h Abertura
O Ciclo Carlos Chagas de Palestras - Il

Presidéncia da Fiocruz, Diretoria do IOC e Organizadores

09:30h-10:15h
Palestrante: Dra. Maria de Nazaré Soeiro — IOC/Fiocruz/RJ
Terapia para a doenca de Chagas: histéria e estado da arte

10:15h-10:30h Coffee Break

10:30h-11:10h
Palestrante: Dra. Maria Terezinha Bahia — UFOP/MG
Modelos experimentais e testes para terapia etiol6gica da doenca de Chagas

11:10h-11:45h

Palestrantes: Dra. Glaucia Santina e Dra. Mariana Abi-Saab — DNDi
Novas oportunidades de tratamento para as pessoas que vivem com Chagas

11:45h-12:15h

Palestrante: Dra. Lucia Brum — MSF
MSF 15 anos de acdo em doenca de Chagas — Acesso a diagndéstico e terapia na
atencdo primaria de saude

Intervalo de Almogo - 12:15h-14:00h
Tarde

14:00h-14:40h
Palestrante: Dr.— André Roque — IOC/Fiocruz/RJ
Conceitos de reservatorio, reservatérios e hospedeiros de T. cruzi

14:40h-15:10h
Palestrante: Dra. Samanta Xavier — |IOC/Fiocruz
A cartografia e a l6gica fuzzy como ferramentas de estudo da epidemiologia da
Doenca de Chagas Aguda

15:10h-15:30h Coffee Break

15:30h-16:30h
Palestrante: Dr. Fernando Abad — CPqL&MD/Fiocruz
Ecologia de triatomineos

16:30h-18:00h Sessao de Posteres
17:30h-18:30h Popcorn & Talent Section
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11 de abril de 2013

Manha — Centro de Estudos Especial
09:00h-10:00h
Apresentacdo dos 3 trabalhos selecionados
(jovens pesquisadores/estudantes)

10:00h-11:00h
Palestrante: Dr. Anténio Carlos Campos de Carvalho — UFRJ/INC/DECIT-MS
Terapia celular na doenca de Chagas crénica — dos modelos animais aos ensaios
clinicos

11:00h-12:00h
Palestrante: Dra. Carezza Botto — Facultad de Ciencias, Universidad de Chile
Ecologia da transmissédo do Trypanosoma cruzi

12:00h-12:30h Entrega do Prémio aos melhores trabalhos
Encerramento
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Resumo 061B
Tema — Aspectos Clinicos
Quantificacdo da carga parasitaria em soro de pacientes portadores da doenca
de Chagas cronica com diferentes manifestacdes clinicas.

Myllena F A D Meloz; Otacilio Moreiras; Virginia M B de Lorenaz; Maria G Cavalcantis;
Fabio L Meloz; Izaura Lorena-Rezendez; Yara G de Mirandaz; Constanca Brittos.
1 - Instituto Oswaldo Cruz - IOC / Fiocruz RJ; 2 — Centro de Pesquisas Aggeu
Magalh&des- CPgAM / Fiocruz PE; 3 — Hospital Universitario Oswaldo Cruz de
Pernambuco — HUOC/PE

Os resultados inconclusivos do diagndstico sorologico da doenga de Chagas (DC)
geram um impacto em bancos de sangue em todo o mundo, com alto nimero de
bolsas descartadas e com aumento na transmissdo transfusional. Técnicas
moleculares, como a PCR em Tempo Real quantitativa (qPCR), vem sendo utilizadas
para auxiliar no diagnostico da DC e no monitoramento da carga parasitaria, a partir de
amostras de sangue periférico. Uma grande perspectiva para o diagnéstico molecular
da DC é a possibilidade de deteccdo do DNA de T. cruzi em amostras de soro, 0 que
permitiria aproveitar a mesma amostra utilizada na triagem soroldgica. Para avaliar a
eficdcia da técnica de gPCR em detectar e quantificar o DNA de T. cruzi a partir de
amostras de soro, foram coletadas amostras de sangue e soro de 40 pacientes com
DC crobnica, que apresentavam as formas cardiaca (FC =23), digestiva (FD =4), mista
(FM = 7) e indeterminada (FI = 6) da doencga, recrutados no Ambulatério do HUOC de
Pernambuco. Como controle, foram utilizadas amostras clinicas de 20 individuos
soronegativos de areas ndo endémicas. As amostras foram extraidas utilizando
QIAamp DNA mini kit (QIAGEN) e a gPCR foi realizada utilizando o sistema TagMan
em multiplex, com alvos direcionados para o DNA nuclear satélite do T. cruzi e DNA
humano (RNAse P), segundo Moreira e cols., 2013. Para avaliar a migracdo do DNA
para o soro durante o processo de coagulacao, realizamos ensaios de PCR em Tempo
Real utilizando um controle exégeno comercial (EXO IPC, Applied Biosystems), DNA
nuclear satélite de T. cruzi e RNAse P humana, a partir de amostras de sangue
reconstituido. Observamos que, mesmo havendo um aumento nos valores de Ct, foi
possivel detectar todos os alvos no soro. Ao avaliar os pacientes com diferentes
formas clinicas, observamos que nédo houve diferenca significativa de carga parasitaria
entre 0s grupos, tanto em sangue quanto soro (p>0,05). Além disso, os valores
medianos de carga parasitaria total dos pacientes foram de 1,125 e 1,230 equivalentes
de parasito/mL para soro e sangue, respectivamente. Utilizando a sorologia como
padrdo ouro, observamos uma sensibilidade para deteccdo de T. cruzi de 95% para
amostras de soro e 97,5% para sangue, e especificidade de 100% para ambas. Em
conjunto, nossos dados confirmam o potencial das amostras de soro para o
diagndstico molecular e quantificacdo da carga parasitaria por qPCR, sugerindo sua
aplicacdo em laboratérios de referéncia para o diagndstico sorolégico da DC.



Resumo 132
Tema — Aspectos Clinicos

Estudo do polimorfismo do gene TGF-B1 e correlacdo com os estagios da forma
cardiaca da doenca de Chagas

Roberto Rodrigues Ferreiral, Renata Almeida de S&*, Aline dos Santos Moreira', Tania
de Araljo-Jorge?, Jean Jacques Feige?, Sabine Bailly}, Wim Degrave?!, Roberto
Magalhdes Saraiva*, Mariana Caldas Waghabit

!Laboratério de Genémica Funcional e Bioinformatica, 2Laboratério de Inovagdes em
Terapias, Ensino e Bioprodutos - Instituto Oswaldo Cruz, Fundacéo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), Rio de Janeiro RJ, Brazil. AINSERM (Institut National de la Santé et de la

Recherche Médicale), U878, 17 rue des Martyrs, 38054 Grenoble, France.*Instituto de

Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fundagédo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro

RJ, Braazil.

Estudos desenvolvidos pelo grupo nos dltimos anos demonstram o envolvimento do
TGF-B na cardiopatia chagasica, com exacerbacdo dos seus niveis plasmaticos e da
ativagcdo da sua via de sinalizagdo celular como aspectos desenvolvidos por pacientes
nos estagios mais avancados da doencga, associado também a niveis elevados de
fibrose. Pacientes que apresentavam altos niveis TGF- circulantes, apos 10 anos de
acompanhamento, evoluiram com pior prognoéstico da doenca. Recentemente, o
polimorfismo no cédon 10 do gene que codifica o TGF-B1 foi descrito por influenciar na
producdo desta citocina. Também foi observado que, em popula¢gbes da Colémbia e
do Peru, o mesmo polimorfismo pode estar envolvido na susceptibilidade a infeccédo
pelo T. cruzi. O presente trabalho se baseia em avaliar o polimorfismo dos alelos do
gene do TGF-B1 nos pacientes nas fases cronicas da doengca de Chagas:
indeterminada e os diversos estagios da forma cardiaca correlacionando a expressao
dos diferentes alelos do TGF-1, os niveis séricos desta citocina e a manifestacao
clinica da doengca de Chagas. Para isso, 180 individuos controle e pacientes das
diferentes formas da fase crénica da doenca de Chagas foram convidados a participar
do trabalho. Foram realizadas andlises de cinco polimorfismos de base Unica por PCR
e sequenciamento dos fragmentos do gene de TGF-B1 que sao descritos por
influenciar na producédo desta citocina. Além disso, 0s niveis séricos desta molécula
foram dosados por ELISA. Até o momento, 176 pacientes consentiram em participar
do projeto, 170 amostras foram sequenciadas para as cinco regides de interesse, 80
soros ja foram dosados para TGF-B, e todas estdo sendo analisadas. Trés regides do
gene de TGF-f foram estudadas por sequenciamento: na regido promotora, dois
polimorfismos foram analisados e foi observada na regido -800G>A a alteracdo em
cerca de 10% dos pacientes e para a posicdo -509T>C 90%; no exon 1, dois
polimorfismos também foram avaliados e apenas um (+10C>T) apresentou-se em
cerca de 60% dos pacientes; e na regido do exon 5 nédo foi observado polimorfismo
nas amostras analisadas. Dosagens de TGF-f circulantes demonstraram que cerca de
70% dos pacientes, analisados até o momento, apresentam niveis mais elevados
desta citocina. Desta forma, pretendemos identificar se ha padr6es genotipicos mais
frequentes em pacientes em estagios mais avangados do acometimento cardiaco.
Para assim, caracterizar o TGF-B como um marcador de susceptibilidade ao
desenvolvimento da doenca de Chagas.



Resumo 018

Tema - Biologia Celular

Biomarcadores de infeccdo aguda e crénica pelo Trypanosoma cruzi:
glicofenétipos em populagdes de linfécitos T CD8+

Leonardo Alexandre de Souza Ruivo?, Lucia Mendoncga Previato?, José Osvaldo
Previato?, Joseli Lannes Vieiratl

Laboratério de Biologia das Intera¢des — Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz!
Laboratério de Glicobiogia — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho - UFRJ?

As células dos organismos vivos sdo cobertas por uma densa camada de carboidratos
pela qual interagem com o ambiente externo. A glicosilacao de proteinas tem inimeras
implicagdes desde funcdes fisiolégicas como o trafego intracelular até efeitos
patolégicos como invasdo de tumores e metastases. O acido sidlico (Neu5Ac) € um
acucar terminal presente em células de diversos tecidos. Moléculas oligossacaridicas
contendo Neu5Ac sdo biologicamente significativas, pois este estd envolvido em
mecanismos moleculares de reconhecimento celular, interacdo parasito-hospedeiro,
trafego de linfécitos e de modulacdo do sistema imune. O T. cruzi expressa em sua
superficie e libera no plasma do hospedeiro, uma enzima unicamente encontrada no
género Trypanosoma, a trans-sialidase (TS). A TS é uma enzima que catalisa
preferencialmente a transferéncia de Neu5Ac para unidades terminais de Galp-B-
ligadas. A atividade da TS consiste em transferir moléculas terminais de Neu5Ac para
glicoproteinas do tipo mucinas presentes na superficie do parasito ou,
alternativamente, sialilar glicoproteinas presentes na superficie de células do
hospedeiro mamifero. A modificacdo na sialilagdo de glicoproteinas pode modular a
invasdo de células do hospedeiro e/ou resposta das células do sistema imune.
Recentemente, foi demonstrado que na infec¢do pelo T. cruzi as populacdes de
células T CD8" expressam perfis segregados, citotoxico, células expressando
perforina (Pfn®), e inflamatdrio, células que expressam interferon gama (IFNy*). Estas
subpopulagfes de células T CD8" estdo diferencialmente compartimentalizadas, se
acumulando as Pfn* preferencialmente em infiltrados cardiacos e as IFNy*
majoritariamente em tecidos periféricos (sangue e bago). Neste projeto nos propomos
a identificar alteragcdes no perfil de N-glicanas de linfécitos T CD8* nas fases aguda e
crénica na infecgdo pelo T. cruzi. Assim, a comparacédo no perfil do dominio das N-
glicanas na superficie de células T CD8" funcionalmente segregadas de camundongos
infectados com diferentes cepas de T. cruzi, das fases aguda e crbnica, podera
resultar no aprimoramento de métodos de diagndstico, soroldégico e bioquimico, a
identificacdo de biomarcadores para as fases da doenca, assim como podera levar ao
melhor entendimento da patogenia da doenca de Chagas. Para este fim, utilizaremos
camundongos C57BL/6 competentes e deficientes na enzima sialil transferase.
Tecidos serdo coletados em diversos momentos da infeccdo. Perfil de glicofenétipo de
linfécitos T CD8* sera analisado em populacdes do baco (por citometria de fluxo) e
tecido cardiaco (imunoistoquimica). Nossos dados iniciais indicam aumento da
frequéncia de células com ligantes da lectina PNA em linfécitos T CD8* de animais em
fase aguda da infeccdo, quando comparados a animais controles n&o infectados.



Resumo 019
Tema - Biologia Celular

CARACTERIZACAO FENOTIPICA FUNCIONAL DE MACROFAGOS NA INFECCAO
EXPERIMENTAL MURINA PELO TRYPANOSOMA CRUZI: relagdo com a
formacéao da cardiomiopatia chagasica crénica.

Ellen D. M. Sarmento?, Joseli Lannes-Vieira 2, Isabela R. Pereiraz (Lab. de Biologia das
Intera¢des/IOC/RJ. Fiocruz, RJ)

Na infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, o controle do parasito e a formacdo da
cardiomiopatia cronica estdo relacionados a migragdo de leucdcitos para o coragao.
Células T CD8+, CD4+ e macrofagos sdo os principais componentes inflamatérios da
miocardite chagasica. Macréfagos sao caracterizados como M1 (inflamatoérios) e M2
(reparadores). Estudamos o papel de macréfagos na patogénese da cardiomiopatia
chagasica experimental, através de imunocitoquimica de macréfagos,
imunohistoquimica de tecido cardiaco, citometria de fluxo (baco). Resultados parciais
mostram que, (1) a infeccdo de macrofagos in vitro resultou em aumento do namero
de células que expressédo arginase (ARG), ARGI high e ARGII high, porém também
aumentou a producao de oxido nitrico (NO) por essas células. A analise fenotipica por
citometria de fluxo de macrofagos de bago de animais com 150 dias de infeccdo
mostrou aumento da frequéncia de células F4/80+ (particularmente F4/80high), Ly6C+
e F4/80+Ly6C+. Em relagcdo ao perfil de migragdo desses macréfagos, observou-se
aumento da frequéncia de células F4/80high CCR5+LFA1+. Com relacdo a expressao
de fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-10 (IL-10), a infecg&o crénica pelo T.
cruzi reduziu a frequéncia de células IL-10+ em F4/80+ e Ly6c+, mas aumentou a
frequéncia de células TNF+ entre F4/80+, e TNF+IL-10+ em células Ly6C. Resultados
preliminares mostraram que em camundongos tratados com pentoxifilina, um inibidor
de NFkB, houve aumento da expressédo de IL-10 em células F4/80+ do baco. Ja no
tecido cardiaco, a IHQ revelou (1) maior numero de células iINOS+, ARGI+ e ARGII+
na fase aguda em comparagcdo a fase crénica da infec¢édo; (2) niumero de células
INOS+ compativel com o niumero de células F4/80+; e (3) numero de células ARG (I e
II) superior ao nimero de células F4/80+, sugerindo que outras células além dos
macrofagos devem expressar ARGI e |l neste tecido, possivelmente cardiomidcitos e
fibroblastos. O predominio da expressdo de ARG, em relagdo a iINOS no tecido
cardiaco, pode favorecer a persisténcia do parasito e fibrose. Enquanto o aumento de
de expressao de CCR5 e LFA-1 em macréfagos no baco, aliado a alta expressao de
TNF indica maior capacidade de migracdo dessa subpopulacédo, o que pode contribuir
para os danos cardiacos na fase cronica da infeccdo. A expressdo de IL-10 ou TNF
em diferentes populacGes abre a possibilidade de terapias que favorecam populacao
com perfil regulador durante a infeccéo.

