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EPIGRAFE

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nédo é sendo uma gota de a4gua no mar.

Mas 0 mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

(Madre Tereza de Cal.



RESUMO

Introducdo: a doenca de Chagas é uma doenca parasitaria endémica na América Latina,
com cerca de 6 a 7 milhGes de pessoas infectadas. Embora descoberta a mais de 100 anos
seu tratamento limita-se ao Benznidazol e Nifurtimox, dois nitro-imidazdis de eficacia
limitada que promovem uma série de efeitos adversos importantes. Objetivo: o presente
trabalho busca evidéncias que apontam para uma melhora na terapéutica da doenca por
meio da associacdo de Benznidazol a outros farmacos. Metodologia: para tal foi realizado
uma revisdo de artigos indexados nas principais bases de dados, em busca de trabalhos que
abordam a associa¢do do Benznidazol a outros farmacos no tratamento dessa enfermidade.
Em seguida foi realizada a extracao padronizada dos dados, andlise criteriosa dos resultados
e agrupamento em classes. Resultados: foram encontrados um total de 17 artigos dos quais
6 deles associados a Benznidazol resultaram em cura, no entanto, outros efeitos sinérgicos
foram detectados em boa parte das associagdes como reducdo da parasitemia, diminuicéo
dos danos cardiacos e aumento da atividade motora e exploratéria em murinos.
Consideracéao final: foi possivel concluir que os resultados apontam evidéncias que no
futuro podem resultar em terapéuticas mais eficazes, entretanto, os resultados evidenciam
em boa parte efeitos sinérgicos expressivos, mas tratam-se de estudos pré-clinicos que
precisam seguir em direcdo as demais fases da pesquisa clinica.

Palavras chaves: Benznidazol, doenga de Chagas, doengas negligenciadas, sinergismo

farmacoldgico, Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Introduction: Chagas' disease is an endemic parasitic disease in Latin America, with about
6 to 7 million people infected. Although discovered more than 100 years ago, its treatment
is limited to Benznidazole and Nifurtimox, two limited-effectiveness nitroheterocyclics that
promote a number of important adverse effects. Objective: the present work seeks evidence
to show an improvement in the treatment of chagas' disease through the association of BZ
with other drugs. Methodology: a review of articles indexed in the main databases, then
standardized extraction of the data, careful analysis of the results and grouping in classes.
Results: a total of 21 articles were found, 6 of them associated with BZ resulted in cure;
however, other synergistic effects were detected in most of the associations, such as
reduction of parasitemia, reduction of cardiac damage and increased motor and exploratory
activity in murine. Final considerations: although the results show a significant synergistic
effect, these are preclinical studies that need to follow the other phases of clinical research.

Key Words: Benznidazole, Chagas Disease, Neglected Diseases, Pharmacological

Synergism, Trypanosoma cruzi.
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1. INTRODUCAO

Descoberta em 1909 por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, sendo batizada com seu
nome, a doenca de Chagas € uma doenca parasitaria que tem como agente etioldgico o
protozoario Trypanosoma cruzi. A doenga é transmitida por insetos comumente conhecidos
como barbeiros pertencentes a familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Esses vetores
podem transmitir a doenca tanto para o0s seres humanos quanto para animais domesticos
como gatos e cées, e animais silvestres, como roedores e tatus (Santos et al, 2016).

E uma doenca preocupante devido a sua endemicidade na América Latina que se
distribui por 21 paises como Brasil, Argentina, Bolivia, México, entre outros, com maior
frequéncia nos paises continentais. No entanto, outras regides do mundo sofrem com o
aumento no namero de casos, como nos Estados Unidos e Europa e até mesmo em paises
do Pacifico Ocidental. Isso se deve aos movimentos migratorios e ao fluxo de viagens para
essas regides. A prevaléncia da doenca é de cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas,
ocasionando 10 mil dbitos por ano. Além disso, 25 milhdes de pessoas estdo em risco de
contrair a doenga no mundo (WHO, 2018). No Brasil ha estimativas de cerca de 1,5 milh&o
de pessoas infectadas (WHO, 2015). Outras estimativas relatam um total de 14.000 6bitos
por ano na América Latina (SCHMUNIS& YADON, 2010) e cerca de 6.000 6bitos no
Brasil (MARTINS-MELO et al, 2012).

A endemia da doenca de Chagas é resultado de um desequilibrio ecolégico que
resultou em prejuizos substanciais que afetaram a sobrevivéncia dos triatomineos na
natureza. O desmatamento progressivo contribuiu em muito para o estabelecimento desse
quadro, uma vez que a reducdo de animais silvestres resulta em menor quantidade de
alimento disponivel e a necessidade de se procurar alternativas fez com que esses vetores se
aproximassem de residéncias para se alimentarem de animais domésticos e até mesmo das
pessoas que ali residem (WHO, 2018).

As doengas negligenciadas apresentam nimeros alarmantes de cerca de 1 bilhdo de
pessoas infectadas em todo mundo, que em sua maioria vivem em situacdo de pobreza. Séo
exemplos destas enfermidades: maléria, dengue e hanseniase, além da doenca de Chagas.
Uma critica que se faz para a capacidade de superacdo desse quadro € a dificuldade em
transformar o conhecimento obtido nas pesquisas cientificas em novas alternativas

terapéuticas ou formas de diagndstico. Esse fato estd relacionado com o desinteresse da
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industria farmacéutica devido a baixa garantia de lucro uma vez que a populacdo afetada,
em sua maioria, é de baixa renda e residente em paises em desenvolvimento (BRASIL,
2010). No entanto, a doenca de Chagas tem impacto econdmico importante, pois 0 custo
anual no mundo supera U$ 7 bilhdes (LEE et al, 2013).

0 inseto/vetor pica e defeca ao mesmo
tempo. O tripomastigota presente nas Os tripomastigotas invadem as

No vetor ‘ fezes passa a fenda na pele ao cogar @ ° células onde se transformam em

barbeiro ou esfreqar amastigotas
af | T——"
Transforma -se em tnpomastigotas a O \

@ |
invadem novas células em

Multiplicam-se ‘.
Tripanomastigotas sanguineos |
sao absorvidos por novo inseto ( |

em nova picada J diferentes regides do corpo

6 Nova picada l ! e se multiplicam como

- / | \ amastigotas
Transformam-se em ) /|
° epimastigotas no intestino |

do inseto g_

/
\= ‘ /' S A

homem

Os amastigotas multiplicam-
se dentro das células
assexuadamente

Os tripanossomas entao

Os amastigotas transformam-se
A + Estagio infecdoso em tripomastigotas e destroem
a celula saindo para o sangue
= Estagio diagnostico

Fonte: CDC (2013), traduzida.

Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi no homem (BRASIL, 2016).

A transmissdo da doenca de Chagas ocorre por diferentes meios: vetorial, via
transplante de 6rgaos, via oral por meio de alimentos contaminados, durante a gestagdo por
via congénita ou por transfusdo de sangue (Coura, 2007, de Noya, 2015). Durante o ciclo
bioldgico do T. cruzi, conforme a figura 1, o parasita transita por hospedeiros vertebrados e
invertebrados apresentando diferentes formas. O triatomineo no momento do repasto, a
partir de um mamifero infectado, ingere a forma tripomastigota sanguinea. Posteriormente,
no intestino médio do barbeiro, ela vai se diferenciar em epimastigota e, em seguida, em

tripomastigota metaciclico, forma infectante que permanece na porcdo final do trato
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digestivo. Em um préximo repasto, ao se alimentar de outro mamifero, os tripomastigotas
metaciclicos serdo eliminados nas fezes ou na urina podendo infectar o hospedeiro ao entrar
em contato com a lesdo feita para o respasto ou em contato com as mucosas. O hospedeiro
pode adquirir a infeccdo também por via oral, nesse caso as fezes ou urina do barbeiro
contaminadas com o parasita entrardo em contato com alimentos que serdo posteriormente
ingeridos (Bern, 2015, Coura, 2015, de Souza et al., 2010).

