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Introducao

A iniciativa da Fapemig com a criagdo
do edital PPSUS representou um avango
importante na consolidagio de iniciativas
de programas estruturantes interinstitu-
cionais. Nesse contexto, acdes de parceria
entre ECTIs do Estado de Minas Gerais,
incluindo atividades multidisciplinares
estabelecidas entre CPQRR/UFMG/UFOP
permitiram a criagao de dois programas es-
truturantes com impacto promissor, a longo
prazo, para a disponibilizagdo de insumos
para a saude publica. Entre eles, podemos
citar o RIPAg (Rede Integrada de Pesqui-
sa de Antigenos Recombinantes aplicados
no diagndstico de doengas negligenciadas)
e o P3D (Programa de Descoberta e De-
senvolvimento de Drogas para tratamento
de doengas negligenciadas). A criagao do
P3D representou um marco na iniciativa
de elaboracao de projetos de pesquisas
que foram submetidos ao Edital de Gru-
pos Emergentes em 2009 e ao PPSUS em
2010. O P3D possui uma estrutura de deli-
neamento experimental que inclui diversos
eixos do processo de Descoberta e Desen-
volvimento de Drogas. Entre eles, ensaios
de triagem inicial de produtos naturais e
substancias sintéticas, empregando ensaios
in vitro (ensaio de atividade bioldgica) e in
vivo (toxicidade aguda em modelo animal)

foram subsidiados pelos programas apoia-
dos pela Fapemig. No ambito do P3D, as
leishmanioses foram eleitas como doencas
negligenciadas importantes como alvo na
busca de novas alternativas de tratamento.
As opgoes terapéuticas para o tratamento
das leishmanioses sao insuficientes e apre-
sentam problemas como baixa eficacia, ele-
vada toxicidade e a emergéncia de cepas
resistentes. Esse cendrio é agravado pelo
nimero limitado e pela falta de inova¢ao
nos programas de desenvolvimento de no-
vos farmacos na drea de doengas negligen-
ciadas. Neste contexto, no processo de des-
coberta e desenvolvimento de fairmacos, os
ensaios bioldgicos sao imprescindiveis para
a identificagdo de compostos bioativos. Os
ensaios utilizados para a triagem de drogas
com atividade citotdxica para protozoarios
do género Leishmania compreendem dife-
rentes processos, incluindo a utilizagido do
parasito integro (forma livre ou intracelular)
ou enzimas especificas de seu metabolismo
como alvo celular. Esses ensaios permitem a
triagem de um grande numero de amostras
que, apresentando atividade, sdo posterior-
mente submetidas a ensaios secundarios
confirmatdrios para descrigdo da atividade
observada e sua toxicidade, por meio de me-
todologias de maior complexidade. Sendo
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assim, um dos focos do presente projeto
consistiu na padronizagdo de um novo en-
saio funcional multiparamético que permite
simultaneamente a avaliagcdo de compostos
com potencial leishmanicida e sua citotoxi-
cidade (imunotoxicidade).

Objetivo

Padronizar uma nova metodologia
multiparamétrica in vitro por citometria
de fluxo para avaliar potenciais atividades
leishmanicida e citotéxica de substincias
puras e produtos naturais, com vistas a des-
coberta de prototipos tteis para o desenvol-
vimento de outros firmacos antiparasita-
rios, com énfase em doengas negligenciadas
como as leishmanioses.

Metodologia

O método desenvolvido consiste em um
ensaio de internalizagdo de formas pro-
mastigotas de L. (V.) braziliensis fluores-
centes por mondcitos do sangue periférico
humano (processo de fagocitose) e analise
simultanea de toxicidade por citometria
de fluxo. Foram estabelecidas as condig¢des
ideais para avaliar a eficiéncia de fagocitose
pela determinagédo do percentual de inter-
nalizagdo de formas promastigotas fluo-
rescentes e de avaliacdo de citotoxicidade
por quantificacdo de células em apoptose
e necrose. Onze extratos vegetais e quatro
substancias sintéticas sabidamente leishma-
nicidas, por avaliagdo em ensaios conven-
cionais, apresentaram diferentes perfis de
resposta leishmanicida e de citotoxicidade.
Dois farmacos de uso clinico (Anfotericina
B e Glucantime®) foram utilizados como
referéncia nessa nova metodologia.

Resultados

Numa etapa inicial, tivemos sucesso
na identifica¢do de um produto natural
isolado de basidiomicetos que apresentou
atividade antiparasitaria in vitro contra for-
mas amastigotas de Trypanosoma cruzi e
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Leishmania, sem alteragdo dos fendtipos de
células CD16(+), CD14(+), CD19(+), CD4(+)
e CD8(+) do sangue periférico humano,
demonstrando efeito imunomodulador
ndo citotéxico. Em estudo paralelo, foi es-
tabelecido um ensaio de identificagdo de
substancias com potencial leishmanicida e
baixa imunotoxicidade, permitindo, assim,
identificar novas entidades quimicas tteis
para o desenvolvimento de novos fairmacos
para o tratamento de doengas negligencia-
das utilizando a citometria de fluxo.

Conclusao

A iniciativa de criagdo do PPSUS pela
Fapemig estimulou o fortalecimento de pro-
jetos de pesquisa inicialmente conduzidos
de forma isolada por ECTIs do Estado de
Minas Gerais, permitindo a formagdo de
Consdrcios de Pesquisadores direcionados
em busca de solugdes para o diagnostico e
o tratamento de doengas negligenciadas. A
continuidade de investimentos na moda-
lidade PPSUS - Doengas Negligenciadas
certamente permitird que outras iniciativas
de criagdo de consorcios multidisciplinares
interinstitucionais possam ser estabeleci-
dos, além de subsidiar a continuidade das
parcerias ja existentes no Estado de Minas
Gerais. Em suma, o novo ensaio funcional
demonstrou ser util como uma metodologia
confirmatdria para a selecdo de substin-
cias ou extratos brutos mais promissores. A
inovagdo metodologica alcangada com esse
projeto demonstrou ser um ensaio multipa-
ramétrico mais robusto, de maior sensibili-
dade e quantitativo. A substancia / extrato
bruto de melhor atividade antiparasitaria
avaliada pela redugio de parasitos fagoci-
tados pelos mondcitos e menor toxicidade
nesse ensaio podera ser selecionada entre
seus pares para os posteriores estudos nas
diferentes etapas de desenvolvimento de
farmacos, bem como para estudos in vivo. m
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