Suporte: PIBIC/CNPg-Fiocruz, BP/CNPqg, CNE/FAPERJ, INCTV/CNPQ.



Resumo 040
Tema - Biologia Celular

Rearranjo de VE- caderina cardiaca e quebra da integridade juncional vascular
durante a infeccdo aguda pelo Trypanosoma cruzi

NISIMURA, L.M.1; DE SOUZA, E.M.2; PEREIRA, M, C.3; MESQUITA, L.3; SOARES,
R. 3; TIBIRICA, E.1; GARZONI, L.R.1

1 Laboratério de Investigacéo Cardiovascular / IOC- RJ
2 Laboratdrio de Biologia Celular / 10C- RJ
3 Laboratoério de Ultraestrutura Celular / IOC- RJ

Caderina- endotelial vascular (VE- caderina) é uma proteina especifica de adesdo
célula-célula do complexo juncional aderente endotelial. Uma vez que, VE- caderina é
necessaria para integridade da barreira endotelial e para a angiogénese, a sua
disponibilidade e fungéo é rigorosamente controlada. A vasculopatia e a inflamagéo
gue ocorrem durante a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi) resultardo em
remodelamento e disfungéo cardiaca. Estudos anteriores, incluindo do nosso grupo,
demonstraram que a infeccdo pelo T. cruzi altera juncbes aderentes e juncdes
comunicantes in vitro e in vivo em cardiomiocitos. Neste trabalho, avaliamos VE-
caderina durante a infeccdo aguda pela cepa Y de T. cruzi no coragdo de
camundongos Swiss Webster. Immunoblotting revelou redugéo da expressédo de VE-
caderina 8 dias ap0s infecgéo (dpi), que retornou aos niveis de controle apés 15 e 22
dpi. A expressdo de ¢ - Src foi reduzida 8 dpi e aumentada 15 e 22 dpi, quando
comparada com o0 grupo controle. Analises por imunofluorescéncia mostraram
alteracbes no padrdo de distribuicAo de VE- caderina cardiaca nos vasos dos
camundongos infectados. Além de que, a analise por microscopia eletrbnica de
transmissdo mostraram alteragfes na integridade juncional das células endoteliais
cardiacas durante a infeccao pelo T. cruzi. De modo que estes dados sugerem que as
alteracbes na expressdo de VE- caderina, ¢ - Src e na ultra-estrutura das jungdes
entre as células endoteliais, durante a fase inicial da infecgdo, pode contribuir para a
patogénese de cardiomiopatia de Chagas.

Agéncias Financiadoras: |IOC, POM Fiocruz, FAPERJ, CNPq



Resumo 049
Tema - Biologia Celular

EFEITOS DO FATOR DE NECROSE TUMORAL NA INFECCAO DE ASTROCITOS
MURINOS PELO TRYPANOSOMA CRUZ|

Silva RR,! Silva AA,12 Moreira OC,2 Lannes-Vieira J,1

!Laboratério de Biologia das Interacdes/IOC/RJ;
2Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina/UFF/RJ;
3Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas/OC/RJ.
rafaelrs@ioc.fiocruz.br

O comprometimento do sistema nervoso central (SNC) na doenga de Chagas (DC) foi
estabelecido por Carlos Chagas, a partir de estudos histopatolégicos em fase aguda
da doenca. Como a maioria das alteragbes neurolégicas desaparece
espontaneamente ainda na fase aguda, foi, por muito tempo, consenso a nao
existéncia da forma nervosa crénica ha DC. Contudo, a existéncia de quadros de
alteracbes comportamentais e a reativacdo da infeccdo, de modo preferencial no SNC,
em individuos cronicamente infectados pelo T.cruzi e imunocomprometidos
(neoplasias, co-infecgéo pelo HIV, tratamento com imunossupressores, submetidos a
transplantes de 6rgdos ou desnutridos) levam a proposta de existéncia de forma
nervosa crbnica da DC. Ainda nao estdo esclarecidos (i) 0s mecanismos que
favorecem a persisténcia do T.cruzi no tecido nervoso e (i) 0os mecanismos
patogénicos das lesdes encefalicas agudas, que ndo evoluem para inflamagé&o crénica
no SNC, apesar de frequente evolugdo para a miocardite cronica. Neste trabalho,
investigamos os efeitos do fator de necrose tumoral (TNF) na infeccdo de astrdcitos
(principais células gliais do SNC) pelo T. cruzi, com analise das taxas de infeccdo e da
producdo de mediadores inflamatérios. Foram utilizados cultivos primarios de
astrécitos (acima de 95% de enriquecimento) de animais C57BL/6, tratados ou ndo
com TNF antes e/ou apos a infecgdo com tripomastigotas da cepa Colombiana do T.
cruzi. Confirmamos que astrocitos sdo susceptiveis a infecgéo pelo T. cruzi. As taxas
de infeccao sofreram influéncia do tempo de interagéo parasito-célula hospedeira e da
multiplicidade da infeccdo (MOI), sendo aumentadas pelo pré-tratamento dos
astrécitos com TNF, de maneira dependente de concentracdo. Observamos aumento
na expressdo dos mRNAs de TNF e de seus receptores (TNFR1 e TNFR2) em cultivos
de astrdcitos infectados pelo T. cruzi, o que foi ainda maior quando a infeccao ocorreu
na presenca de TNF. De modo interessante, pentoxifilina, inibidor de expressédo de
receptores de TNFR1, reduziu significativamente (P<0.05) o numero de
amastigotas/célula e a porcentagem de células infectadas em cultivos pré-tratados
com TNF. Por fim, detectamos niveis elevados de TNF e IL-6 em sobrenadantes de
astrocitos infectados pelo T. cruzi, que foram ainda maiores na infecgdo em presenca
de TNF. Nossos dados sugerem ser o TNF um possivel facilitador da entrada do T.
cruzi em astrécitos, os quais respondem expressando TNF e seus receptores. Essa
resposta possivelmente contribui para manter um ambiente inflamatério no SNC e
facilita a persisténcia do T. cruzi nessa area, albergado em astrocitos.

Suporte Financeiro: CAPES, CNPq.



Resumo 081
Tema - Biologia Celular
A resposta imune adaptativa em modelo de infeccdo subcutanea pelo
Trypanosoma cruzi € modulada por vias inatas interdependentes que envolvem

a sinalizacdo de Cbha e bradicinina

* kk

Veronica Schmitz"™, Larissa Nogueira Almeida™, Erik Svensjo™, Ana Carolina
Monteiro™, Jorg Koh!'# & Julio Scharfstein™

“Laboratério de Biologia das Interacdes, IOC, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil.

“Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil.

'Division of Cellular and Molecular Immunology, Cincinnati Children’s Hospital Medical
Center and University of Cincinnati College of Medicine, Cincinnati, OH, USA *Institute
for Systemic Inflammation Research, University of Libeck, Libeck, Germany.

A premissa de que células dendriticas imaturas pudessem ser sensibilizadas através
da ativacdo de receptores B, (B2R) ap0s a liberagcdo de cininas foi demonstrada em
modelo murino subcutaneo experimental de Doenca de Chagas. Analises in vivo e in
vitro da resposta inflamatéria desencadeada por tripomastigotas de cultura de tecidos
(TCT) demonstrou que receptores do tipo toll 2e neutréfilos dirigem o efluxo de
proteinas plasmaéticas, incluindo os cininogénios, para tecidos periféricos permitindo
que a cruzipaina, a cisteino protease majoritaria de T. cruzi, mediasse a liberacdo de
cininas. Atuando como sinais de perigo, as cininas ativam células dendriticas via B2R e
induzem uma resposta adaptativa do tipo 1. Considerando que a entrada de plasma no
tecido é fundamental para a resposta inflamatéria, nos perguntamos se a proteina C5
do complemento poderia sofrer acdo da cruzipaina, liberando C5a e em seguida
levando a ativacdo de receptores de C5a (C5aR) nos tecidos. Através de microscopia
intravital na bolsa da bochecha do hamster demonstramos que TCT induziram o
extravasamento de plasma e que essa resposta foi bloqgueada com o0 uso do
antagonista seletivo de C5aR (C5aRA). A andlise por Elisa do sobrenadante de TCT
incubados com C5 demonstrou que a liberagdo de C5a ocorre a partir da atividade da
cruzipaina. Ensaios de invasao in vitro demonstraram que o blogueio de C5aR reduz
significativamente a entrada de TCT em macréfagos residentes peritoneais e em
linhagens de células endoteliais. Estudos em camundongos infectados com TCT pela
rota subcutanea demonstram que C5aRA inibe a resposta edematogénica. As
respostas secundarias in vitro 30 dias apo6s a infeccdo com células do linfonodo na
presenca de antigeno de T. cruzi demonstrou que a producéo de IFN-y foi bloqueada
nos animais tratados com C5aRA e que a producdo de IL-4 foi aumentada. Em
conjunto, esses achados sugerem que a ativacdo de C5a/C5aR interferem na resposta
do tipo 1 induzida por TCT Dm28c. Em sintese, foram demonstradas evidéncias de
gue Cb5aR regula a imunidade inata e adaptativa da infecgéo pelo T. cruzi.
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Efeito da infeccéo pelo Trypanosoma cruzi sobre fibroblastos cardiacos in vitro
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A cardiomiopatia, principal manifestacdo da doenca de Chagas, é caracterizada por
parasitismo, inflamacéo e fibrose progressiva. Neste projeto nosso objetivo é investigar
0s mecanismos envolvidos na geragéo de fibrose cardiaca induzida pelo Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), agente etioldgico da doenga. Para tal, estudamos o efeito da infeccao
pelo parasito sobre fibroblastos cardiacos. Utilizamos parasitas de massa
(provenientes de sangue de camundongos infectados) ou de cultura de células Vero.
Analisamos, por microscopia de fluorescéncia (DAPI), a proliferagéo dos fibroblastos
cardiacos e avaliamos através de western blot (in vitro e in vivo) e imunofluorescéncia
a expressao de a-actina de musculo liso (a-SMA) e fibronectina (FBN). A analise de
proliferac&o indicou que apds 72 horas de infecgdo ndo houve diferenga no numero de
células por campo, quando comparamos culturas controles e infectadas, fazendo-nos
guestionar sobre o balanco entre proliferacdo morte celular (n=3). Observamos, por
western blot (n=4), uma regulacdo negativa da expressdo de a-SMA, durante a
cinética (6h-72h), sugerindo ativacdo nos tempos iniciais e possivel degradacdo do
citoesqueleto no percurso da infeccdo. No entanto, verificamos por imunofluorescéncia
(n=3) no tempo de 72hpi, um aumento no percentual de células fortemente marcadas
nas culturas infectadas e um padrédo heterogéneo na marcagéao. Nossos resultados de
imunofluorescéncia (n=3) para FBN, demonstraram que ndo h& variacdo na
gquantidade de células marcadas entre as culturas controle e infectada nos tempos
estudados (6h-72). Contudo, verificamos por western blot (n=4), um aumento na
expressao desta proteina no tempo de 48hpi, sugerindo, mais uma vez, ativacdo. No
modelo murino, verificamos por western blot (n=5), que a infec¢do pelo T. cruzi (cepa
Y) induziu aumento da expressao de fibronectina e a-SMA, principalmente no 15° e
22°dpi. Sendo mais acentuado no 15°dpi, tempo em que ocorre pico da inflamacéo e
do parasitismo cardiaco, nos levando a questionar se o fator regulador seria a
inflamacdo. Outros experimentos estdo sendo analisados para que possamos
confirmar os dados obtidos até 0 momento e nosso proximo objetivo sera investigar o
papel dainflamacéo (citocinas - IFNy, TNF e TGF-B) sobre a ativagao dos fibroblastos
cardiacos durante a infeccdo pelo T. cruzi. Esperamos que com o presente estudo
possamos ajudar a elucidar os mecanismos envolvidos na génese da fibrose
observada na cardiomiopatia chagésica.
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Proteinas de ligagdo a heparina (PLHs) desempenham importante papel no
reconhecimento e invasdo de patdgenos intracelulares. A ligacdo entre PLHs e
proteoglicanos de heparan sulfato (PGHS) na superficie de células de mamiferos
medeia invasao de formas tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi (clone
Dm28c) em cardiomidcitos. O mecanismo de invasao disparado pela interacdo PLHs-
PGHS, assim como a presen¢a de PLHs em T. cruzi de diferentes linhagens (TCl e
TCIl) ainda nao foi evidenciado. Neste estudo, avaliamos a expressdao de PLHs em
tripomastigotas derivados de cultivo celular e metaciclicos de T. cruzi cepa Y e SMM-
36 (isolado de Triatoma vitticeps da regido de Santa Maria Madalena, RJ). Para avaliar
a expressdo e localizacdo subcelular de PLHs em T. cruzi, tripomastigotas (4x10°)
foram incubados por 1h no gelo com 20ug/ml de heparina ou heparan sulfato (HS)
conjugados a biotina e processados para citometria de fluxo e fluorescéncia. As
analises por citometria de fluxo revelaram uma expresséo diferencial de PLHs entre as
formas tripomastigotas (derivados de cultivo celular e metaciclicos) nas diferentes
cepas do T. cruzi. Ainda, nossos resultados revelaram que as formas metaciclicas (Y e
SMM36) apresentaram cerca de 90% da populacdo positiva para gp82 e sugere
reatividade reduzida para heparina nestes parasitos. Ensaios de competicdo com
glicosaminoglicanos (GAGS) e aplicagédo de modelo celular deficiente em GAGs serao
aplicados para avaliar o papel de PLHs na invasdo das diferentes linhagens de T.
cruzi.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Glicosaminoglicanos; Reconhecimento Celular.