Dentro do hospedeiro, o tripomastigota metaciclico pode infectar diferentes tipos de
células nucleadas, dentre elas fibroblastos e macréfagos. Durante o processo de invasao,
um passo importante € a formacao de vacuolos parasitéforos que envolvem o parasito e que
irdo se fundir com o lisossomo conferindo as caracteristicas acidas necessarias para a
diferenciacdo de tripomastigota metaciclico em amastigotas, a forma replicativa intracelular
presente no hospedeiro vertebrado. ApOs sucessivas divisdes e transformacdo em
tripomastigota sanguineo, o parasita rompe a célula hospedeira sendo liberada na corrente
sanguinea, infectando outras células ou o vetor no momento do repasto (Barrias et al.,
2013, Bern, 2015).

A doenca se divide nas seguintes fases: aguda e cronica. A fase aguda é
caracterizada pela alta parasitemia na corrente sanguinea. Geralmente os sintomas séo
inespecificos como, por exemplo, vomitos, cefaleia, diarreia, mialgia. No entanto, o
paciente pode vir a apresentar manifestacdes cardiacas como miocardite difusa, arritmias,
insuficiéncia cardiaca, palpitacdo, tamponamento cardiaco; manifestacfes pulmonares
como tosse, dispneia, derrame pleural; assim como esplenomegalia e/ou hepatomegalia e
edema local ou generalizado. Deve-se ressaltar que a doenca de Chagas decorrente de
transmissdo por via oral se torna mais relevante ao elevar a taxa de morbimortalidade,
tendo em vista que a insuficiéncia cardiaca se torna mais frequente e por vezes mais grave;
nesse caso pode aparecer também melena, hematémese e hematoquezia (BRASIL, 2016).

A fase crbnica por sua vez, subdivide-se nas formas indeterminada, cardiaca,
digestiva e mista (BRASIL, 2016).

A fase indeterminada é o periodo de laténcia entre a fase aguda e cronica. Nesse
caso, 0 hospedeiro apresenta sorologia positiva para T. cruzi, mas baixa parasitemia. Essa
fase pode durar décadas sem manifestacdo dos sintomas, algo entre 20 e 30 anos. No

entanto, 50-60% dos portadores permanecerdo nessa fase e 0s demais seguirdo para as

11



formas cronicas (cardiaca, digestiva ou mista) a uma taxa de 2 a 3% ao ano (BARBOSA et
al., 2015).

A prevaléncia da forma cardiaca fica entre 20-30%, sendo a complicacdo mais
frequente e a mais preocupante da doenca. As manifestacdes clinicas podem se dar por
meio de arritmias, insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo e, em casos mais graves, pode
haver morte sibita (BARBOSA et al., 2015).

A forma digestiva, na maioria das vezes, ira afetar o es6fago e o coldn, resultando
em megaeso6fago e megacolon, respectivamente. Em menor escala afeta o estdbmago e
duodeno, levando aos quadros de megaestomago e megaduodeno, respectivamente. O
termo mega se refere a dilatacdo das visceras ocas ndo causadas por obstru¢cdo mecanicas.
A fisiopatologia é decorrente da destruicdo do sistema nervoso autdbnomo, principalmente
dos plexos Meissner e Auerbach, que resulta em incoordenacdo da atividade motora.
(BARBOSA et al., 2015). Essa desordem da atividade motora, no caso do megaes6fago,
resulta em um mal funcionamento dos esfincteres esofagianos superior e inferior, afetando
o transito do bolo alimentar. No entanto, pode ocorrer também azia, sialorreia, desnutricdo
e regurgitacédo, resultando em complicacdes como broncoaspiracdo e aumento das chances
de desenvolver cancer no esdfago. O megacolon atinge cerca de 4% dos pacientes
chagasicos, a destruicdo do plexo neural leva a uma ndo coordenagdo dos movimentos
peristélticos acompanhados de dilatacdo e hipertrofia do intestino. Esse quadro de estase
intestinal resulta principalmente em obstipacdo, fecaloma e distensdo abdominal.
(BARBOSA et al., 2015).

A presenca do parasito € um dos fatores responsaveis pelo estabelecimento de
lesbes no organismo tanto na fase aguda quando na crénica, por esse motivo recomenda-se
o0 tratamento antiparasitario tanto na fase aguda quanto na crdnica. No entanto, quando se
fala em cura alguns fatores devem ser considerados, como a fase da doenca, o tempo de
infeccdo, a resisténcia da cepa, os métodos utilizados para atestar a eficacia do tratamento
além do tempo de avaliacéo dos resultados (DIAS et al, 2016).

O diagnostico na fase aguda pode dar-se de maneira direta ou indireta. Na direta,
exames parasitologicos sdo realizados para detectar a presenca do parasita no sangue. J& na
indireta, busca de anticorpos IgG e IgM anti-T. cruzi sdo feitas. No entanto, a forma

indireta é apenas complementar uma vez que sua indicacdo se da somente quando o0 exame
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parasitolégico for negativo e ainda houver suspeitas clinicas. Sdo exemplos desses métodos

a hemaglutinacédo indireta ou 0 método imunoenzimatico. Ja o diagnostico da fase cronica,

elucidada na figura 2, se d& necessariamente por técnicas soroldgicas de alta sensibilidade

e/ou especificidade, podendo ser hemaglutinacéo indireta, assim como imunofluorescéncia

indireta ou ELISA. E preciso que dois desses testes se mostrem reagentes para que haja a

confirmacdo do diagndstico como demonstrado na figura 2. A avaliacdo do aparelho

circulatério por meio de eletrocardiograma, Ecodopplercardiografia e radiografia de torax

para a deteccdo de aumento da area cardiaca, e disturbios no ritmo cardiaco e de conducéo;

assim como, a do trato gastrointestinal por meio de técnicas radioldgicas de investigacdo do

esdfago e coldn para a deteccdo de megacdlon ou megaesdfago sdo determinantes para a
identificacdo da forma crénica (BRASIL, 2016).