Apoio financeiro: Fiocruz; FAPERJ; CNPq; PAPES VI
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A doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Além de causar
cardiomiopatia, a infec¢do pelo T. cruzi também afeta o tecido muscular esquelético O
acumulo de matriz extracelular (MEC) esta envolvido com a patogenia da doenca de
Chagas, mas seus mecanismos de regulagdo durante a infeccdo ainda ndo estéo
elucidados. Assim, nos propomos a comparar a resposta de cardiomidcitos (CM),
fibroblastos cardiacos (FC) e mioblastos esqueléticos (L6E9) infectados pelo T. cruzi
frente ao estimulo de TGF-B, que € uma importante citocina fibrogénica envolvida no
desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica, analisando também os mecanismos de
sinalizagdo envolvidos neste processo. Culturas de CM, FC e L6E9 normais e
infectados pelo T.cruzi (cepa Y) foram tratadas por 48h com TGF-B (1, 5 e 10 ng/ml) e
a expressdo de fibronectina (FN) foi analisada por imunofluorescéncia indireta e
Western blot apds 72h de infecgdo. FC e L6E9 tratados a partir de 1ng/ml de TGF-
apresentam um aumento na expressdo de FN, em contraste com CM, em que so foi
observado aumento apos tratamento com 15ng/ml. Apds infec¢do pelo T.cruzi, foi
observada uma reducéo e desorganizacdo de FN em CM e L6E9 enquanto resultados
preliminares sugerem que FC apresentam perfil de FN similar ao controle. Nossos
resultados também revelam que esta resposta diferencial resulta de mecanismos
distintos de sinalizacdo intracelular de TGF-, uma vez que FC e L6E9 apresentam
maior disparo da via de SMADs que CM, enquanto vias independentes de SMADS
como p38 sdo menos estimuladas em FC. Assim, nossos dados abrem novas
perspectivas para identificacao de alvos terapéuticos contra a fibrose chagasica para
avaliar as alteragdes nas vias de sinalizagdo do TGF-§ e mecanismos que resultam na
reducdo de matriz em células infectadas, incluindo alterac6es do citoesqueleto e
modulacgéo de receptores.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; TGF-B; MEC; Vias de sinalizacéo.
Apoio financeiro: Fiocruz; FAPERJ;CAPES; PAPES VI
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Cruzipaina participa no processo de invasédo de T. cruzi através da ativacado de
TGF-beta latente das células hospedeiras
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Véarios estudos indicam que a atividade da principal cisteina peptidase de
Trypanosoma cruzi, a cruzipaina, contribui para a infectividade do parasito. Também
foi descrito que o processo de invasdo dos parasitos as células hospedeiras de
mamiferos é dependente da ativacao da via de sinalizacdo de TGF-B. Neste trabalho
testamos a hipétese de que a cruzipaina pode ser um importante ativador de TGF-
latente e, assim, mediar os eventos cruciais disparados por TGF-B durante o
desenvolvimento da doenca de Chagas. Estudamos as formas epimastigotas de T.
cruzi e observamos que elas sdo capazes de ativar TGF-$ latente in vitro. Vimos
também que tanto lisados de epimastigotas como a cruzipaina purificada sdo capazes
de ativar TGF-( latente in vitro e que esta ativacdo, em ambos 0s casos, pode ser
inibida com o uso do inibidor de cisteina peptidase Z-Phe-Ala-FMK, reforcando a ideia
de que epimastigotas de T. cruzi ativam TGF-B latente via cisteina peptidases. Além
disso, observamos que parasitos transfectados que superexpressam chagasina — um
potente inibidor enddgeno da cruzipaina — apresentam reduzida capacidade de
ativacdo de TGF-3 latente, muito provavelmente por apresentarem a maior parte de
sua cruzipaina na forma precursora. Demonstramos ainda que a adicdo de cruzipaina
purificada as culturas de células Vero aumenta a capacidade invasiva de
tripomastigotas de T. cruzi e que este efeito pode ser inibido pela adicdo de um
anticorpo neutralizante anti-TGF-B. Reciprocamente, a adicdo de TGF-B latente
aumenta o numero de células infectadas e este efeito € inibido pela adicao de Z-Phe-
Ala-FMK as culturas. Em conjunto, estes dados mostram que as atividades de
cruzipaina e TGF-B no processo de invasédo celular estdo funcionalmente ligadas.
Nossos achados sugerem que o uso de compostos anti-cruzipaina podem ser
considerados para a terapia da doenca de Chagas, ndo somente pela sua atividade
tripanossomicida, mas também pelo seu efeito inibitério sobre a ativagdo de TGF-p.
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Desde a descoberta da doenca de Chagas, sabe-se que o0 Trypanosoma cruzi causa
danos no tecido cardiaco, digestivo e no sistema nervoso central (SNC). Entretanto,
pouco se sabe a respeito das lesfes histolégicas no SNC e da sua génese. Tem sido
dada atencdo ao estudo das alteragbes ocorridas no coragdo, principal 6rgdo
acometido, contudo o comprometimento do SNC durante a fase aguda foi bem
documentado, principalmente em modelo felino e canino. O parasito pode ser
observado dentro de células endotoliais e gliais, como os astrdcitos e microglias, e em
alguns casos em neurénios. Os infiltrados inflamatorios apresentaram-se multifocais
(em meninges, leptomeninges e espagos perivasculares) de intensidade e distribui¢cdo
variadas. O comprometimento do SNC durante a infecgdo chagasica é frequente em
individuos abaixo de dois anos de idade e em individuos imunocomprometidos, como
os submetidos a transplantes, pacientes com neoplasias ou que desenvolvem a AIDS.
E possivel observar sintomas como alteracées cognitivas, motoras e psiquicas apds a
fase aguda da doenca. Portanto o presente trabalho tem como objetivo estabelecer
modelos que reproduzam aspectos de ansiedade na infec¢do experimental e avaliar o
papel do parasito no desenvolvimento desta alteracdo comportamental. Para tal
animais C57BL/6 s&o submetidos & infeccdo, com 100 formas tripomastigotas da cepa
Colombiana do T. cruzi, tratados com a droga tripanossomicida (Benznidazol; Bz),
avaliados junto aos seus respectivos grupos controles. A parasitemia € determinada e
utilizada como parédmetro para definicdo dos estagios da infecgdo experimental pelo
T. cruzi. Para avaliagdo do perfil de ansiedade os animais séo submetidos aos testes
comportamentais de labirinto em cruz elevado e teste de esconder esferas e
analisados em diferentes momentos da infeccdo aguda e cronica. Nossos dados
preliminares indicaram um perfil de ansiedade, através do teste do campo aberto, nos
camundongos C57BL/6 quando comparados aos animais néo infectados, seja na fase
aguda ou cronica da infecgéo.
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Uma vez que a atividade de controle dos triatomineos, vetores do Trypanosoma cruzi,
agente etiologico da doenca de Chagas, se mostra de dificil éxito, o maior
conhecimento da biologia desses vetores pode fornecer novos subsidios para o
desenvolvimento de ferramentas de controle mais eficientes e bem-sucedidas.
Estudos de campo com triatomineos vetores sao escassos e, quando realizados,
geralmente levam em consideracdo os insetos em sua fase adulta, negligenciando
assim as fases de ninfa. Além disso, grande parte dos estudos de campo tém utilizado
ferramentas bioguimicas ou moleculares para avaliar aspectos da ecologia destes
vetores, tais como movimentagdo entre os ambientes intradomiciliar, peridomiciliar e
silvestre. Através do método de marcacdo, soltura e recaptura (MSR), pretendemos
investigar a capacidade de dispersdo, movimentacdo entre os ambientes domiciliar e
silvestre, tamanho populacional e dindmica temporal de exploragdo do peridomicilio,
assim como a capacidade de recolonizacdo do mesmo por Triatoma sordida. Para tal,
0s insetos serdo marcados com poé fluorescente quando estiverem adultos e com
elementos-traco quando ainda estiverem como ninfas. Para T. sordida, observamos
que os elementos Cr, Cd e Cu apresentaram-se em concentracdes proximas de zero
neste inseto. Nosso objetivo serd liberar ninfas a distancias variadas do peridomicilio
(galinheiro), entre 5 e 100m, sendo que 0s insetos de cada ponto serdo marcados com
um elemento-trago distinto. As coletas dar-se-8o a cada 15 dias, aproximadamente. A
coleta dos insetos sera realizada através de busca ativa no peridomicilio e no
domicilio. Os insetos capturados serdo trazidos ao Rio de Janeiro e analisados para
presenca do elemento-traco por um espectrofotdbmetro de emissédo atdbmica. De posse
dessas informacbes vamos estimar a qual distancia barbeiros sdo capazes de re-
colonizar o peridomicilio ou invadir o domicilio. Em um segundo momento, propomos
realizar mdultiplas capturas de adultos e estimar aspectos como densidade
populacional, sobrevivéncia e recrutamento desse vetor na area de estudo. Os
barbeiros nativos de campo, ou seja, livres da marcacdo com elementos-traco, terao
sua estruturagéo genética e determinacdo de haplétipos pela anélise de microssatélite.
Posteriormente, iremos comparar a dispersdo medida de maneira direta (MSR) com
uma metodologia indireta (microssatélite). Investigando alguns aspectos da biologia e
ecologia de barbeiros do cerrado esperamos melhor compreender a epidemiologia da
doenca de Chagas nesse eco6tono.
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Evidéncias apontam para a ocorréncia de um processo de especiacdo hibrida
homoploidal no complexo T. brasiliensis, relacionado a T. juazeirensis e T. brasiliensis,
originando T. b. macromelasoma (Costa et al. 2009). No estado de Pernambuco, area
de ocorréncia de T. b. macromelasoma, treze fenétipos diferentes de T. brasiliensis
foram capturados em ecoétopos artificiais e naturais o que também reforca que esse
estado representa uma area de hibridacdo natural, estando geograficamente
localizado entre as areas de distribuicdo de T. juazeirensis e T. brasiliensis (Costa et
al. 2014), Estes fenotipos apresentaram baixissima porcentagem de infec¢@o natural
em comparagdo aos observados para outros membros do complexo T. brasiliensis
(Gumiel 2011). Porém, outros estudos (Herrera-Aguilar et al. 2009; Martinez-lbarra et
al. 2010) mostraram que hibridos naturais podem apresentar maior suscetibilidade a
infeccdo por T. cruzi do que as espécies parentais. Neste trabalho, testamos a
suscetibilidade de hibridos experimentais e das espécies parentais (T. juazeirensis e
T. brasiliensis) a infeccdo pelo agente etiolégico da doenca de Chagas Foram
separadas e sexadas trinta ninfas de 5° estadio de T. b. brasiliensis (Caico-RN) e T.
juazeirensis (Juazeiro-BA), formaram-se casais para a realizagdo dos cruzamentos
entre as espécies. Os hibridos F1 obtidos dos cruzamentos QT. brasiliensis x JT.
juazeirensis e a combinacédo inversa foram acompanhados até sua ecdise para ninfas
de 5° estagio. Estas foram mantidas em jejum até a realizagdo do repasto sanguineo
infectado com T. cruzi. Os dois grupos foram artificialmente alimentados com 10 ml
sangue de coelho citratado com 1,5 x 107 de parasito em forma epimastigota da cepa
(Tcl) isolada de T. brasiliensis provenientes de Caic6. O mesmo procedimento sera
realizado com T. b. brasiliensis, T. juazeirensis. O tubo digestdrio foi seccionado em
trés segmentos: estbmago, intestino e ampola retal. A contagem de T. cruzi foi
realizada em camara de Neubauer, nos 10° e 20° dias ap0s a alimentacao infectante
(Perlowagora-Szumlewicz & Moreira 1994; Mello et al. 1996; Carvalho-Moreira et al.
2003; Aratjo et al. 2008). Os hibridos de ambos os cruzamentos apresentaram
infeccdo durante os 20 dias apods alimentagdo infectiva, sendo encontradas
primordialmente as formas epimastigotas nas trés por¢cBes do tubo digestivo. Nos
hibridos de QT. b. brasiliensis x JT. juazeirensis observamos maior taxa de
epimastigotas (76,2-84,5%) no estomago, em comparacado as formas transitérias (9,0-
11,4%) e tripomastigotas metaciclicos (6,5-12,3%) assim como nos hibridos de 9T.
juazeirensis x 4T. brasiliensis com 77,2-87,9% de formas epimastigotas, 6,5-12,8%
formas transitorias e 5,7-10% tripomastigotas metaciclicos. Houve decréscimo de
34,9% de parasitemia do 10° para o 20° dias de infeccdo. A andlise dos resultados
para as espécies parentais esta em andamento.

Apoio: CAPES; FIOCRUZ.
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A regido 5 UTR dos genes de trans-sialidases (TS) de Trypanosoma cruzi apresenta
variagbes em sua composi¢cdo, as quais possibilitariam a caracterizacdo das cepas
nas diferentes linhagens ou DTUs — Discrete Typing Units (Tcl a TcVI). A principal
vantagem residiria na utilizagdo de apenas um unico marcador, e, por ser genes
multicopias, poderiam ser aplicados como alvo molecular em amostras de pacientes
com doenca de Chagas crbnica. Para identificar o polimorfismo nessas regides,
desenhamos iniciadores genéricos, os quais foram capazes de amplificar o segmento
da 5'UTR de trans-sialidase de 13 cepas (seis cepas Tcl, uma cepa representativa de
cada DTU Tcll, Tclll, TclV, TcV e trés cepas TcVI). Apdés a clonagem e
sequenciamento convencional, as 501 sequéncias apresentaram semelhanca acima
de 90% com 32 genes de TS depositadas no NCBI, localizados em 12 cromossomos e
distribuidos nos grupos Il, IV, V, VIl e VIl de TS. Apés o alinhamento das sequéncias,
agrupamos as cepas de acordo com a identidade entre elas através de aplicativos em
R. Trés ramos foram gerados: (1) com quatro cepas representativas de Tcl; (2) com
uma cepa cada de Tcl, Tcll, Tclll, TclV e as trés de TcVI e (3) com uma cepa Tcl e
outra TcV. Para alcancar melhores agrupamentos das DTUs utilizamos adicionalmente
0 sequenciamento pelo ION TORRENT, que nos forneceu um nimero bem maior de
sequéncias TS (5.145.163 leituras), as quais foram editadas e organizadas em grupos
similares intracepa. Através da andlise por k-means, numa razdo de distintos /
idénticos e pelo indice de Jaccard, foi possivel construir uma arvore de identidade
entre as cepas atraves do pacote Phylip. Nossos resultados preliminares
possibilitaram diferenciar as 13 cepas de T. cruzi, com a formagdo de nos
diferenciados na arvore equivalentes as seis DTUs. Os dados sugerem ser a regiao 5’
UTR de TS um alvo potencial para caracterizacdo molecular de cepas de T. cruzi,
porém novas analises ampliando o painel de cepas para as DTUs Tcll, Tclll, TclV e
TcV, ainda estdo sendo realizadas com a finalidade de certificar a acuracia e

reprodutibilidade do alvo na diferenciacdo de DTUs de T. cruzi.
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A Doenca de Chagas € causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e o curso da
infeccdo apresenta 2 fases distintas. A fase inicial ou aguda, caracterizada pela
quantidade significativa de parasita, e a fase crbnica representada por um numero
menor de parasitas no sangue circulante. De acordo com o Ministério da Saude (2013)
entre 2000 e 2011 foram registrados no Brasil 1.245 casos de doenca de Chagas
aguda, sendo 70% (877/1.245) por suspeita de transmissdo oral, 7% por
transmissao vetorial (92/1.245), e em 22% (276/1.245) néo foi identificada a forma
de transmissédo. O sucesso de cura é maior quando o parasita é identificado na fase
inicial da infec¢do, através dos métodos parasitoldgicos diretos, sendo recomendado
pelo Ministério da Saude o exame a fresco, a gota espessa, Strout e micro-
hematdcrito. O objetivo deste trabalho foi avaliar quatro métodos parasitol6gicos
diretos e estabelecer comparativamente o limite de sensibilidade tomando como
referéncia o inicio e a fase final da parasitemia patente, em coelho experimentalmente
infectados com Trypanosoma cruzi. Os métodos de escolha foram os preconizados
pelo Ministério da Salde, ou seja, exame a fresco, gota espessa, Strout e o micro-
hematocrito. Verificamos a presenga do parasito por maior periodo, utilizando micro-
hematdcrito, seguido pelo método a fresco. Ambas as técnicas demonstraram que
podem ser executadas de maneira simples e eficiente, desde que o laboratério tenha
uma centrifuga clinica especifica e um microscépio 6tico. Embora, o método de Strout
utilize um volume maior de sangue e tenha a possibilidade do recurso de concentracéo
de parasitos por dupla centrifugacéo, apresentou rendimento inferior ao exame da gota
espessa. As laminas preparadas pelo método de Strout e a fresco, quando
armazenadas sob-refrigeracdo e em camara Umida, apresentaram sinais de
ressecamento parcial, porém, com positividade até 24h apés a coleta. Os microtubos
de micro-hematécrito também foram armazenados e avaliados até 48h com boa
visualizacdo do parasito. Os resultados adquiridos demonstraram que ndo ha
necessidade de leitura imediata dos exames em laboratorios menos estruturados e
poderdo contribuir para a melhor escolha do método a ser empregado. APOIO:
LABORATORIO DE DOENCAS PARASITARIAS-FIOCRUZ/IOC.
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Introducé@o: O sucesso no controle de Triatoma infestans na década de 2000, até
entdo principal responséavel pela transmissao vetorial da doenca de Chagas no Brasil,
mudou o quadro epidemiolégico da doenca no pais. Porém, a endemia ainda é
problema de salde publica, requerendo constante vigilancia dos vetores nativos, que
apresentam grande capacidade de colonizar/recolonizar areas tratadas com inseticida
quimico. Atualmente, a prevencdo estd voltada para manutencdo dos resultados
obtidos, solidificando o controle dos focos residuais de T. infestans e impedindo o
estabelecimento de novos focos de transmissao vetorial, especialmente por espécies
consideradas secundérias (Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2005).
Triatoma brasiliensis e T. pseudomaculata sdo espécies consideradas secundarias e
nativas da regido semiarida do Nordeste brasileiro, que representam risco para
transmissao natural da doenca de Chagas. A regido do Baixo Vale do Rio Jaguaribe,
Cear4, tem sido considerada endémica desde os estudos pioneiros de J.E. Alencar, na
década de 1940. Estudos atuais nessa regido, efetuados pelo Lab. de
Ecoepidemiologia da Doenca de Chagas, relatam a presenca de colénias de
triatomineos no peri e intradomicilio, em &reas rurais dos municipios de Russas e
Jaguaruana. O objetivo do presente trabalho foi investigar a fauna triatominica em seis
localidades rurais de Russas e calcular os indicadores entomolégicos, conforme
estabelecido pela Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS, 2003). Metodologia:
As buscas de triatomineos foram efetuadas nos ambientes domiciliares e
peridomiciliares durante a estacdo seca (novembro/dezembro de 2013). Resultados:
Foram capturados 374 espécimes de triatomineos, dos quais 86,63% eram T.
brasiliensis, 10,70% T. pseudomaculata e 2,67% Rhodnius nasutus. As infestagbes no
peridomicilio ocorreram em currais de cabra/ovelha, galinheiro, poleiro, amontoados
de madeira e telhas e em um cajueiro; o maior foco de infestacdo ocorreu nos
amontoados de madeira (39,13%), seguido pelos poleiros (21,74%); apenas em um
intradomicilio foi encontrado foco de triatomineos. Os indices de infestagdo domiciliar,
densidade triatominica domiciliar e colonizacdo domiciliar foram calculados
respectivamente para cada localidade estudada, sendo zero para o Acude Santo
Antdnio e Timbauba do Pitingdo; 3,13%, 0,25/casa visitada e 3,13% em Capim
Grosso; 50,00%, 13,92/casa visitada e 41,67% em Patos do Tito; 30,77%, 6,81/casa
visitada e 19,23% em Riacho do Barro; e 62,50%, 2,75/casa visitada e 62,5% em Sitio
Maxixe. Conclusdo: Os resultados mostram que existem areas infestadas pelos
vetores da doencga de Chagas na regido, apesar do esfor¢co das autoridades de saude
para o controle dos vetores, indicando necessidade de constante vigilancia no local.
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Introducdo: A tripanossomiase americana € uma infec¢cdo causada pelo protozodrio
Trypanosoma cruzi, transmitida pelo barbeiro. Cerca de um século apés sua
descoberta a Doenca de Chagas ainda € causa significante de morbidade e
mortalidade em muitos paises da América do Sul e Central, com o estimado de 18
milhdes de pessoas estejam infectadas. Objetivo: Investigar a incidéncia de
triatomineos infectados pelo protozodrio Trypanosoma cruzi nos municipios de
Parnaiba, llha Grande, Cajueiro da Praia e Bom Principio do Piaui nos ano de 2011 a
2013. Metodologia: Foram realizadas coletas de dados na Secretaria Estadual de
Saude do Piaui (Sesapi) e na Coordenacdo Regional de Saude de Parnaiba no
periodo de Janeiro de 2011 a Dezembro de 2012. Resultados e Discussao: Do total de
81 casos positivos para barbeiros infectados, no periodo de estudo, o ano de 2011
representou 29,63% dos casos, 2012 com 48,15% e 2013 com 22,22%. No ano de
2011 dos domicilios existentes nos quatro municipios pesquisados, 1917 foram
averiguados. No espaco intradomiciliar foram encontrados 16 barbeiros infectados e
no peridomiciliar 8, totalizando um nimero de 24 casos positivos. No ano de 2012 dos
domicilios existentes nos quatro municipios pesquisados, 1756 foram averiguados. No
espaco intradomiciliar foram encontrados 33 barbeiros infectados e no peridomiciliar 6,
totalizando um numero 39 casos positivos. A existéncia desses casos pode ser
explicado dentre outros fatores por um aumento das constru¢cdes domiciliares, onde as
mesmas vem a ocupar 0 espaco, que antes habitavam esses artrépodes, com isso 0s
mesmos se abrigam nas novas moradias e nos seus arredores. HabitacBes essas que
em alguns casos sao rudimentares e oferecem condicdes favoraveis para o seu
desenvolvimento, pois 0s barbeiros encontram abrigo seguro e alimento abundante
representado pelo sangue de animais domésticos e do homem. Concluséo: Conclui-se
que no periodo do estudo houve uma variacdo no nimero de casos positivos de
babeiros, fator que pode estar relacionado as variacdes climaticas irregulares
presentes na regido Nordeste e com mais especificidade no estado do Piaui, onde se
alternam em pequenos periodos de chuvas e longos periodos de estiagem.



Resumo 046
Tema — Parasito

Metaciclogénese e choque térmico aumentam a expressao génica da
TcNTPDase-1 em Trypanosoma cruzi.
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A doenca de Chagas afeta milh6es de pessoas nas Américas Central e do Sul e, ainda
representa uma séria ameaca a saude publica. As diferentes cepas do Trypanosoma
cruzi envolvidas na infeccdo e sua distribuicdo regional, tem sido sugeridas como
causa das diferentes manifestacdes clinicas, resposta ao diagnostico e eficacia
terapéutica. A ecto-NTPDase é uma enzima localizada na superficie externa da
membrana plasmatica do T.cruzi. Estudos anteriores tém relacionado esta enzima a
infectividade e viruléncia de tripanosomatideos, além de sugerir um papel importante
na captacdo de purinas pelos parasitos. Com o objetivo de investigar o papel desta
enzima na viruléncia e infectividade do T. cruzi, avaliamos os niveis de RNAm para
TcNTPDase-1 por RT-gPCR em diferentes isolados (Dm28c- T.cruzi I; Y- T.cruzi Il;
3663- T.cruzi lll; 4167- T.cruzi IV; LLO14- T.cruzi V; CL-14- T.cruzi VI- avirulenta), em
formas ndo-infectantes (epimastigotas) e infectantes (tripomastigotas e amastigotas).
Para isso, as formas epimastigotas das diferentes cepas foram cultivadas a 28°C em
meio BHI suplementado com 10% de SFB e as formas amastigotas e tripomastigotas
foram obtidas através de infeccdo experimental em células VERO, a partir de
tripomastigotas obtidos de sangue de camundongo. Os ensaios de PCR em Tempo
Real foram realizados com oligonucleotideos desenhados para amplificar uma
sequéncia de 111pb do gene ecto-NTPDase | de T.cruzi e, como controles endégenos,
uma sequéncia de 268pb do gene da Calmodulina de T.cruzi e uma sequéncia de
100pb do gene GAPDH de T.cruzi foram utilizados. NOs observamos que
epimastigotas das cepas Y, 3663, 4167 e LL0O14 apresentaram 0s mesmos hiveis de
expressao do gene TcNTPDase-1 que o clone CL-14, avirulento. Por outro lado, o
clone Dm28c expressou cerca de 8 vezes mais 0 gene desta enzima. Além disso,
observamos que as formas infectantes tripomastigota e amastigota apresentaram,
respectivamente, uma expressdo 24 e 16 vezes maior que a forma epimastigota. Além
disso, observamos que durante a curva de crescimento de formas epimastigotas a
28°C e 37°C a expressao deste gene aumenta gradativamente com o tempo de
cultivo, sendo mais pronunciado a 37°C, sugerindo que esta enzima possa ter um
papel relevante na adaptacdo do parasita a temperatura do hospedeiro vertebrado,
como também no processo de aquisicdo de purinas provenientes do hospedeiro. Em
conjunto, nossos dados sugerem que a NTPDase-1 estaria envolvida na infectividade
e adaptacdo do parasito ao hospedeiro vertebrado, apresentando potencial para
participar de estudos sobre novos alvos para a quimioterapia da Doenca de Chagas.



Resumo 065
Tema — Parasito

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE TRIATOMINEOS INFECTADOS POR
Trypanosoma cruzi

Paula Finamore Araujo!; Thaiane de Sousa Verly!?; Otacilio da Cruz Moreiral; Suzete
G. Araujo?; Jacenir Mallet®; Catarina Lopes®; Constanca Britto’.

!Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas — Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ- Rio de Janeiro — Brasil; 2Laboratoério de Biodiversidade de Parasitas e
Vetores, Universidade Federal Fluminense, Niteréi, Rio de Janeiro, Brasil; *Laboratorio
de Transmissores de Leishmanioses - Setor de Entomologia Médica e Forense.
Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ- Rio de Janeiro — Brasil

A doenca de Chagas constitui a quarta mais importante doenca tropical, suplantada
somente pela malaria, tuberculose e esquistossomose. Sendo assim, a determinagéo
da taxa de infeccdo por Trypanosoma cruzi nos vetores triatomineos coletados em
regides do Brasil com diferentes indices de endemicidade é relevante para o melhor
conhecimento acerca da epidemiologia da doenca de Chagas, contribuindo para a
elaboracdo de programas de controle da disseminacdo desta doenca. O método
classico para descri¢cdo de infeccdo natural de triatomineos por T. cruzi — o exame
microscopico — apresenta baixa sensibilidade, baixa reprodutibilidade, dificuldade de
exame nos diferentes estagios evolutivos dos insetos vetores, necessidade da analise
em insetos frescos, além de ser um procedimento extremamente laborioso e
demorado. Neste contexto, a utilizacdo de métodos moleculares baseados em PCR
permite a detec¢do acurada de T. cruzi em variadas amostras, como tecidos e fezes
de triatomineos, com elevada sensibilidade e especificidade, tornando viavel a
elaboracdo de uma metodologia para avaliar a carga parasitaria em triatomineos
infectados com T. cruzi. No presente estudo, foram analisados 165 insetos
triatomineos e, apds coleta e identificacdo taxon6mica, cada triatomineo foi dissecado
e as amostras de intestino obtidas foram submetidas a extracdo de DNA gendémico
utilizando o kit QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN). Foi, entdo, desenvolvida uma PCR
multiplex utilizando iniciadores para o alvo kDNA de T. cruzi (primers 121 e 122) e
para o gene correspondente a regido 12S do RNA ribosomal de triatomineos. Dentre
os triatomineos coletados, 17 foram positivos para infec¢do por T. cruzi (10,3%),
sendo eles dos géneros Triatoma e Panstrongylus, coletados no Ceara, Tocantins,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro. Para estimar a carga parasitaria
nas amostras de insetos que foram positivas na PCR convencional, estamos
padronizando o ensaio de PCR em Tempo Real pelo sistema TagMan em multiplex
utilizando iniciadores com alvos para 0 gene correspondente a regido 12S do RNA
ribosomal de triatomineos e para o DNA nuclear satélite de T. cruzi. Foi observada
uma linearidade para a quantificacdo de T. cruzi na faixa de 10° a 0,5 equivalentes de
parasito/mL. Com este estudo esperamos aprimorar 0 método diagndstico das
infecgBes naturais de triatomineos no Brasil, contribuindo de forma significativa para
uma vigilancia epidemiologica mais eficaz dos insetos vetores.
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Avaliacdo da carga parasitéaria e tipagem molecular de de T. cruzi em amostras
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A doenca de Chagas constitui um grande problema de salde publica em diversos
paises da América Latina. Atualmente, estima-se que 7 a 8 milhdes de pessoas
estejam infectadas e 75 a 90 milhdes estejam expostas a doenca (WHO, 2013, Coura
& Dias, 2009). O Trypanosoma cruzi, seu agente etiologico, € representado por um
conjunto de populagbes, denominados isolados ou cepas, que circulam em
hospedeiros mamiferos e insetos vetores, apresentando grande heterogeneidade de
comportamento biolégico como, por exemplo, diferentes niveis de viruléncia para
animais experimentais e humanos, além de variagcdes na sensibilidade a drogas e
prognostico da doenca (Campbell et al., 2004). Assim, um grande desafio para a
comunidade cientifica vem sendo identificar marcadores genéticos dos isolados
capazes de reuni-los em grupos discretos, visando sua caracterizagdo do ponto de
vista epidemiolégico e de patogenia. Neste trabalho, utilizamos metodologias
baseadas em PCR convencional e PCR em Tempo Real (QPCR) no esforgo de realizar
a quantificacdo da carga parasitaria e tipagem molecular do parasito diretamente de
amostras sanguineas de pacientes portadores da doenca de Chagas crbnica. Para
isso, foram selecionados 144 pacientes do ambulatério do Instituto de Pesquisa
Evandro Chagas, sendo 72 com sorologia positiva e 72 com sorologia negativa,
provenientes de diferentes regides do Brasil e apresentando distintas manifestagfes
clinicas da doenca. Para cada paciente, foram coletadas duas amostras, em tempos
distintos, antes do inicio do tratamento. Para o procedimento de extracdo de DNA das
amostras de sangue preservadas em Guanidina-EDTA foi utilizado QlAamp DNA Mini
Kit (Qiagen), seguida da quantificacdo da carga parasitaria por gPCR de acordo com a
metodologia padronizada por Moreira et al., 2013, onde foi realizada uma reacdo em
multiplex, com um alvo para o DNA nuclear satélite de T. cruzi e um alvo para o gene
da RNAse P humana, como um controle interno. Até o momento, a PCR em Tempo
Real foi realizada para 278 amostras, sendo 89 positivivas para T. cruzi, apresentando
uma variacdo da carga parasitaria de 0,005+0,003 a 336,09+48,59 equivalentes de
parasito/mL. Em paralelo, estamos realizando a padronizacdo da genotipagem do
parasito a partir das amostras de sangue, baseado nas metodologias descritas por
Burgos e Cols. (2010) e Ramirez e Cols. (2010), para investigar a importancia do
gendtipo do parasito no desenvolvimento da doenca de Chagas.