Amastras de soro ou plasma

Pl

2 testes, metodos diferentes
[Elisa, IFI FHAI]

Ambos
reagentes

>

1teste ndo reagente
1 teste reagente

Coletar nova amostra

1

Repetir
2 testes, métodos diferentes
[Elisa, IFI /HAI)

Ambos
reagentes

1 teste nao reagente
1 teste reagente

Encaminhar amastras para
laboratdrio de referéncia

Figura 2 - Diagnéstico laboratorial para doenca de chagas na fase crénica. Fonte: Consenso Brasileiro

em Doenca de Chagas, 2015.
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O tratamento da doenca esta restrito a dois nitro-heterociclicos: Nifurtimox e
Benznidazol (BZ) e permanece o mesmo desde a década de 70. (DOCAMPO; STOPPANI,
1979). Tudo indica que o grupo nitro (NO2), presente na molécula de BZ, é reduzido ao
grupo amino NH: pela acdo de nitrorredutases. A enzima NADPH P450 redutase catalisa
essa reacdo transformando o NO2 em um intermediario radicalar (R-NO2) e,
posteriormente, em hidroxilamina (R-NOH). O efeito toxico contra o T. cruzi se deve a
acdo do radical nitro R-NO>— e as ligacOes covalentes estabelecidas com macromoléculas
do parasita como DNA nuclear e mitocondrial, lipideos e proteinas (CASTRO; DIAZ DE
TORANZO, 1988; URBINA, 2002). E sabido que o BZ estimula a liberacdo de interferon
gama (INF-y) acarretando aumento da fagocitose e consequente lise celular do parasito. E
por fim, 0 BZ promove a inibicdo enzimatica de NADH-fumarase redutase que resulta em
inibicdo do crescimento do parasita (RAJAO et al., 2014; ROMANHA et al., 2002). A

figura 3 reine os principais mecanismos.

heaumidarol

: ;/\)\\ @_. R-NO. = R-NO, —— R-NOH % R-NH.
i \/

NADH fumarato
redutase LIGACOES COVALENTES
® crescimento
2 celular
DNA NUCLEAR
{} FAGOCITOSE DNA MITOCONDRIAL Trypanosoma
PROTEINAS e
LIPIDEOS DE MEMBRANA
v
LISE CELULAR

Figura 3 - Diferentes mecanismos de a¢do BZ contra o T.cruzi (DAVANCO, 2016).

No entanto, o Nifurtimox foi proibido em diversos paises dentre eles o Brasil devido

a sua genotoxicidade, aos seus efeitos gastrointestinais e sob o sistema nervoso central
(DAVANCO, 2015). O mecanismo de acdo do Nifurtimox envolve a reducdo do grupo
14



nitro por acdo de nitrorredutases o que leva a geracdo de radicais livres e metabolitos
eletroliticos que acarretam dano oxidativo (Oliveira et al., 2018). O farmaco de primeira
escolha é o BZ, mas nos casos de intolerdncia ou casos refratarios ao BZ usa-se o
Nifurtimox (BRASIL, 2016).

A forma de apresentacdo do BZ € de comprimido de 100 mg, e o tratamento
consiste em duas a trés doses diarias durante 60 dias. Para adultos, a dose é de 5 mg/kg/dia,
para criangas, 5-10 mg/kg/dia e para lactantes, 10 mg/kg/dia. A dose mé&xima de BZ é 300
mg/dia. Os efeitos adversos derivados do uso de BZ sdo: diarreias, vomitos e nauseas, além
de dermopatias, neuropatia periférica e hipoplasia medular que podem resultar em
abandono do tratamento. Embora os efeitos adversos do Nifurtimox sejam semelhantes ao
BZ, o Nifurtimox vai provocar efeitos digestivos mais acentuados, além de disturbios
neuropsiquicos e anorexia (BRASIL, 2005). O tratamento com BZ nos casos de
transmissdo congénita atingiram taxas de cura entre 66 - 100% (Chippaux et al., 2010,
Schijman et al., 2003. DINIZ, 2013). Durante a fase aguda, a taxa de cura parasitologica é
40-76% (Andrade et al., 1992; Cancado, 2002). Nos casos cronicos recentes de criangas e
adolescentes tratados com BZ a cura parasitoldgica varia entre 62-87% no Brasil e
Argentina, mas na Bolivia foi limitada a 5,4%. Uma explicacdo plausivel é a resisténcia aos
farmacos presente nas diferentes cepas (Andrade et al., 1996; Silveira et al., 2000; Streiger
et al., 2004; DINIZ, 2013). No caso de pacientes cronicos tardios, as taxas de cura nao
superaram 19,1%. (DINIZ, 2013).

A pesquisa por novas alternativas terapéuticas contra a doenca de Chagas se faz
necessaria por uma série de razbes. Essa patologia atinge um grande contingente
populacional dentro e fora das areas endémicas, apresenta alta taxa de mortalidade e
incapacidade.

E importante destacar que é uma doenca negligenciada e, como tal, sofre com a
caréncia nos investimentos destinados a pesquisa, pois o tratamento atual é reduzido ao BZ
e Nifurtimox que sdo farmacos utilizados desde a decada de 70 que apresentam altos niveis
de toxicidade e efeitos colaterais e, além disso, apresentam pouca efetividade na fase
crénica.

Sendo o BZ o farmaco mais seguro e com menos efeitos colaterais em relagdo ao

Nifurtimox, esse trabalho busca referéncias nas quais a associa¢do do BZ a outros farmacos
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possa resultar em maior eficacia. Espera-se que por meio de abordagens que utilizem
diferentes mecanismos de a¢do concomitantemente possa resultar em tratamento menos

toxicos, que aumentam as chances de cura e que possam ser estendidos a fase cronica.
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2. OBJETIVO

Diante disso, esse trabalho tem como objetivo o levantamento e andlise criticos das
producdes cientificas referentes ao uso do Benznidazol associado a outros farmacos no
tratamento da doenca de Chagas, e com isso apontar para possiveis alternativas que
aperfeicoem o tratamento atual da doenca.

E esperado que os resultados apontem para uma maior taxa de cura, principalmente
na fase cronica. Para aqueles que ndo apresentem cura espera-se efeitos sinérgicos como
reducdo da parasitemia , assim como, reducdo da progressao das manifestacoes clinicas da

doenca.
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3. METODOLOGIA

A revisdo integrativa, que foi metodologia utilizada neste trabalho, foi realizada de
acordo com as seguintes etapas: delimitacdo do tema, busca na base de dados, aplicacdo dos
critérios de inclusdo, extracdo padronizada das informacdes, analise dos dados orientada
pela questdo norteadora: “O uso do Benznidazol associado a outros farmacos pode indicar
uma melhor alternativa farmacoldgica em relacdo a seu uso isolado no tratamento da
doenca de Chagas” e, por fim, apresentacdo da revisao.

A busca foi feita nas seguintes bases de dados: PUBMED, Portal de periddicos da
CAPES, Portal de periddicos da FIOCRUZ e Biblioteca Virtual em Sadde, utilizando os
seguintes descritores MeSH (Medical Subject Headings) “Benznidazole” and “drug
therapy, combination”. Em seguida, foram aplicados os critérios de inclusdo: textos
disponiveis na integra; artigos publicados em espanhol, francés, inglés ou portugués; no
periodo de 2000 a 2018; foram excluidas as duplicacdes. E por fim, foram considerados
aqueles que apresentaram adequacdo ao tema em questdo por meio da leitura do titulo e
resumo do trabalho.

Para a extracdo padronizada dos dados foi elaborado um instrumento (Anexo I), que

permitiu a categorizacao dos resultados de acordo com a classe farmacoldgica.
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4. RESULTADOS

Foram encontrados, 1613 artigos indexados nas bases de dados, dos quais 93 na
PUBMED, 6 no PORTAL DE PERIODICOS DA FIOCRUZ, 1426 no PORTAL DE
PERIODICOS DA CAPES e 88 na BVS. Apés a selecdo orientada pelos critérios de
inclusdo, restaram um total de 45 artigos, posteriormente, os mesmos foram lidos na integra
e 17 artigos (BVS 1, PERIODICOS DA CAPES 4, PORTAL DE PERIODICOS DA
FIOCRUZ 0 e PUBMED 12) atenderam a proposta deste estudo.