Resumo 083
Tema — Parasito
BIOSSEGURANCA NA PESQUISA COM Trypanosoma cruzi

Maria Alice do Amaral Kuzel'; Kelly Cristina Demarque’; Janaina Alves Rangel %
Manuella Espindola Vieira ?; Maria de Nazaré Correia Soeiro *

"Tecnologista em Saude Publica do Laboratério de Biologia Celular/IOC/FIOCRUZ;
2Bolsista do Laboratorio de Biologia Celular/IOC/FIOCRUZ; 2 Chefe do Laboratério de
Biologia Celular/IOC/FIOCRUZ

A classificagdo de Agentes de Risco Bioldgicos é o instrumento de orientagao oficial do
Ministério da Saude para atividades relativas a biosseguranga durante uso e manipulagéo
de agentes bioldgicos visando mitigar possiveis acidentes e agravos ao homem, animais e
o0 meio ambiente. Nesta classificacdo os agentes sdo distribuidos em 4 classes,
considerando diferentes aspectos como o risco individual e para comunidade,
disponibilidade de medidas profilaticas e/ou terapéuticas, capacidade de causar patologia
humana e/ou animal, patogenicidade, transmissibilidade por via aérea, entre
outros. Segundo esta classificagdo o protozoario Trypanosoma cruzi é classificado como
agente tipo 2 (moderado risco individual e limitado risco para a comunidade). E importante
salientar que esta classificagdo considera apenas os riscos para individuos sadios,
desconsiderando individuos imune comprometidos, gestantes/lactantes, portadores de
patologias prévias e nado inclui a manipulagcdo de cepas do parasito consideradas
naturalmente resistentes aos medicamentos disponiveis, entre outros aspectos. As
atividade desenvolvidas com este agente de risco, exigem nivel de contengdo 2 sendo
necessario que se atenda certos requisitos de trabalho, que incluem: aplicacdo das boas
condutas laboratoriais; uso de Equipamentos de protegéo individuais (jaleco de mangas
longas, luvas, 6culos/protetor facial, sapatos fechados, entre outros) e coletivos (cabine de
seguranga biolégica, etc); realizagdo de treinamento especifico dos funcionarios e
estudantes; controle de acesso ao laboratério; possuir procedimentos padrées (técnicos e
administrativos); manter instalagbes separadas de demais dependéncias da edificagao;
possuir pia especifica para lavagem das maos; possuir autoclave disponivel para
descontaminacao de residuos; trabalho em cabine de Seguranca Biologica Classe Il, além
de centrifuga com cagapa protegida, entre outros requerimentos. Logicamente, estes sédo
0s requisitos minimos para manipulagdo de T. cruzi e € importante salientar que,
dependendo do procedimento ou protocolo de pesquisa, pode ser utilizado maior grau de
contengao, como no caso de procedimentos envolvendo um alto potencial para a produgéo
de salpicos ou aerossois, devendo portanto tais procedimentos e protocolos serem
meticulosamente avaliados pelo pesquisador responsavel, de forma a garantir a
biosseguranca da equipe envolvida, da comunidade e meio ambiente, além de contribuir
para reprodutibilidade e confiabilidade dos dados gerados no ambiente de trabalho.
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A doenca de Chagas cronica (DCC), causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, € um
importante problema de salde publica, porém sua fisiopatologia ainda ndo € bem
entendida. A fase cronica da doengca é caracterizada por danos irreversiveis ao
coracao. A contribuicdo da autoimunidade aos danos cardiacos observados na DCC
tem sido hipotetizada por diferentes autores. Estes estudos demonstram a presenga
de anticorpos (Ac) no soro de pacientes com DCC, capazes de interagir com diversos
receptores cardiacos, incluindo beta-1 adrenérgicos (anti-B1-AR) e muscarinicos M,
colinérgicos (anti-M-CR) que podem levar a disfungdes contrateis, arritmias
ventriculares e insuficiéncia cardiaca. No presente trabalho nés avaliamos a presenca
e niveis de anticorpos (Ac) anti-B1-AR e anti-M»-CR através de ELISA no soro de caes
infectados com trés diferentes cepas de T. cruzi (VL10, AAS e Y) tratados ou ndo com
Benznidazol (Bz)(7 mg/Kg/dia, 60 dias) e correlacionamos com alteracdes cardiacas
avaliadas por eletrocardiograma (ECG). Os niveis de anti-B1-AR apresentaram um
padrdo similar ao longo do curso da infeccdo com as trés cepas estudadas: surgiram
com 30 dpi, diminuiram com 90 dpi e na fase cronica tardia (270 dpi) retornaram aos
niveis atingidos durante a fase aguda. Ac anti-M>-CR foram detectados na fase aguda
de infec¢do, porém os niveis variaram de acordo com a cepa utilizada: (i) VL10, uma
vez aumentados foram mantidos em niveis elevados até a fase crdnica, (i) AAS,
apresentou um pico na fase aguda, diminuindo na fase crénica e (iii) Y, foram
detectados na fase aguda porém em niveis menores, o que foi mantido na fase crbnica
inicial (90 dpi) e posteriormente elevado com 270 dpi. O tratamento com Bz dos cées
infectados com a cepa VL10 n&o foi capaz de modular os niveis de Ac anti-B1-AR e
anti-M>-CR em todos os tempos avaliados, ao passo que também nao levou a melhora
nos parametros eletrocardiograficos. Por outro lado, cées infectados com a cepa AAS
tratados com Bz apresentaram uma reducao de 48% nos niveis de Ac anti-M.-CR com
30 dpi e em paralelo apresentaram uma reducdo em 80% de alteracdes
eletrocardiograficas. O tratamento com Bz em animais infectados com a cepa Y nao
induziu nenhuma modulag¢é@o nos niveis de Ac anti-M»-CR, porém reduziu os niveis de
Ac anti-B1-AR em 35 e 30%, com 30 e 270 dpi, respectivamente, além de reduzir em
100% as alteracdes eletrocardiograficas. Concluimos que a modulacdo dos niveis dos
Ac anti-B1-AR e anti-M,-CR pelo tratamento com Bz é dependente da cepa de T. cruzi
e esta associada com as alteracdes eletrocardiogréficas.
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A doenca de Chagas causada pelo Trypanosoma cruzi, € um relevante problema de
saude publica na América Latina, onde cerca de 10 milhbes de pessoas estdo
infectadas. A terapia atual realizada por Benznidazol ( Bz ) e Nifurtimox apresenta
limitagbes, como alta toxicidade e baixo efeito na fase cronica tardia da doenga. As
amidinas aromaticas, tais como pentamidina, tem sido utilizada na medicina humana e
veterinaria. As suas principais desvantagens sdo, a pobre biodisponibilidade e efeitos
colaterais adversos. Para superar estas limitagdes, novos analogos foram sintetizados.
As diamidinas e analogos como arylimidamides ( AIAS ) apresentam consideravel
atividade contra uma grande diversidade de patégenos , 0 hosso estudo se concentrou
na andlise do m-terfenil bis-arylimidamide ( 35DAP073 ) contra tripomastigotas
sanguineo e formas intracelulares de T. cruzi avaliando diferentes cepas em estudos
in vitro e in vivo . O composto 35DAP073 foi muito ativo contra as formas
tripomastigotas, conduzindo a valores de IC50 de 0,5 + 0,3 uM e 4 + 2,8 uM para as
cepas Y e Colombiana, respectivamente, apés 24 h de incubacdo a 37 ° C, sendo
mais eficaz em relagdo ao Bz ( 13 £ 2 uM ) . A anadlise sobre as formas intracelulares (
cepa Tulahuen ), confirmaram a alta atividade, mostrando, ap6s 48 h de tratamento,
valores de IC50 de 0,04 + 0,005 mM, sendo cerca de 100 vezes mais ativo do que Bz
(IC50 = 4,4 + 0,8 mm). Os estudos in vivo foram realizados com camundongos Swiss
machos infectados com 10 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y e tratados
ou ndo com diferentes doses (20 - 5mg/kg por dia), no 5 ° e 8 ° dia pés- infecgao ( dpi)
. 35DAPO073 apresentou uma resposta dependente da dose, conduzindo a 96, 87 e 46
% de reducgéo da parasitemia de 20, 10 e 5mpk , respectivamente , enquanto que 0s
animais tratados com 100mg/kg/dia de Bz mostrou 99,8 % de supressdo da
parasitemia . Ambos as doses, 5 e 10 mpk, apresentou 100% de sobrevivéncia dos
animais, resultado similar ao tratamento com Bz. Os nossos resultados sustentam as
investigacdes desta classe de compostos para o desenho e a identificagdo de novas
alternativas para a quimioterapia da doenca de Chagas.

Apoiado: CAPES, CNPq, FAPERJ, University of North Carolina, CPDD and FIOCRUZ
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Eficacia de novas amidinas aromaticas sobre formas tripomastigotas
sanguineas de Trypanosoma cruzi in vitro
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A doenca de Chagas é uma zoonose causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi
sendo endémica em varios paises da América Latina. Ap6s 105 anos de sua
descoberta por Dr. Carlos Chagas, esta grave patologia ainda apresenta importantes
desafios a serem enfrentados, entre eles, a identificacdo de farmacos mais seletivos e
efetivos. De fato, a terapia atual conta com apenas dois medicamentos da classe dos
nitroderivados, o Nifurtimox e o Benzonidazol que induzem a ocorréncia de frequentes
efeitos colaterais, ndo sendo ativos sobre varias cepas do parasito (resisténcia natural)
além de baixa eficacia sobre a fase tardia da doenca (fase crbnica). Porém, apesar
desta patologia ser um grave problema de salde publica nos paises acometidos,
desperta pouca atengéo das industrias farmacéuticas, sendo considerada uma doenca
de portadores negligenciados. Desta forma, no ambito de busca por novos agentes
tripanocidas, nosso objetivo foi avaliar in vitro a atividade bioldgica de dez amidinas
arométicas recém-sintetizadas. Os ensaios foram realizados sobre formas
tripomastigotas sanguineas de T. cruzi da cepa Y, conduzidos a 37°C em meio RPMI
por 2h e 24h. Os dados preliminares revelaram a agéo anti-T.cruzi da DB2267, sendo
tempo-dependente, na faixa micromolar (ECso = 5,37 £ 2,97 uM e ECs - 0,36 = 0,24
UM) apds 2 e 24h, respectivamente. Outra amidina testada, a DB2236 n&o apresentou
atividade apoés 2h de incubacao, resultando em valores de ECs0,>32 uM embora tenha
apresentado acgao tripanocida (ECso = 4,14 + 2,16 uM) superior ao Bz (ECso = 8,8 £ 4,5
UM) apos 24 h de exposicdo. Outro composto que se revelou ativo foi a DB2268,
alcancando acdo antiparasitaria com valor de ECso = 2,58 + 1,30 uM apoés 24h de
exposicdo ao composto. Considerando as limitacdes dos medicamentos disponiveis
aos pacientes portadores da doenca de Chagas, observa-se a necessidade de
continuar os estudos in vitro de novos agentes tripanocidas visando o desenvolvimento
de um novo farmaco alternativo e que possa ser utilizado no tratamento desta doenca
gue é a principal causa de cardiopatia de origem infecciosa.

Suporte financeiro: CAPES, CNPq, FAPERJ e FIOCRUZ.
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Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, represents an important
public health problem in Latin America and its current clinical treatment, based on
Nifurtimox and Benznidazole (BZ), is unsatisfactory. These facts validate the search for
new alternative therapies. In this context the biological activity of fifteen novel
arylimidamides (AlAs) (dications: DB1966, DB1967, DB1968, DB1979, DB1989,
DB1995 and monocations: DB1980, DB1996, DB1997, DB2001, DB2002, DB2003,
DB2004, DB2006 and DB2007) were assayed against T. cruzi in vitro and DB1967 and
DB1989 were evaluated in vivo. The results show that dicationic bis-AlAs are
significantly more active on bloodstream and intracellular forms of the parasite than the
monocationic compounds. All bis-AlAs were more active than BZ, and the most
effective ones (DB1967 and DB1989) showed reasonable selectivity indexes
encouraging further study using animal experimental models for the acute T. cruzi
infection. In vivo studies showed that although both bis-AlAs reduced parasitemia
levels, protection against animal mortality was not achieved as compared to BZ. Our
data reveal excellent in vitro trypanocidal activity of arylimidamides and the
requirement of two cationic terminal units for the maintenance of efficacy against T.
cruzi. Thus, the synthesis of new AlAs which maintain activity and show reduced
toxicity is needed to achieve the goal of identifying new alternatives for treatment of
Chagas disease.
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Tripanosomiase Americana, também conhecida como Doenca de chagas € uma
enfermidade negligenciada causada pelo Trypanosoma cruzi. Devido a sua
quimioterapia insatisfatéria, principalmente na fase crénica, ha uma intensa procura
por novos compostos. Moléculas bioativas, incluindo aquelas extraidas e purificadas a
partir de fontes boténica, como as lactonas sesquiterpénicas (SLs), representam uma
excelente fonte de promissores novos agentes antitumorais, anti-inflamatérios e
antiparasitarios. Neste sentido, a atividade de duas novas SLs, a psilostaquina A e
cinaropicrina foram avaliados in vitro e in vivo. Os ensaios in vitro demostraram que
cinaropicrina foi mais eficaz que psilostaquina A sobre formas tripomasitgotas
sanguineas. As alteracdes ultraestruturais induzidas por cinaropicrina incluiram o
desprendimento de grandes porcdes da membrana plasmatica, vacuolizacdo e
inducdo de grandes vacuolos ricos em estruturas membranosas, sugestivo de morte
por autofagia . Estudos de toxicidade aguda mostrou morte (1 de 2 animais) com a
maior dose testada (400 mpk via intraperitoneal (ip) de cinaropicrina. Embora nao
houvesse alteracdes significativas nos niveis plasmaticos de ALT, CK e ureia, a
histopatologia revelou que o figado foi 0 6rgao mais reativo dos animais tratados com
cinaropicrina, com efeito dose-dependente. Embora cinaropicrina tenha sido
igualmente ativo sobre formas sanguineas em relagdo ao benznidazole (Bz) in vitro,
tratamento administrado por 5 dias consecutivos (uma vez ao dia) com doses ndo
téxicas de cinaropicirn (£ 50mpk) nao foi capaz de suprimir a parasitemia ou proteger
contra a mortalidade induzida pela infeccdo pela cepa Y. Frente as caracteristicas
farmacologicas do composto, seguimos tratamento de camundongos infectados com a
cepa colombiana e tratados na dose de 25mpk administradas duas vezes ao dia (bid).
Entretanto, devido a alteragdes no perfil neurolégico, os animais foram eutanaziados
apos o terceiro dia de administracdo de cinaropicirn, revelando a toxicidade deste
composto. Com relacdo a psilostaquina A (0,5-50 mpk / dia - uma vez por dia —
administrada no 5 e 8dpi) observou-se reduc¢des na parasitemia de 40 a 70% enguanto
o Bz (50mpk) reduziu cerca de 75%. Nao houve em todas as doses testadas protecao
com relacdo a sobrevida dos animais tratados com esta SL. Nossos dados
demonstram que embora muito promissora contra tripanossomas africanos ou sobre
outros modelos de infecgdo murina (cepa RA), ambos SLs ndo mostraram eficacia em
modelos agudos de infeccdo por T. cruzi (Swiss macho e cepa Y e colombiana) em
comparagédo com benznidazole, revelando ainda, em esquemas de terapia bid, efeitos
colaterais nos animais tratados. Apoio: PDTIS/Fiocruz, CNPq, FAPERJ, CAPES and
Fiocruz
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A doenca de Chagas, causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, afeta
aproximadamente oito milhdes de pessoas na América Latina e em &reas nao-
endémicas emergentes. A terapia disponivel, mesmo depois de 105 anos de
descoberta, esta restrita a dois nitroheterociclicos que estao longe do ideal devido a
sérios efeitos colaterais, eficacia limitada sobre diferentes isolados de parasitos,
necessidade de longos tempos de tratamento e baixa atividade na fase cronica tardia
da doenga. A doenga do sono, causada pelo Trypanosoma brucei afeta 31 paises da
Africa Subsaariana, podendo levar a morte na auséncia de tratamento. Este esta
restrito a quarto compostos (pentamidina, suramina, melarsoprol e eflornitina-
nifurtimox), sendo limitados devido a toxicidade nos tecidos, regimes de tratamentos
complexos, principalmente para o estagio avancado da doenca. Estas desvantagens
justificam a necessidade urgente na identificacdo de novos e melhores compostos
para o tratamento dos doentes negligenciados. Megazol (Mg) é um 5-nitroimidazol
ativo sobre o T. cruzi e T. brucei, inclusive para cepas resistentes a droga, porém nao
€ utilizado na clinica devido a efeitos mutagénicos e genotéxicos. Neste trabalho
comparamos a atividade de Mgl com o bioiséstero 4H-1,2,4-triazol (triazol) sobre
formas sanguineas do T. cruzi e do T. brucei, além de avaliarmos a possivel ativagédo
dos compostos pela enzima nitroredutase tipo | de T. brucei (tbNTR). Também foram
analisados os efeitos citotoxicos e genotoxicos destes compostos no sangue total
humano. Apesar da Unica diferenca entre os compostos ser a substituicdo do enxofre
(no Mg) pelo nitrogénio (no triazol), os resultados indicaram uma menor atividade
tripanocida do triazol que também nao apresenta efeito genotéxico. Apesar do triazol
ser metabolizado mais rapidamente do que o Mg, ele se liga a TONTR com menor
afinidade, resultando em valores equivalentes de kcat/KM. Os ensaios de ancoragem
dos compostos realizados dentro do local ativo de um modelo de homologia da
nitroredutase de T. brucei indicaram que o triazol tem maior afinidade do que o Mg. As
diferencas na atividade tripanocida dos compostos pode indicar diferentes formas de
captacao pelo parasito ou sugerir mecanismos de acao distintos, uma vez o composto
dentro do patégeno.
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Chagas disease (CD) is a neglected illness caused by the obligatory
intracellular protozoan Trypanosoma cruzi. Despite the high number of in vitro and in
vivo studies aiming to identify novel options for treating the CD carriers, up to now, only
two drugs are clinically available (nifurtimox and benznidazole — Bz) but with limited
efficacy and considerable toxicity. Very few molecules moved to clinical trials for CD,
including some azoles like itraconazole, fluconazole, ketoconazole, posaconazole and
a prodrug of ravuconazole (E1224), but all exhibited therapeutic failure. Another current
challenge is the identification of novel compounds for blood bank prophylaxis in highly
endemic areas of Latin America since the only option is the use of gentian violet, a
stain that also present undesirable properties. In this context, our aim was determine in
vitro the biological efficacy and selectivity of electrotherapy (Et) upon bloodstream
trypomastigotes (5x108/mL - BT) of T. cruzi (Y strain). In these assays, different times
of Et exposure (up to 10 minutes) were used with variable current intensity (0.5-5 mA),
distinct electrode configuration and metallic composition (platinum and stainless steel).
Additionally, similar protocols (5 mA up to 10 min) were performed using mouse
erythrocytes (107/mL) to explore cytotoxicity and selectivity issues, evaluating different
parameters including cell lysis and morphology by light microscopy. Our data
demonstrated trypanocidal effect of Et on BT, under different electrode configurations
and compositions. When platinum electrodes with planar configuration were used,
about 2-6% and 3-13% of parasite death was noticed after 1 and 24 h of 0.5 mA Et
exposure. When similar electrodes were compared at 0.5mA for 5min of Et stimulation,
preliminary data demonstrated an improved effect, reaching 38 and 98% of parasite
death after 1 and 24 h of treatment. Further stimulation (10 min) using the same
parameter also resulted in about 99% of trypomastigote lysis after 24 h. When needle
electrodes (platinum) were used for 10 min at 0.5mA, about 56 and 98% of parasite
death was detected after 1 and 24h after Et exposure. Our preliminary data suggest
that platinum electrodes with needle configuration under 2 mA for 1 min of electric
stimuli resulted in low cytotoxicity towards erythrocytes (0% lysis) but considerable
trypanocidal effect (70%) resulting in promising therapeutic selectivity. Et effect on
T.cruzi at conditions that result in low toxicity against erythrocytes encourage further
studies that are under way in order to contribute for novel prophylactic approached for
blood bank purposes.

Supported by MES CUBA/CAPES, FIOCRUZ, PDTIS, CNPq, FAPERJ, CNEA
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A doenca de Chagas (DC), causada pelo Trypanosoma cruzi, € uma doenca tropical
negligenciada que ainda representa um sério problema de saude publica nas areas
endémicas. O tratamento apresenta efeitos colaterais devido a alta toxicidade dos
medicamentos além de limitada eficacia. Amidinas aromaticas e seus analogos
apresentam um amplo espectro de agdo sobre protozoarios e embora o exato
mecanismo de a¢éo ainda ndo seja conhecido, tem sido proposto que a ligacdo destas
moléculas catidnicas na fenda menor do DNA, em regifes ricas em AT, contribui para
seu efeito sobre tripanosomatideos. Assim, nosso objetivo foi analisar in vitro a
atividade bioldgica de 11 novas arilimidamidas (AlAs) recém sintetizadas, DB2016,
DB2017, DB2018, DB2020, DB2036, DB2043, DB2044, DB2045, DB2048 e DB2051
sobre diferentes formas evolutivas do T. cruzi (cepa Y). Os resultados obtidos sobre
formas de sangue incubadas a 37°C em meio RPMI por 2h demonstraram que oito
compostos apresentaram valores de ICsp menores (1,70 a 25,36uM) que o do
benzonidazol (Bz) (ICs0>50uM). Quando incubados por 24h, foi possivel observar um
efeito tempo-dependente de todos os compostos testados que apresentaram valores
de ICs entre 0,94 a 29,5uM, sendo a atividade tripanocida de 10 das AlAs superior em
relacdo ao efeito do Bz (ICs0=13uM). Para a avaliacdo da possivel utilizacao desses
compostos na terapia em bancos de sangue, formas tripomastigotas foram incubadas
com o0s compostos na presenca de 96% de sangue de camundongo a 4°C. A
incubacao de todas as AlAs por 2h resultou em atividade superior a >32 uM. Apés 24h
de incubacdo apenas 2 compostos (DB2043 e DB2045) apresentaram atividade
superior a violeta de genciana (30uM), exibindo valores de ICso de 10,98 e 17,035uM,
respectivamente. Dando sequéncia ao estudo, nés avaliamos a eficacia sobre duas
diferentes formas multiplicativas do parasito: amastigota e epimastigota. Os testes com
formas epimastigotas demonstraram que DB2017, DB2018 e DB2044 apresentaram
valores de ICso semelhante ao Bz. No entanto, a avaliacdo sobre a forma amastigota
utilizando concentracdes atoxicas sobre células de mamiferos (testes de MTT
revelaram LCso = 1,17 uM) demonstrou que todas as 11 AlAs apresentaram atividade
superior a 0,39 uM, enquanto o Bz apresentou valor de ICso = 3,6 UM. Frente as atuais
limitacdes dos medicamentos disponiveis aos portadores da DC, se faz necessario a
continuidade de estudos in vitro e in vivo de novos agentes tripanocidas visando futuro
desenvolvimento de um novo composto que seja utilizado no tratamento desta doenca
negligenciada.

Suporte financeiro: Capes, Faperj, CPDD, PDTIS, Fiocruz e CNPq



Resumo 128 (Apresentacao Oral)

Tema — Quimioterapia

Identificac&o e caracterizagao das enzimas uracil fosforibosiltransferase e gliconato
cinase de Trypanosoma cruzi

Sinatti, V.V.C., Dantas, C.C.L., Mazotto, A.M., Degrave, W.M., Guimaraes, A.C.R. e
Alves-Ferreira, M.
Laboratério de Gendmica Funcional e Bioinformatica, IOC-FIOCRUZ.

A doenca de Chagas é um problema de saulde publica na América Latina. Segundo
estimativas da Organizagdo Panamericana de Saude, em torno de 8 milhdes de
pessoas nas Ameéricas estdo infectados pelo Trypanosoma cruzi, com uma taxa de
mortalidade de 12.000 individuos por ano. Como os medicamentos utilizados no
tratamento desta doenca sdo ativos somente na fase aguda, apresentando baixa
eficacia e uma série de efeitos colaterais, a busca por novos alvos terapéuticos torna-
se fundamental. O estudo do metabolismo energético do T. cruzi apresenta-se como
alternativa no desenvolvimento de novos farmacos. Neste contexto, utilizou-se o
AnEnPi, uma ferramenta computacional capaz de identificar e classificar proteinas
analogas, utlizando dados gendmicos previamente publicados, permitindo a
reconstrucdo de diferentes vias metabdlicas. Foram identificadas em T. cruzi duas
proteinas que potencialmente apresentam as seguintes atividades enziméaticas: uracil
fosforibosiltransferase (UPRT) e gliconato cinase (GK). A UPRT é uma enzima da via
de salvacdo de pirimidinas que converte uracil e D-5-fosforibosil-1-fosfato a
monofosfato de uridina e pirofosfato. A GK é uma enzima da via das pentoses-fosfato
gue catalisa a fosforilagcdo de gliconato a 6-fosfogliconato. Andlises por bioinformatica
das sequéncias gendmicas codificantes para essas proteinas em T. cruzi permitiram a
identificacdo de dois genes para cada uma dessas enzimas e confirmaram essas
atividades pela identificagdo de seus motivos estruturais. Posteriormente, foi realizada
a caracterizacdo molecular das enzimas GK e UPRT de T. cruzi, através da clonagem
dos respectivos genes, utilizando os vetores pBAD-TOPO TA e pET28a, e da
expressdo heter6loga em Escherichia coli, cepa BL21(DE3). As proteinas
recombinantes GK e UPRT expressas apresentaram pesos moleculares aproximados
de 23 kDa e 28 kDa, respectivamente. Essas proteinas recombinantes foram
purificadas através de cromatografia de afinidade. Os soros policlonais produzidos
contra essas proteinas purificadas foram eficazes no reconhecimento das proteinas
recombinantes e de suas formas nativas presentes na forma epimastigota de T. cruzi.
O ensaio de imunofluorescéncia revelou que as enzimas GK e UPRT estéo localizadas
possivelmente no citoplasma e no interior de vesiculas citoplasmaticas ao longo do
parasita. Além disto, a estrutura de ambas as enzimas foi deduzida através de
modelagem por homologia. Este trabalho visa contribuir para o melhor entendimento
do metabolismo deste parasita, de forma a auxiliar na busca de novos alvos
terapéuticos contra a doenca de Chagas.