Dentre os artigos selecionados, seis apresentaram atividade curativa maior quando
comparado aqueles trabalhos onde foi utilizada a monoterapia com BZ (Tabela 1). H4 uma
maior predominancia de experimentos in vivo em relacdo aqueles in vitro , sendo que todos
0s experimentos in vivo foram realizados em modelo murino. Os compostos utilizados para
o0 tratamento da doenca associado ao BZ foram categorizados em 14 classes diferentes de

acordo com as informagdes dosa artigos.
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Tabela 1 - Relac&o de artigos encontrados e seus efeitos contra T. cruzi

Artigo Classe Farmaco | Mecanismo de | Modelo | Fase | Sinergismo | Cura
acao
(FAUNDEZ et al., 2005) Inibidor da y- Butionina Inibicdo da In vitro Né&o se Sim Né&o se
glutamilcisteina Sulfoximina biossintese de aplica aplica
sintetase. (BSO) glutationa.
(DA SILVA RODRIGUES et al., 2014) Derivados de Quinoxalina 4 Desconhecido In vitro Né&o se Sim Né&o se
quinoxalina aplica aplica
(GARCIA et al., 2016). Antidepressivo Clomipramina Inibidor da InvitroIn | Aguda Sim N&o
triciclico tripanotiona redutase vivo
resultando em
aumento de estresse
oxidativo.
(SANTOS et al., 2015) Derivados da ureia Suramina Desconhecido In vivo Aguda Néo Néo
(SESTI-COSTA et al., 2014) Complexo de ruténio RuBzNO:z Aumenta a Invitroe | Aguda Sim Né&o
hidrossolubilidade In vivo
do BZ, além de
servir como doador
de NO exercendo
efeito tripanocida.
(ARAUJO et al., 2000) Fluoroquinolona Ofloxacino Inibidor da In vivo aguda Né&o Né&o

Topoisomerase |1
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bacteriana, no T.
cruzi inibe a
proliferacéo e
diferenciacéo.

(PLANER et al., 2014)

Anti-histaminico

Clemastina

Inibidor seletivo dos

receptores H1

In vivo

Aguda

(PERON etal., 2017)

Dibenzilidenoacetona

A3K2A3

Possui dois grupos
nitro em sua
estrutura que vdo
participar na geracdo
de ROS e
consequente estresse

oxidativo.

In vitro

Aguda

Sim

(PENITENTE et al., 2015)

(ALVES et al., 2012)

Anti hipertensivo

Anti-hipertensivo

Enalapril

Espironolactona

Inibicdo da via do
citocromo P450. E
ainda diminuicéao do
processo

inflamatério.

Antagonista dos
receptores de

aldosterona.

In vivo

In vivo

Aguda
e

Cronica

Aguda

Sim

Sim

(NOVAES et al., 2016)

Curcuminoides

Curcumina

Potencializacéo das
respostas
imunoldgicas inatas

e adaptativas.

In vivo

Aguda

Sim

Sim
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(BATISTA etal., 2011) Diamidinas DB289 e Ligacéo nas In vivo Aguda Sim Sim
aromaticas e DB766 moléculas de DNA
arilimidamidas em
tripanossomatideos.
(DA SILVA et al., 2012) Avrilimidamidas DB183le Ligacdo nas In vivo Aguda Né&o N&o
DB1965 moléculas de DNA
em
tripanossomatideos.
(ARAUJO et al., 2000) Inibidores da Cetoconazol Inibigdo da esterol In vivo Aguda Sim Sim
biossintese de Cl4a- desmetilase
ergosterol CYP51
(DE FIGUEIREDO DINIZ et al., 2013)
Inibidores da Posaconazol Inibigdo da esterol In vivo Aguda Sim Sim

(BUSTAMANTE et al., 2013)

(PLANER et al., 2014)

biossintese de

ergosterol

Cl4a- desmetilase
CYP51
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(MARTINS et al., 2015) Inibidores da Itraconazol Inibic&o da esterol In vivo Aguda Sim Sim
biossintese de Cl4a- desmetilase
ergosterol CYP51
(BUSTAMANTE et al., 2013) Inibidor da via de Alopurinol Inibicdo de proteina In vivo Aguda Sim Sim
recuperacéo de e RNA, pela acéo da
(PLANER et al., 2014) purina. enzima Hipoxantina-
guanina que vai
integrar o alopurinol
ao DNA do parasita.
(ANDREO et al., 2015) Derivados do acido | Esteres de 4cido | Inducio de apoptose In vitro Né&o se Sim Néo
galico galico. e inibicdo da aplica

esqualeno epoxidase
que é uma enzima
envolvida na
biossintese de
ergosterol.




Inibidor da y-glutamilcisteina

A Butionina Sulfoximina (BSO) é um inibidor da y-glutamilcisteina, interrompendo assim
a biossintese de glutationa. A glutationa € uma molécula necessaria no processo de neutralizacdo
dos radicais de oxigénio, diminuindo possiveis danos causado por estresse oxidativo no parasita (
FAUNDEZ et al, 2005).

FAUNDEZ et al. (2005) buscaram avaliar a toxicidade do Nifurtimox e do Benznidazol
isoladamente ou associados a BSO sobre as formas tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas
de T. cruzi. Testes in vitro revelaram que o uso associado de BSO com BZ resultou em aumento
de até duas vezes a toxicidade em epimastigotas. Na forma tripomastigota, houve diminuicéo da
motilidade (observada por microscopia direta) e a toxicidade foi aumentada em torno de 3-4
vezes. Na presenca de BSO e BZ, a quantidade de células infectadas e a quantidade de parasitos
intracelulares foram reduzidas em 43% e 84%, respectivamente. Esses resultados apontam para
um sinergismo entre BSO e BZ, isso se deve a inibicdo do sistema de protecdo contra radicais de
oxigénio do parasita, 0 que leva a danos devido ao estresse oxidativo.

Derivados de quinoxalina

DA SILVA RODRIGUES et al. (2014) investigaram a atividade do derivado de
quinoxalina o 4(3-cloro-6-metoxi-2 (metilsulfonil) chamado de quinoxalina 4 contra a cepa Y de
T. cruzi. Em epimastigotas, o crescimento foi inibido e o composto promoveu alteragdes
estruturais como enrugamento da superficie celular e diminuicdo do corpo. Foi verificado
também presenca de autofagossomos e desorganizacdo do complexo de Golgi. Os efeitos deste
composto foram maiores que o BZ isolado. A viabilidade das formas tripomastigotas foi inibida
com ICso de 7.1 pM, no entanto, quando testado na presenca de sangue, os derivados de
quinoxalina apresentaram reducdo na sua atividade tripanocida com ICso de 109.5 uM. Além
disso, a analise em microscopio eletrénico de varredura permitiu a observacdo do encurtamento e
enrolamento do corpo celular. As formas amastigotas, quando tratadas com quinoxalina 4,
mostraram uma reducdo do numero de células infectadas e ainda da replicacdo no interior das
células hospedeiras, observando-se uma reducgéo de 50% da replicagcdo com 2.6 uM. No ensaio de
citotoxidade foi demonstrado que quinoxalina 4 é mais ativa contra o parasito do que toxica para

as células hospedeiras. O teste de hemdlise demonstrou uma taxa < 3% na presenca. Esses dados
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apontam para uma maior seletividade e seguranca da quinoxalina 4. Os tratamentos com
quinoxalina 4 associado ao BZ mostraram sinergismo contra as formas epimastigotas e

tripomastigotas.

Antidepressivo triciclico

Clomipramina € um inibidor da tripanotiona redutase, enzima que desempenha papel
importante na biossintese de tidis com efeito antioxidante para controle do estresse oxidativo
(DIAS et al, 2009).