Suporte: CNPq, FAPERJ e PAPES-FIOCRUZ
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O nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido diversas estratégias para a busca por
novos compostos com atividade anti-chagasica. Inicialmente usou-se o megazol como
molécula protétipa e hoje, ja dispomos de varios protétipos desenvolvidos por nés.
Dando continuidade aos nossos desenvolvimentos de novos padrdes moleculares
para a doenca de Chagas, o objetivo deste trabalho € a sintese e a avaliacdo das
atividades antiparasitaria e toxicolégica de novos analogos 4-nitroimidazélicos. Estes
analogos foram planejados mantendo os requisitos estruturais responsaveis pela boa
atividade biolégica. O grupo nitro foi mantido na posicéo 4, o que sabemos previne o
efeito carcinomutagénico, e a ligacao direta dos heterociclicos azdlicos: 1,2,3-triazéis,
1,3,4-triazol, imidazol, 1,3,4-tiadiazois e 1,2,4-triazéis, na posi¢do 5 do anel imidazélico
sugerindo uma boa atividade tripanomicida. Neste sentido esperamos que este
trabalho contribua, pelo menos com a obtencdo de bons protétipos, se ndo, a
obtencdo de substéncias promissoras. A rota sintética para obtencdo dos novos 4-
nitroimidazolicos foi iniciada e até o momento ja temos 3 novos derivados obtidos em
bons rendimentos. A avaliagdo da atividade biologica destes novos analogos foi feita
contra formas tripomastigotas sanguineas da cepa y do Trypanosoma cruzi. E um dos
compostos testados apresentou uma maior atividade tripanomicida comparado ao seu
composto de referéncia, megazol sem o efeito citotdxico. O teste de mutagenicidade e

a sintese dos outros derivados azoélicos estdo em andamento.
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Imunoterapia na infeccao croénica experimental pelo Trypanosoma cruzi: acao
benéfica da pentoxifilina no sistema imunoldgico e na cardiomiopatia

Pereira, |. R., Vilar-Pereira, G., Sarmento, E.D.M., Lannes-Vieira, J.
Laboratério de Biologia das Interacdes, IOC—-Fiocruz, RJ, Brasil;

Na cardiomiopatia chagéasica crénica (CCC), inflamacao e destruicdo progressiva do
tecido cardiaco levam a fibrose e a alteragdes da condugéo dos impulsos elétricos e
arritmias em cerca de 30% dos pacientes infectados pelo Trypanossoma cruzi, 10-30
anos apoés a infeccdo. No tecido cardiaco afetado, a producdo de mediadores
inflamatérios, principalmente citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas, pode dirigir a
migragao dos leucocitos ativados que contribuiriam para a formac¢do da CCC. Entéo, a
persisténcia do parasito associada a mecanismos homeostaticos mal-adaptados,
como 0Ss processos oxidantes/anti-oxidantes e o balango entre as citocinas pro-
inflamatdérias/anti-inflamatdérias/quimioatraentes sdo propostos estar criticamente
envolvidos na progressao da cardiomiopatia chagasica. Neste sentido, avaliamos o0s
efeitos da pentoxifilina (PTX), um inibidor da fosfodiesterase que atua como regulador
da producgdo de citocinas, na infeccdo pelo T. cruzi. Para tal, usamos camundongos
C57BL/6 infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi e tratados na fase crénica da
infeccdo com PTX. Comparados aos seus controles injetados com salina, os animais
tratados com PTX apresentam no bago diminuicdo da frequéncia de células T CD8+
ativadas, restauracdo do perfil de células naives (CD44'CD62L*) e, ainda, menor
frequéncia de células CD8*'CCR5'LFA-1*. Também, o tratamento com PTX resultou
em menor expressao de ICAM-1 no tecido cardiaco. A terapia com PTX preservou o
namero de células IFN-y* e diminuiu o nimero de células perforina* no coracao. Mais
do que isso, PTX aumentou a resposta especifica de células T CD8+ ao peptideo do
T. cruzi com producédo de IFN-y, proposto ser cardioprotetor. Além de PTX agir sob o
perfil de ativagdo, migracdo e efetor das células T CD8+, os animais tratados
apresentaram melhora da fungéo elétrica, redugcdo do nivel de atividade da enzima
CK-MB no soro e menor perda de conexina 43 (Cx43) e deposi¢cdo de fibronectina
(FN) no tecido cardiaco. Assim, PTX se mostrou uma alternativa viavel na terapéutica
da forma croénica cardiaca da doenga de Chagas, uma vez que melhorou importantes
aspectos da doenca, podendo ser usada sozinha ou como adjuvante em terapias
combinadas e vacinas, direcionando a resposta imunolégica para um perfil protetor.
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Depresséao nainfeccao crénica pelo Trypanosoma cruzi
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A existéncia da forma nervosa da doenca de Chagas (DC) é matéria de discusséo
desde a descricdo de alteragdes neuroldgicas, de aprendizado e comportamentais por
Carlos Chagas. Na maioria dos pacientes, as manifestages clinicas de fase aguda,
incluindo alterac6es neurolégicas, desaparecem de forma espontanea, sem sequelas
aparentes na fase cronica da infeccdo. Contudo, portadores da DC cronica
apresentam alteragbes comportamentais como psicomotricidade, atencdo, disturbios
do sono, memoria e depressdo. Pouco se conhece sobre a fisiopatogenia das
alteracbes comportamentais na DC, sendo proposto que estas resultem de lesbes
devido a presenca do parasito no sistema nervoso central ou sejam sequelas das
alteracdes cardiacas e/ou lesbes inflamatérias teciduais. Estas alteragdes impactam
de forma negativa podendo contribuir para o pior prognéstico dos portadores da DC.
Visando ao entendimento da fisiopatogenia das alteragbes comportamentais da DC,
reproduzimos em modelo de infeccdo experimental em camundongos C57BL/6
aspectos importantes da DC. Anteriormente, mostramos que camundongos C57BL/6,
resistentes a meningoencefalite aguda, apresentam perfil depressivo na fase crbnica
da infeccdo, indicando que esta alteragdo comportamental independe da existéncia
prévia da meningoencefalite aguda, ndo sendo, portanto, uma sequela desta. No
presente estudo, mostramos que os animais infectados pela cepa Colombiana do
T. cruzi apresentam alteracfes comportamentais caracteristicos de depressao na fase
cronica tardia (120 e 150 dias poés-infeccdo, dpi), como aumento da imobilidade ao
teste de suspensdo de cauda (TS), mas dissociado de alteragBes locomotoras, de
temperatura e da perda de peso. Visando entender a fisiopatogenia das alteractes
comportamentais na DC crdnica, inicialmente abordamos o processo de recaptacéo de
serotonina, usando fluoxetina (Fx), e a participacdo do parasito, usando a droga
tripanossomicida benznidazol (Bz), tratando animais quando as alteracdes
comportamentais ja estao instaladas (120 dpi), por 30 dias consecutivos. Terapia com
Fx melhorou o perfil depressivo, sugerindo contribuicdo de um componente
neuroldgico. O tratamento com Bz na fase aguda da infeccao preveniu a depressao na
fase crbnica. Também, a terapia com Bz na fase crbnica foi benéfica, reduzindo o
tempo de imobilidade dos animais no TS. Estes resultados indicam que além de
componente neurolégico, o parasito, ou outra via de a¢do da droga tripanossomicida
Bz, seja(m) participante(s) importante(s) da patogénese das alteraches
comportamentais da DC cronica experimental. Desta forma, trazemos suporte
experimental que o comportamento depressivo em portadores da DC ndo dependeria
somente de fatores psicolégicos, mas pode residir em uma complexa rede de
interagcBes deflagradas pelo proprio parasito Trypanosoma cruzi.

Palavras-chave: doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, depressédo, fluoxetina,
benznidazol.
Suporte financeiro: INCTV, CNPq e FAPERJ.
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EFEITO DA ADMINISTRACAO DE SANGUE AUTOLOGO NO CURSO DA
INFECCAO PELO Trypanosoma cruzi in vitro
BEATRIZ PHILOT PAVAO, KELLY CRISTINA DEMARQUE, MARCOS MEUSER
BATISTA, GABRIEL MELO DE OLIVEIRA, CRISTIANE FRANCA DA SILVA, MARIA
DE NAZARE CORREIA SOEIRO
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A doenca de Chagas (CD), causada pelo Trypanosoma cruzi, € endémica em paises
da América Latina incluindo o Brasil, afetando mais de 10 milhdes de pessoas. Até o
momento, sua terapia é baseada em dois farmacos (nifurtimox (Nf) e benznidazol (Bz))
descobertos hd mais de quatro décadas, efetivos somente nas infec¢cbes agudas e
crdnicas recentes, sendo ainda consideravelmente téxicos, o que justifica a busca por
novas alternativas terapéuticas. Neste contexto, o uso de sangue autélogo, que
consiste na retirada de sangue venoso para imediata aplica¢éo intramuscular, tem sido
descrito como procedimento médico e veterinario para terapia de diferentes agravos
de origem infecciosa, auto-imune, inflamagdes cronicas e degenerativas ou de origem
neoplasica. Uma vez que esta técnica vem sendo utilizada de modo informal no Brasil
devido a falta de embasamento cientifico que justifique seu uso, este estudo visa
investigar, através de ensaios pré-clinicos, as possiveis altera¢des induzidas na
ativagcdo de macrofagos peritoneais no curso da infeccdo in vitro pelo T. cruzi em
modelo murino. Os animais foram tratados com 10 e 20 uL de sangue autélogo ou
NaCl 0.85% por trés vezes a cada 5 dias e eutanasiados apdés 48 horas e uma
semana da Ultima administracdo para coleta de células peritoneais. Houve ainda o
grupo controle sem administragdo, mas com coleta de sangue via cauda (grupo néo
tratado). Os dados obtidos até 0 momento sugerem uma diminui¢cao parcial do indice
de infeccao in vitro de macréfagos recolhidos do peritdnio de animais tratados com 20
pL de sangue em comparacdo com o grupo néo tratado sendo 54-44% e 48-40% apoés
24 e 48h de interacdo, respectivamente nos animais eutanasiados pés 48h e uma
semana pos- tratamento, respectivamente. Porém, houve também uma diminuicdo nos
niveis de infecc¢do in vitro quando utilizamos salina (20 pL), alcangando 45-50% e 8-
55% apds 24 e 48h de interagdo, respectivamente nos animais eutanasiados pés 48h
e uma semana pOs- tratamento, respectivamente. E possivel que alteracdes teciduais
localizadas na area de inoculagéo intramuscular seja por si um dano fisico capaz de
resultar em ativagdo ndo especifica de fagocitos profissionais. Desta forma, nossos
dados estimulam a continuidade de pesquisas com a administracdo de sangue
autélogo e de salina (grupo controle) visando avaliar seu efeito sobre a infec¢éo por
T.cruzi e contribuir futuramente para identificacdo de novas alternativas para
tratamento de portadores chagasicos.
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PEPTIDEOS TERAPEUTICOS & BIOFARMACOS: CIENCIA, MERCADO E
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
SALVATORE GIOVANNI DE SIMONE
FIOCRUZ/CDTS-IOC

Os peptideos possuem uma grande diversidade funcional e os sintéticos empregados
para fins terapéuticos movimentam mais de 13 bilhdes de dolares em um mercado que
cresce 10% ao ano. A producéo e triagem de bibliotecas e arranjos de compostos
estdo bem estabelecidas como um método de alto rendimento de detec¢cdo e analise
de interacdes tanto em sistemas biolégicos quanto quimicos. As bibliotecas/arrajos
podem ser compostas de diferentes tipos de moléculas como peptidos, proteinas e
DNA. As aplicacdes das bibliotecas para a deteccéo e caracterizagdo de interagfes
biolégicas sdo amplas e diversificadas, incluindo, por exemplo, o mapeamento de
epitopos, identificacdo de dominios/sitios especificos, interacdo enzima-substrato e
interacdes proteina-proteina em geral. Nesta revisdo iremos nos concentrar na
historia, uso e aplicagéo biotecnoldgica de bibliotecas e/ou microarranjos de peptideos
sintétiticos para estudar as interacdes proteina-proteina em geral. A caracterizacdo
das interacBes proteina-proteina é crucial para a compreensao da funcionalidade das
células. Usando peptidos, € possivel mapear os locais de ligacdo precisos em tais
células. As bibliotecas/arranjos peptidicos complexos geralmente sdo compostas de
sequencias peptidicas de uma proteina que se sobrepdem parcialmente. Os peptidos
sdo normalmente ligados a um suporte sélido utilizando varias técnicas, como SPOT-
sintese, Spin-Spot e fotolitografia. Em seguida, a matriz/suporte é incubada com a
solugdo da proteina ligante, formando-se entdo o complexo de interesse. Finalmente,
a deteccdo do complexo € realizada geralmente através de um ensaio de
imunodeteccdo. A existencia de diversos sofwares capazes de interpretar e fornecer
resultados perfeitamente confidveis completa esta necesidade. Alem disso, estes e
outros estudos fundamentais podem abrir-nos oportunidades de compreender melhor
diversos processos celulares, com a caracterizagdo de padrdes de interagdo proteina-
proteina, que pode até se transformar em algoritmos de previsdo de sitios/dominios de
aminoacidos essencias destes processos. Os peptidos de ligagdo podem entédo servir
de base para o desenho de farmacos que inibem ou ativam as interagbes proteina-
proteina alvo. Apresentaremos um breve relato da fascinante histéria da sintese de
peptideos e o0s avangos recentes sobre a importancia de bilbiotecas/arranjos
peptidicos realizado em nosso e em outros laboratérios. Discutiremos também as
aplicacbes, vantagens e desvantagens do uso destas bibliotecas/arranjos de
peptideos como uma ferramenta para estudar as interacdes proteina-proteina em
geral, necessidade da metodologia ser quantitativa ou ndo e exemplos de aplicacdes
biotecnoldgicas, industriais e clinicas de varios peptideos sintéticos.
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Vacina terapéutica com adenovirus recombinante redireciona a resposta de
células T CD8+ e reverte a cardiomiopatia crénica induzida pelo Trypanosoma
cruzi
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A infecgé@o pelo Trypanosoma cruzi leva a uma grave doenga que aflige milhdes de
latino-americanos. Um terco dos pacientes infectados desenvolve cardiopatia
chagasica crbénica (CCC) caracterizada por persisténcia do parasito e desbalanco da
resposta imune do hospedeiro. Assim, a imunoterapia surge como uma alternativa
para estimular a imunidade protetora e, hipoteticamente, interromper a progressao e,
até mesmo, reverter a CCC. Aqui, esta ideia foi desafiada usando a estratégia do
protocolo homélogo prime-boost com adenovirus recombinante (rAd) transportando as
sequéncias codificadoras da proteina de superficie de amastigota-2 (ASP2) e trans-
sialidase (TS), previamente demonstrado ser eficaz em protocolos profilaticos.
Camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi
foram tratados com rAdASP2 + rAdTS em um protocolo homdélogo prime-boost iniciado
em 120 dias ap0s a infec¢@o (dpi), quando alteragbes imunoldgicas e cardiacas ja
estdo estabelecidas. A imunoterapia com rAdASP2 + rAdTS reduziu a resposta ao
estimulo policlonal, mas preservou a imunidade especifica mediada por interferon
gama (IFN-y), diminuiu a frequéncia de células T CD8+ potencialmente citotoxicas
(IFN-y+ CD107a + e CD107a+), enquanto aumentou os niveis sistémicos de IFN-y. De
modo importante, a vacina imunoterpica reverteu significativamente as alteracfes
elétricas apds o prime (analise em 160 dpi) e o boost (analise em 230 dpi) e aumentou
a sobrevida dos animais. Além disso, quando comparado com o pré-tratamento (120
dpi), na poés-terapia (230 dpi) os camundongos apresentaram menor perda de
conexina 43 e deposicao de fibronectina no coracéo e reducéo da atividade de CK-MB
e dos niveis de 6xido nitrico no soro, marcadores de lesdo de cardiaca. Assim, a
imunoterapia com adenovirus recombinante surge como uma alternativa racional para
interromper a progressao e reverter a lesao cardiaca na doenca de Chagas crénica.
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Descricéo de ninfas de primeiro estadio de Triatoma pintodiasi Jurberg, Cunhae
Rocha, 2013 (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae)
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A subfamilia Triatominae Jeannel, 1919 é composta de cinco tribos, 18 géneros e 147
espécies. Apresenta ampla distribuicdo na regido Neotropical, e seus representantes
sdo potenciais vetores da doenca de Chagas (DC). Recentemente, a espécie criptica
Triatoma pintodiasi, do subcomplexo T. rubrovaria, foi descrita com base em andlises
morfolégicas, morfométricas e bioquimicas. No entanto, sua biologia, ecologia e
comportamento ndo sao conhecidos. Com o propésito de ampliar os estudos
taxonbmicos acerca dos vetores da DC, este trabalho apresenta a descricdo
morfol6égica do primeiro estadio ninfal de T. pintodiasi. O estudo incluiu 10 ninfas de 1°
estadio provenientes do insetario do Laboratério Nacional e Internacional de
Referéncia em Taxonomia de Triatomineos (LNIRTT), as quais foram medidas e
observadas com o auxilio de um estereomicroscopio. Dentre suas principais
caracteristicas morfolégicas estdo: comprimento total do corpo, 2,35-2,55 mm;
coloracdo castanha, exceto anelagdo mediana no antenémero IV, espacos interdiais,
rostro e pernas castanho-amarelados; pro-, meso-, metanoto e pigidio castanho-
escuros; esternitos castanho-avermelhados; cabeca e térax com linhas transversais
rugosas; corpo com cerdas decumbentes inseridas em tubérculos; por¢céo posterior do
anteclipeo e apice da bucula com 1+1 tubérculos setiferos; tubérculos anteniferos com
1+1 tubérculos setiferos laterais; antendmero | com aproximadamente seis cerdas; |l
com 30 cerdas decumbentes e uma tricob6tria mediana fina e perpendicular; Il com
35 cerdas decumbentes; IV com 13 cerdas e seis tricobotrias, sendo: trés fileiras de
trés cerdas decumbentes, duas fileiras de tricobotrias muito esparsas, e trés cerdas
curtas apicais; térax com 12+12 tubérculos setiferos laterais, sendo cinco no pronoto,
guatro no mesonoto e trés no metanoto; umeros arredondados; pronoto trapezoidal;
mesonoto com 1+1 placas retangulares; metanoto com 1+1 placas elipticas;
mesosterno ou final do prosterno com carena ventral se estendendo até a base do 1°
segmento abdominal; e proepisterno com sulco triangular e rugosidades transversais
internas.
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Padrdes morfoldgicos das sensilla antenais e das asas da espécie amazbdnica
Rhodnius brethesi (Matta 1919) e a especificidade com a palmeira Leopoldinia
piassaba (Wallace, 1853).
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A maioria das espécies do género Rhodnius esta associada as palmeiras, e de acordo
com seu padrdo de associacdo de habitat sdo classificadas como especialistas ou
generalistas. Rhodnius brethesi é aparentemente especialista, infestando apenas
palmeiras da espécie Leopoldinia piassaba. Devido a esta possivel especificidade de
ecétopo mantém o ciclo de transmissdo silvestre em regibes de extrativismo da
piacava, localizada na Microrregido do rio Negro, Amazonas. Entretanto, esta descrito
em outras regides fora da area de ocorréncia da espécie de palmeira, como estado do
Maranhé&o e Para. Os triatomineos percebem os ambientes através das antenas que
sdo cobertas por estruturas sensoriais conhecidas como sensilla. O fendtipo antenal e
o perfil morfométrico vém sendo utilizados para diferenciar género, espécie e
populacbes de triatomineos, possibilitando analisar modificacdes advindas de
adaptacdes ao ambiente ou de alteragBes genéticas. Desta forma, através do perfil
das sensilla presentes nas antenas, e da andlise do tamanho e conformagéo das asas
espera-se obter informacdes sobre estruturas capazes de detectar variacbes e
especificidade de eco6topo das populacdes de R. brethesi. O objetivo do estudo foi
comparar os padrées morfolégicos, das antenas e das asas, entre espécimes de R.
brethesi criados no laboratério e silvestres e outras espécies do género Rhodnius, e
sua possivel especificidade em relagdo ao ecétopo palmeira. Com o intuito de analisar
0 conhecimento, sobre a espécie R.brethesi e a palmeira L. piassaba, pela populacao
humana, residente em areas, onde ha descri¢do, na literatura, da espécie R.brethesi,
foram distribuidos Kits informativos na Microrregido do Rio Negro, AM e em trés
municipios do Maranh&o. Paralelamente se investigou no Setor de Entomologia dos
Lacens do Par4d e do Maranhdo, e em Cole¢bes Entomoldgicas de Museus o
recebimento de espécimes de R.brethesi. Confirmamos que a distribuicdo da palmeira
L. piassaba, no Brasil, esta restrita a Microrregidao do Rio Negro, AM, e a espécie
vetora R. brethesi s6 foi encontrada colonizando essas palmeiras, tanto na margem
esquerda como direita do Rio Negro, sendo por isso considerado um vetor ec6topo
especifico. Tanto o padrao de sensilla antenais quanto o tamanho e a conformacao da
asa dos espécimes de R. brethesi foi possivel a separacdo dos espécimes por sexo e
ecOtopo, e esta espécie possui caracteristicas particulares em relacao as sensilla
antenais que lhe permite ser distinta das demais espécies de Rhodnius.
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A persisténcia de um cenario de vulnerabilidade a transmissdo da doenca de
Chagas em localidades rurais no municipio de Russas no Estado do Ceara/Brasil
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Introducdo: A doenca de Chagas é endémica nos Estados do Nordeste do Brasil.
Nessas regides, as populacdes susceptiveis a doenca sao geralmente formadas por
pessoas que vivem em extrema pobreza, em areas onde proliferam os vetores. Essa
interagdo vetor-homem surgiu mediante a criagdo de condi¢bes viaveis para a
presenca de triatomineos em habita¢cdes humanas, onde ainda € frequente o encontro
de casas de taipa, que propiciam a colonizagdo dos vetores da doencga. Objetivo:
Estudar a relagé@o entre o ambiente construido e a transmisséo da doenca de Chagas,
com vista a proposta de melhorias habitacionais. Metodologia: Foram investigadas
cinco localidades rurais do municipio de Russas (Patos do Tito, Sitio Maxixe, Riacho
do Barro, Timbauba do Pitingdo e Santo Antbnio), Ceara/Brasil.Tendo como base
questdes sociodemograficas e aspectos fisico-construtivos das residéncias, foram
aplicados questionérios a 163 familias das respectivas localidades de abrangéncia do
estudo. Foram realizadas também buscas de triatomineos em todo domicilio e
peridomicilio. Resultados e Conclusf@es: Foram capturados 365 espécimes de
triatomineos, com o predominio de Triatoma brasiliensis (324 espécimes), 32
espécimes de Triatoma pseudomaculata, e 9 de Rhodnius nasutus. Todas as capturas
foram realizadas no peridomicilio, com excecdo de uma residéncia de taipa
abandonada utilizada como um galinheiro. Com relagdo ao tipo de construcdo
encontrada nas localidades estudadas, foram observadas 163 residéncias, sendo
59,51% (97/163) de alvenaria com ou sem reboco, 34,97% (57/163) de taipa e
5,52% (9/163) mistas (tijolo e taipa). A grande propor¢cdo de casas de taipa nas
localidades, ainda hoje em construcdo, é decorrente ndo s6 de questdes econdmicas,
mas também culturais. Foi observado também que as casas de taipa sdo construidas
de maneira inadequada, onde, além de ndo possuirem baldrame, os beirais sdo
pequenos ou inexistentes, possibilitando a infiltracdonas paredes e tornando-as mais
vulneraveis as intempéries. Quanto as casas de alvenaria, observou-se que
geralmente as construgfes séo realizadas sem elemento estrutural, favorecendo néo
somente a instabilidade e fragilidade das paredes das residéncias, bem como a
percepcdo comumente revelada por moradores de que uma casa de pau-a-pique,
ainda que ndo construida de maneira adequada, € mais segura em relagdo a
estabilidade da construcdo. A falta de oferta de habitacdo alternativa de maior
gqualidade e estabilidade, e de orientacdo adequada para constru¢cdes mais seguras
sdo as maiores responsaveis pela presenca de casas de taipa na localidade. O tipo de
construcao e a presenca de triatomineos indicam que a regido necessita de constante
vigilancia entomoldgica.



Resumo 112
Tema — Vetor e Ciclo de Transmissao
ALTERACOES AMBIENTAIS E RISCO DE RE-EMERGENCIA DA DOENCA DE
CHAGAS NA CIDADE DE SALVADOR, BA

Gilmar Ribeiro Jr (Ribeiro Jr, G.) @, Carlos Gustavo Silva dos Santos (Santos,
C.G.S.)@ | Alekhine Amorim (Amorim, A.)®, Sonia Gumes Andrade (Andrade, S.G.)
@ Mitermayer G. dos Reis (Reis, M.G.)®

@ Laboratério de Patologia e Biologia Molecular, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz,
Fiocruz. Salvador, Bahia, Brasil.

@ Laboratério de Chagas Experimental, autoimunidade e imunologia celular e Imuno-
modulagéo, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fiocruz. Salvador, Bahia, Brasil.

A epidemiologia da doenca de Chagas (DCH) tem se tornado mais dindmica nos
altimos anos com a alteragé@o do perfil dos principais vetores sinantrépicos. A cerca de
20 anos, os principais responsaveis pela transmissdo da doenca eram vetores
exoticos, predominantemente no intradomicilio, no entanto, a constante antropizacao
dos remanescentes de mata nas grandes e pequenas cidades ou destruigdo
progressiva dos ecotopos naturais tem forcado os vetores silvestres nativos a se
adaptar ao ambiente antropizado, aumentando o risco de re-emergéncia da doenca de
Chagas nestas localidades. Entre os anos de 2007 e 2011, analisamos 930
exemplares de triatomineos oriundos da zona metropolitana da cidade de Salvador,
capturados no peri e intradomicilio, que apresentaram uma taxa média de infec¢éo por
T. cruzi de 62%. Testes moleculares em uma sub amostra, randomicamente
selecionada, (212 de 448 passiveis de analise) demonstraram a existéncia de mais do
que um tipo de T. cruzi circulante inclusive com co-infeccdo de cepas no mesmo
triatomineo (T. cruzi 1=47%; T. cruzi 11=39%, infeccdo multipla=14%; N=212).
Demonstramos que os padrdes alimentares desta espécie de triatomineo foram:
sangue de aves (45%), marsupial (35%), ruminantes (5%) e roedores (5%). O risco
relativo dos triatomineos que estavam alimentados com sangue de marsupial e que se
apresentaram infectados foi de RR=1.95 (IC=1.22-3.11). Para aqueles alimentados
com sangue de aves foi observado um efeito protetor contra a infeccdo, RR=0.43
(IC=0.30-0.73). Apesar dos resultados apontarem para o status de espécie silvestre
em processo de peridomiciliagdo, a constatacdo da ocorréncia de triatomineos
infectados no domicilio humano demonstra o risco de transmissdo da doenca de

Chagas.
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Ciclo bioldgico de Triatoma sherlocki Papa, Jurberg, Carcavallo, Cerqueira & Barata,
2002 (Hemiptera: Heteroptera: Reduviidae: Triatominae) em condicGes de laboratorio.
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No Brasil, ap6s a significativa reducdo das populagdes de T. infestans, em funcéo
das acbes do controle vetorial, observou-se aumento consideravel da presenca de
espécies nativas nos ecétopos artificiais, tais como: Triatoma sordida, Triatoma
brasiliensis brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Panstrongylus megistus e Triatoma
rubrovaria. Triatoma sherlocki foi encontrada no distrito de Santo Inacio, municipio de
Gentio do Ouro, no estado da Bahia, Brasil. No ambiente natural habita complexos
rochosos, apresentando infeccdo natural por Trypanosoma cruzi. Em Encantado, um
assentamento de garimpo de pedras ornamentais, foi realizado o primeiro registro de
ninfas e adultos no interior dos domicilios. Informacdes sobre seus aspectos bioldgicos
sdo inexistentes, tornando-se necessarios para estimar o seu potencial de colonizacdo do
domicilio. Para isso, foram efetuadas coletas no ambiente silvestre em Santo Inacio no
ano de 2010 para o estabelecimento de colénias mantidas em condicGes controladas de
temperatura (24,6 £ 1,3 °C) e umidade relativa (71,6% = 6,3) ndo controlada. Para este
estudo, foram selecionados aleatoriamente 123 ovos a partir de trinta casais mantidos
juntos. Assim, acompanhou-se o desenvolvimento de ovo-adulto, onde se registrou os
seguintes parametros: i. duracdo das fases de desenvolvimento, ii. nimero de
alimentacdes realizadas e iii. mortalidade. Os insetos foram alimentados semanalmente
camundongos Mus musculus. Os resultados demonstraram que o periodo de incubacéo
dos ovos variou de 36,0 a 46,0 dias, com média de 41,0 + 2,1 dias. Verificou-se que o
tempo requerido para o desenvolvimento de cada fase foi decrescente até o 2° estadio,
voltando a crescer até o 5° estadio. O menor periodo médio de desenvolvimento
registrado foi de 29,2 + 3,3 dias para N2 e o maior foi 142,4 + 37,1 dias para N5. A
média de duracédo do ciclo biologico da oviposi¢do a muda imaginal foi de 325,0 £ 40,0
dias com um periodo minimo de 255 e maximo de 410 dias, superior aos valores
obtidos para outras especies mantidas em condi¢des similares, indicando que esta
espécie apresenta 1 geracdo por ano. O numero de repastos sanguineos variou de 1 até
11 dependendo do estadio de desenvolvimento, essa caracteristica aumenta o contato
vetor-hopedeiro, aumentando a probalidade de aquisi¢do ou transmissao de T. cruzi. A
taxa de mortalidade total foi baixa (6,5%) em relagdo a outras espécies de triatomineos,
mostrando que esta espécie adaptou-se bem as condi¢bes de laboratorio. Portanto, os
resultados sugerem que, nas condi¢cdes de laboratdrio, esta espécie desenvolve uma
geracdo anual, consequentemente favorecendo a baixa densidade populacional.

Apoio: FAPERJ, Capes, FIOCRUZ e CNPq