GARCIA et al. (2016) avaliaram a associacio de BZ e Clomipramina (CMP) em modelo
in vitro e in vivo utilizando a cepa Tulahuen. In vitro, a associagdo do BZ com CMP demonstrou
efeito sinérgico contra a forma tripomastigota e amastigotas. Para os testes in vivo foram
realizados dois experimentos. No primeiro, camundongos foram tratados com doses varidveis de
BZ isoladamente ou em associacdo a 7,5 mg/kg CMP (dose fixa). Foi verificado um sinergismo
quando 25 ou 12,5 mg/kg/dia BZ foi associado com 7,5 mg/kg CMP. A combinagdo levou a
reducdo da parasitemia sendo que este efeito ndo foi verificado na monoterapia com BZ. No
segundo, a dose de BZ foi fixa (25mg/kg) e a de CMP variou. Neste modelo, as combinacdes
atingiram resultados satisfatorios, pois suprimiram a paresitemia, com exce¢do do esquema 25
mg/kg/dia BZ + 2,5 mg/kg CMP que apenas reduziu a parasitemia. Neste mesmo trabalho
também foi desenvolvido um modelo para a fase cronica da doenca. Aqueles animais que
receberam a associacdo 25 mg/kg/dia BZ + 7,5 mg/kg CMP apresentaram diminuicdo do peso do
coracdo, da atividade da creatinoquinase isoenzima MB (CK-MB), que € um biomarcador de
lesdo cardiaca. A técnica de PCR também demonstrou reducéo da parasitemia no tecido cardiaco
nesta associagao.

Derivados da ureia

SANTOS et al. (2015) investigaram o uso associado ou ndo a BZ em camundongos
infectados por T. cruzi. Normalmente, quando ocorre lise celular ha uma liberacdo de ATP
extraceular que age como sinalizador para a liberagéo de citocinas pro-inflamatorias por ativagdo
de receptores purinérgicos do tipo P2 do hospedeiro, que auxiliam no processo de contencdo do

processo infeccioso. No entanto, o T. cruzi possui ectonucleotidases que sdo enzimas capazes de
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hidrozilar o ATP afetando esse mecanismo de resposta imune. Trabalhos anteriores viram que a
Suramina, um derivado da uréia, atua como antagonista dos receptores P2 e como inibidore das
ectonucleotidases do parasita. Neste trabalho, verificou-se em modelo murino, que aqueles
infectados e tratados com a Suramina isolada ou associada a BZ apresentavam maiores niveis de
parasitemia quando comparados ao controle infectado/ndo tratado. Quantidade de DNA do
parasita no tecido cardiaco foi inversamente proporcional a dose de BZ administrada, ou seja,
quanto menor a dose de BZ, maior a presenca do DNA do parasito. Para aqueles tratados somente
com Suramina foram verificados valores mais altos de DNA do parasito e uma taxa de
mortalidade de 60% enquanto aqueles ndo tratados apresentaram 40%. A Suramina sozinha
revelou uma piora do quadro inflamatério do coracdo quando comparado ao tratamento associado
ou ndo ao BZ. O grupo ndo tratado e aquele tratado somente com Suramina apresentaram
aumento das citocinas pro-inflamatorias IFN-a, TNF-a ¢ IL-6 enquanto o0 BZ ou BZ associado a
Suramina foi capaz de reduzir os niveis dessas citocinas. A terapia associada e o BZ reduziram os
niveis IFN-Y'. Quantos aos valores de CK-MB, a monoterapia apresentou maiores valores o que
pode ser interpretado como um indicio de lesdo cardiaca. Sendo assim nesse modelo murino a
Suramina exerce um efeito antagénico quando associado ao BZ, e quando utilizada sozinha

promove uma piora do quadro infeccioso.

Complexo de ruténio

SESTI-COSTA et al. (2014) demostraram que RuBzNO» é uma estrutura molecular
capaz de aumentar a hidrossolubilidade do BZ. Na sua estrutura esta presente também molécula
de 6xido nitrico que exerce um efeito tripanocida também. Nesse trabalho, foi evidenciado um
maior efeito tripanocida contra tripomastigotas da cepa Y em relacdo ao BZ, sendo o I1Csg do
RuBzNO:; igual a 7,28 mM ja o do BZ, 110,48 mM. Além disso o0 RuBzNO; apontou para uma
maior seguranca ja que a citotoxicidade foi observada somente em doses a partir de 250 mM.
Células Vero infectadas com T. cruzi e incubadas com 50 mM RuBzNO: apresentaram maior
concentracdo de NO, houve também reducdo no numero de celulas infectadas, além da replicacéo
de amastigotas, enquanto o BZ teve o mesmo efeito somente em concentracfes de 200 mM..
Testes in vivo utilizando camundongos infectados com a cepa Y e tratados por 10 dias com a

mesma concentracdo de RuBzNO 4 umol/Kg ou BNZ 4 pmol/Kg evidenciaram que RuBzNO;
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garantiu uma maior reducdo na parasitemia e uma maior sobrevida. Outro aspecto importante é
que 20 dias apds apds a infeccdo 0 RuBzNO2 4 umol/Kg foi mais eficiente na diminuigcdo do
infiltrado inflamatorio no tecido cardiaco e na concentracdo de CK-MB comparado ao BNZ 4

pumol/Kg.

Fluoroquinolona

ARAUJO et al. (2000) fizeram um estudo para avaliar o tratamento com BZ +
Ofloxacino, uma fluoroquinolona que atua como inibidor da topoisomerase Il bacteriana e que no
T. cruzi inibe a proliferacdo e diferenciacdo do parasita. Camundongos foram divididos em
grupos de 10-14 animais e infectados com diferentes cepas de T. cruzi (CL Brener, Y e
Colombiana). Uma hora ap6s o tratamento com BZ, o Ofloxacino era administrado. O esquema
de tratamento foi iniciado logo apos a detec¢do da parasitemia (12-15 dias para CL e Colombiana
e 8-10 dias para Y) e durou 20 dias. Foram montados diferentes esquemas: BZ 25mg/kg, BZ
50mg/kg, BZ 100 mg/kg, e as associac¢des dessas doses de BZ com 100 mg/kg de Ofloxacino. Os
camundongos para serem considerados curados tinham que apresentar hemocultura,
xenodiagnastico e anticorpos anti-tripomastigotas negativos. No entanto, ndo foram verificadas
diferencas de cura em nenhuma das trés cepas usando o Ofloxacino isolado ou em associacéo
com BZ.

Anti-histaminico

PLANER et al. (2014) investigou a associacdo de Clemastina, um inibidor seletivo dos
receptores H1, a BZ. Para tanto, foi utilizado um modelo in vivo para testar os efeitos da
associacdo de 5 mg/kg Clemastina + 5 mg/kg BZ no tratamento da doenca. Os compostos foram
administrados por via oral durante 5 dias em camundongos infectados com a cepa Tulahuen. No

entanto, a Clemastina ndo demonstrou efeito sinérgico junto com BZ.

Dibenzilidenoacetona

As dibenzilidenoacetona sdo compostos de estrutura semelhantes aos curcuminoides, e
possuem atividade antitumoral, antiplasmodial e tripanocida. Nesse trabalho, o composto
(1E,4E)-2-methyl-1,5-bis(4nitrophenyl) penta-1,4-dien-3-one ou (A3K2A3) foi capaz de inibir a
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proliferacdo da forma epimastigota com desempenho superior ao do BZ, uma vez que o ICsg do
A3K2A3 foi de 1.99uM enquanto o BZ foi ICso 6.4uM. A proliferacdo de formas amastigotas
também foi inibida, isso foi evidenciado pela reducdo do nimero de células infectadas além da
reducdo da carga parasitaria por célula, apresentando um 1Cso 1.2uM. Um dado importante é que
A3K2A3 ndo apresentou toxicidade para célula hospedeira LLCMK2 e tampouco induziu
hemdlise, mesmo em altas doses como 1 mM. O tratamento do BZ + A3K2A3 apresentou um
efeito sinérgico para tripomastigotas, enquanto para epimastigotas e células LLCMKZ2, o efeito
foi antagdnico. Esse efeito sinérgico para a forma tripomastigota é de importante destaque por

esta ser a forma infectiva do parasita no hospedeiro vertebrado (PERON et al., 2017).

Anti hipertensivo

PENITENTE et al. (2015) avaliaram os aspectos inflamatdrios de camundongos tratados
com Enalapril sozinho ou associado ao BZ. Enalapril € um inibidor da enzima conversora de
angiotensina exercendo um efeito anti-hipertensivo. E sabido também que em modelo murino de
miocardite aguda uma melhora do quadro foi verificada devido a um efeito modulador do sistema
imune em que houve reducdo do infiltrado de leucdcitos e de citocinas circulantes. Para isso 5
grupos de camundongos foram infectados com a cepa VL-10, e posteriormente tratados por 30
dias com diferentes esquemas (infectado tratado com veiculo, Enalapril 25mg/kg/dia, BZ 100
mg/kg/dia, Ndo infectado tratado com veiculo) e analisados apds 120 dias. Ndo houve diferencas
no pico de parasitemia daqueles grupos tratados com BZ, Enalapril ou BZ + Enalapril. Nos
camundongos infectados, os niveis de quimiocinas pro-inflamatdrias e 1L-10 foram maiores no
dia 120 quando comparado aos ndo infectados. No entanto, aqueles tratados com BZ, Enalapril
ou BZ + Enalapril demonstraram menor infiltrado de leucdcitos no musculo cardiaco.
Camundongos infectados e tratados com BZ, Enalapril ou BZ + Enalapril apresentaram uma
reducdo na producéo de colageno tipo | e Il no tecido cardiaco comparado com o grupo infectado
e ndo tratado. No entanto, ndo houve diferencas significativas entres as terapéuticas adotadas.
Nos camundongos infectados houve um aumento das quimiocinas pro-inflamatorias CCL2 e
CLL5, o grupo que recebeu a associacdo de BZ + Enalapril conseguiu reduzir os niveis dessas
quimiocinas. A producéo de IL-10 foi elevada tanto nos grupos infectados tratados como aqueles

ndo tratados. O tratamento com BZ ou enalapril isoladamente foi capaz de reduzir os niveis de

28



Proteina C-reativa(CRP), j& nos grupos tratados com a associacdo desses dois farmacos houve
reducdo dos biomarcadores de lesdo cardiaca CK, CK-MB e CRP.

Espironolactona é um antagonista dos receptores de aldosterona aumentando a reabsorcao
renal de potéssio, foi descrito que em modelo de infeccdo tratados com esse farmaco houve
reducdo de 40% da mortalidade. ALVES et al. (2012) buscaram uma avaliacdo da condicdo
fisica, por meio de pardmetros ndo invasivos (peso corporal, consumo de &gua e racdo, atividade
motora, exploratdria e temperatura corporal), de camundongos portadores da doenca de Chagas
na fase aguda apos tratamento associado de BZ 100 mg/kg/dia e Espironolactona 20 mg/kg/dia
(SP). Para isso, camundongos foram divididos em :n&o infectados e néo tratados (N); Infectado e
néo tratado (Inf); camundongos infectados e tratados com Bz (Inf/Bz); camundongos infectados
e tratado com Espironolactona (Inf/Sp) e Camundongos infectados e tratado como Bz e
Espironolactona (Inf/Bz/Sp). Os grupos Inf e Inf/BZ apresentaram valores de parasitemia
semelhantes, atingindo pico no 8° dia de tratamento. Os grupos Inf/BZ e Inf/BZ e SP
apresentaram baixa parasitemia até o 7° dia e indetectavel no 8° dia. Em relacdo a mortalidade
cumulativa: Inf apresentou 80, Inf/SP 40, Inf/BZ e Inf/BZ e SP 0%. Em relacdo ao ganho de
peso: N 13,4 g; Inf |2,8 g; Inf/SP | 1,6 g, Inf/BZ 13,7 g; e Inf/BZ e SP 14,7g. Sobre o consumo
de racdo e agua: Inf |2,8g e 3ml; Inf/BZ |2,1g ¢ 1,7ml; Inf/SP |1g e 1ml; Inf/BZ e SP sem
alteracdo. Por Gltimo, na avaliacdo sobre atividade fisica: Inf/BZ e SP apresentou uma maior
atividade fisica e maior interesse exploratério em comparacdo a Inf/BZ. Diante disso, a
associacdo de BZ com Espironolactona quando comparada a monoterapia com BZ promove uma
melhora da condicdo fisica quando se destaca 0 aumento da atividade motora, 0 aumento do

ganho de peso e maior interesse exploratorio.

Curcuminoides

A Curcumina é um composto bioativo extraido da planta Curcuma longa, e possui
propriedades anti-inflamatorias, imunomoduladoras e antioxidantes. Camundongos infectado
comacepa Y de T. cruzi foram tratados, com os esquemas ilustrados na tabela 2, por cerca de 20
dias (NOVAES et al., 2016).
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Tabela 2 - Resultados da associacdo de Curcumina e BZ em camundongos infectados com T. cruzi. Fonte:

autoria propria.

Esquema Mortalidade em Auséncia de Recrudescimento | Curaem %
% parasitemia em %
sanguinea em %
Né&o infectado 0% - - -
Infectado e nédo 58.33% 0% - -
tratado
BZ 100 mg/kg/dia 0% 100% 25% 8.33%
BZ 50 mg/kg/dia 0% 100% 66,67% 58.33%
Curcumina 100 25% 75% 75% 0%
mg/kg/dia
BZ 100 mg/kg/dia 0% 100% 0% 83.33%
+ Curcumina 100
mg/kg/dia
BZ 50 mg/kg/dia 0% 100% 0% 41.67%

+ Curcumina 100

mg/kg/dia

Afim de avaliar o recrudescimento da infeccdo aqueles camundongos que continuaram

com parasitemia negativa foram submetidos a uma sequéncia de trés experimentos: primeiro a

parasitemia foi monitorada por 20 dias ap6s o tratamento, em seguida aqueles que continuavam

com parasitemia negativa foram imunossuprimidos com Ciclofosfamida, e por ultimo foram

analisados por hemocultura os camundongos que continuavam com parasitemia negativa. Para

ser considerado curado o camundongo deveria ser aprovado nos testes de recrudescimento e

ainda apresentar parasitemia indetectavel por PCR (NOVAES et al., 2016).

Como pode ser visto na tabela 2 a associacdo de BZ a Curcumina possui um efeito

sinérgico quando se leva em consideracdo principalmente a reativacdo da parasitemia e a taxa de

cura daqueles camundongos tratados somente com BZ e aqueles tratados com as associagOes
(NOVAES et al., 2016).
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Diamidinas aromaticas e Arilimidamidas

BATISTA et al. (2011) submeteram camundongos infectados com parasitos da cepa Y a

diferentes esquemas de tratamentos associando BZ com DB289 e DB766. Todos os tratamentos

eram iniciados no 5° dia ap0s a infeccdo e tiveram duragdo de 20 dias. Os critérios de cura foram

PCR e ensaio de hemocultura negativos realizados 40 dias ap0s o tratamento, sendo obrigatdrio a

negativacdo dos dois resultados. Na tabela 3 é possivel ver a reducdo dos niveis de parasitemia

sendo possivel destacar o efeito sinérgico da associacdo de DB289 e DB766 com BZ.

Tabela 3 - Parasitemia apds o uso de DB289 e DB766 associado ou ndo a BZ. Fonte: adaptado Batista et al.,

2011.

Esquema Via Reducdo da parasitemia

em %
BZ 50 mg/kg Oral 93%
DB766 50 mg/kg Intraperitoneal 99.4%
DB766 50 mg/kg+Bz 50 Intraperitoneal/oral 100%
mg/kg
BZ 50 mg/kg Oral 89%
DB766 50 mg/kg Oral 17%
DB766 50 mg/kg + BZ 50 Oral/oral 54%
mg/kg
DB766 50 mg/kg Intraperitoneal 96%
DB766 50 mg/kg + BZ 50 Intraperitoneal/oral 99.5%
mg/kg
DB289 25 mg/kg Oral 72%
DB289 25 mg/kg + BZ 50 Oral/Oral 99%

mg/kg
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Na tabela 4 se observa o efeito sinérgico da associacdo quando se destaca a reducdo da
taxa de mortalidade quando utilizadas as essas associagdes. Entretanto a cura, foi observada
somente no esquema DB766 50 mg/kg + BZ 50 mg/kg com taxa de 13%.

Tabela 4 - Avaliacdo da mortalidade e cura na utilizacdo de DB89 e DB766 associadas ou ndo ao BZ. Fonte:
Batista et al., 2011.

Esquema Via Mortalidade em % Cura
Né&o infectado - 0% 0%
Néo tratado - 73% 0%
BZ 50 mg/kg/dia Oral 6% 0%
DB289 25 mg/kg Oral 16% 0%
DB289 25 mg/kg + | Oral 0% 0%
BZ 50 mg/kg

DB766 50 mg/kg Intraperitoneal 60% 0%
DB766 50 mg/kg + | Intraperitoneal + Oral | 0% 13%
BZ 50 mg/kg

DB766 50 mg/kg Oral 57% 0%
DB766 50 mg/kg + | Oral + Oral 0% 0%
BZ 50 mg/kg

Em relacdo aos danos hepéticos, o BZ ndo foi capaz de reverter, mas DB766 ou DB766
associada a BZ reduziu em 69% e 57%, respectivamente, os niveis de TGP, biomarcador de lesdo
hepética, quando comparado aqueles ndo tratados. Para avaliar os niveis de lesdo musculares
foram considerados as dosagens de CK (creatinina quinase). BZ isoladamente reduziu em 70% 0s
niveis de CK, para BD 766 associado ou ndo ao BZ esses valores foram acima de 91%
(BATISTA et al., 2011).

DA SILVA et al. (2012) prop0s a investigagdo de DB1831 e DB1965 como alternativa
para a doenca de chagas. Para isso camundongos foram infectados com a cepa Y e submetidos a
diferentes esquemas de tratamento. Os critérios de cura foram: hemocultura, PCR e parasitemia
observada por microscopia de luz. O DB1831 apresentou efeito tripanocida dose dependente,
com eficicia maior que o BZ. O DB1831 foi capaz de reduzir o numero de cardiomiocitos
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infectadas e o numero de parasitas por célula. No entanto, devido a baixa solubilidade de DB1831
foi necessario desenvolver um sal (DB1965) com caracteristicas mais solGveis (da SILVA et al.,
2012).

In vitro DB1965 demonstrou maior eficacia e seletividade contra tripomastigotas e
amastigotas que o BZ. Fémeas foram tratadas com DB1965 por via intraperitoneal e demonstrou
efeitos colaterais importantes a partir de 200 mg/kg/dia e mortalidade com 400 mg/kg/dia. Ja por
via oral ndo houve efeitos toxicos e nem mortalidade. Posteriormente machos e fémeas foram
tratados com doses crescentes de DB1965, a dose de 400mg/kg foi fatal (da SILVA et al., 2012).

No primeiro esquema onde foram administradas 5 doses diaria durante 5 dias
consecutivos, e os tratados por via intrapeitonal com 12,5mg/kg/dia reduziram em 93% o0s niveis
de parasitemia, ja para aqueles tratados com 25 mg/kg/dia a reducéo foi de 99%. O DB1965 na
concentracdo de 100 mg/kg/dia com administracdo via oral reduziu em 51% e BZ via oral 100%.
N&o foi verificado cura em nenhum dos grupos (da SILVA et al., 2012).

No segundo esquema o DB1965 na dose 12,5mg/kg/dia foi utilizado durante 10 doses
diarias consecutivas. O BZ na concentracdo de 100 mg/kg/dia reduziu em 99,8% a parasitemia e
DB1965 em 97%. A taxa de sobrevida para os murinos tratados com DB1965 foi de 90% e para
aqueles tratados com BZ 100%. N&o houve cura (da SILVA et al., 2012).

No terceiro esquema foram adotados DB1965 5 mg / kg / dia, BZ 50 mg / kg / dia ou a
associacdo dos dois por 20 doses consecutivas. Todos os esquemas apresentaram 100% de
sobrevida, a reducdo da parasitemia foi de 100% (BZ), 100% (BZ + DB1965) e 84% (DB1965).
Nos trés esquemas o0 peso do coracdo atingiu parametros daqueles ndo infectados. O peso do
figado ficou dentro dos parametros daqueles ndo infectados apenas na associacdo de BZ +
DB1965. Ndo houve cura. Ndo foi constatado diferencas histopatoldgicas entre os tecidos
cardiacos nos grupos infectados (da SILVA et al., 2012).

Inibidores da biossintese de ergosterol

Cetoconazol
ARAUJO et al. (2000) investigaram o possivel efeito sinérgico da associacio de BZ com

Cetoconazol no tratamento da doenca de Chagas. Os camundongos foram divididos em grupos de
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10-14 animais, posteriormente infectados com diferentes cepas. Uma hora apds o tratamento com
BZ, o Cetoconazol foi administrado. O esquema durou 20 dias e foi iniciado logo apés a detecgdo
da paresitemia (12-15 dias para as cepas CL e Colombiana e 8-10, para a cepa Y). Os animais
considerados curados tinham que apresentar hemocultura, xenodiagndstico e anticorpos anti-
tripomastigotas negativos. A taxa de cura para a cepa CL evidenciou um efeito sinérgico na
associacdo de BZ e cetoconazol. A exemplo disso, o tratamento com BZ (25 mg/kg/dia) ou
cetoconazol (120 mg), isoladamente, ou em associacdo cetoconazol (120 mg/kg/dia + BZ 25
mg/kg/dia) resultaram em cura de 0%, 0% e 9,1% dos animais, respectivamente. Entretanto,
resultados mais eficazes foram obtidos na associacédo de BZ a 50 mg/kg/dia ou a 100 mg/kg/dia
com cetoconazol (120 mg/kg/dia) com taxas de cura de 100%, enquanto BZ 50 mg/kg/dia ou a
100 mg/kg/dia isoladamente apresentaram 9,1% e 100% de cura, respectivamente. Na infeccdo
com a cepa Y, o tratamento com Cetoconazol 120 mg/kg/dia obteve cura de 9,1%, ja 0s
tratamentos com BZ 25 mg/kg/dia ou a 50 mg/kg/dia apresentaram 0% de cura em ambos, porém
quando associados ao Cetoconazol (120 mg/kg/dia) atingiram cura de 38,5% e 92,3%,
respectivamente; 100% de cura foi atingido com o esquema de BZ 100 mg/kg/dia + Cetoconazol
120 mg/kg/dia, enquanto o uso de BZ (100 mg/kg/dia) isoladamente atingiu apenas 30,8%.
Curiosamente, a cepa Colombiana apesar de apresentar cura de 30,8% usando BZ a 100
mg/kg/dia + Cetoconazol a 120 mg/kg/dia ndo teve o valor considerada pois o valor de p estava
acima do adotado: p>0.05.

Posaconazol

E um inibidor da biossintese de ergosterol no parasita através da inibicdo da C14a-esterol
desmetilase CYP51. O ergosterol é um componente necessario para sua sobrevivéncia e
proliferacdo. Devido ao fato de o parasita ndo conseguir utilizar o colesterol do hospedeiro isso
confere uma maior seletividade do farmaco (URBINA, 2009).

Foram investigadas as combinacGes de BZ e Posaconazol como terapia contra a doenga de
Chagas aguda em murinos. Foi avaliada a atividade curativa em murinos infectados com a cepa Y
utilizando a monoterapia com BZ ou Posaconazol ou terapia combinada por 20 dias consecutivos:
BZ a 100, 75, 50 ou 25 mg/kg/dia e Posaconazol a 20, 10 ou 5 mg/kg/dia. Posteriormente, os

animais foram submetidos a um tratamento sequencial que consistia na administracdo de 100
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mg/kg/dia de BZ por 10 dias consecutivos e 20 mg/kg/dia de Posaconazol por mais 10 dias.
Também foi avaliada a cura e sobrevivéncia de murinos infectados com a cepa VL-10, altamente
resistente a BZ. Os animais foram submetidos por 20 dias a monoterapia ou associa¢do de BZ +
Posaconazol: 100 ou 50 mg/kg/dia de BZ isoladamente ou combinado com 20 ou 10 mg/kg/dia
de Posaconazol. Na cepa Y, as diferentes doses associadas resultaram em niveis de parasitemia
estatisticamente significativos, diferente do tratamento isolado onde a resposta foi dose
dependente. Quando associados BZ e Posaconazol, mesmo em doses menores, além de reduzirem
a parasitemia também foram capazes de elevar a sobrevivéncia para 83% (50 mg/kg/dia de BZ +
10 mg/kg/dia de Posaconazol) e 100% (25 mg/kg/dia de BZ + 5 mg/dia’kg de Posaconazol).
Quando tratados isoladamente com 100 mg/kg/dia de BZ ou 20 mg/kg/dia de Posaconazol houve
uma taxa de cura de 70% e 80%, respectivamente. As doses sub étimas de BZ obtiveram entre
20% e 0% cura No entanto, foi notado um efeito sinérgico quando associados doses menores,
resultando em taxas de cura maiores que o tratamento isolado. O esquema de 100 mg/kg/dia BZ
associado a qualquer dose de Posaconazol resultou taxas de cura entre 90 e 100% e boa tolerancia
ao tratamento com 100% de sobrevivéncia. O tratamento sequencial em murinos infectados com
cepa Y utilizando BZ 100 mg/kg/dia por 10 dias e posteriormente Posaconazol 20 mg/kg/dia por
10 dias resultaram em 80% de cura, enquanto o inverso resultou em 30% de cura. Murinos
infectados com a cepa VL10 foram tratados com 100 mg/kg/dia de BZ ou 40 mg/kg/dia de
Posaconazol e foi obtido 0% de cura. Quando tratados com 100 mg/kg/dia de BZ mais 5 ou 10
mg/kg/dia de Posaconazol a taxa de cura variou em 20-30% e os valores de parasitemia foram
menores quando comparado as monoterapias. O tratamento sequencial em murinos infectados
com cepa Y utilizando BZ 100mg/kg/dia por 10 dias e posteriormente Posaconazol 20 mg/kg/dia
por 10 dias resultaram em 80% de cura, enquanto o inverso resultou em 30% de cura (DE
FIGUEIREDO DINIZ et al, 2013).

Outro estudo utilizou-se da associacdo entre BZ (100 mg/kg/dia) + Posaconazol (20
mg/kg/dia), mas em camundongos imunossuprimidos com ciclofosfamida e busca pela presenca
do parasita através de PCR e hemocultura. Aqueles camundongos infectados com a cepa CL e
tratados com a associac¢do de BZ + Posaconazol por 10 dias atingiram a cura com eficacia similar
ao BZ sozinho por 20 dias. Esse esquema obteve melhores resultados que a monoterapia com BZ

por 10 dias (12% de cura). Em camundongos infectados com a cepa Brasil, foi atingida cura de
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100% no grupo tratado com 5 doses diarias de Posaconazol, seguido de 7 doses de BNZ com
intervalos de 5 dias entre cada uma. Animais infectados com a cepa Colombiana que receberam 5
doses de Posaconazol seguidas de 7 doses de BZ intercaladas por 5 dias atingiram niveis de cura
semelhantes aqueles tratados com BZ ou Posaconazol diariamente por 40 dias (BUSTAMANTE;
et al, 2013).

PLANER et al. (2014) testaram a associa¢do de Benznidazol 5 mg/kg + Posaconazol 0.04
mg/kg administrados por via oral durante 5 dias em camundongos infectados com a cepa

Tulahuen. Posaconazol + BZ demonstrou uma discreta supressdo na parasitemia.

Itraconazol

MARTINS et al. (2015) investigou a associacdo de BZ + Itraconazol contra T. cruzi em
modelo murino. Os seguintes critérios de cura foram utilizados: exame de sangue fresco, PCR em
parasitemia negativa no 1° e 6° meses apds o tratamento e a presenca, no 1° més apo6s o
tratamento, de anticorpos IgG anti-T. cruzi. Alguns efeitos sinérgicos da associacdo de BZ +
Itraconazol podem ser vistos na tabela 5 . Quando as les6es no coracdo foram avaliadas por meio
de analise da inflamacéo e tecido fibrotico foi verificado que o BZ protege o coragdo de murinos
contra tais lesdes, ja o itraconazol, mesmo em dose ideal, ndo conseguiu esse efeito. Associacdo
BZ + Itraconazol preveniu ou atenuou as lesdes cardiacas, enquanto o itraconazol ndo

desempenha esse papel quando empregado isoladamente.

Tabela 5 - Resultado da associagdo de BZ e Itraconazol contra T. cruzi. Fonte: autoria propria.

Esquema Parasitemia Mortalidade Cura
BZ 100 mg/kg/dia Supressdo da 0% 70%
parasitemia
BZ 75 mg/kg/dia Suprerssao da 0% 20%
parasitemia
BZ 50 mg/kg/dia Supressdo da 0% 0%
parasitemia
Itraconazol 100 Supressao da 0% 0%
mg/kg/dia parasitemia
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Itraconazol 75 Supressdo da 40% 0%
mg/kg/dia parasitemia
Itraconazol 50 N&o houve supressao 40% 0%
mg/kg/dia da parasitemia
BZ 100 mg/kg/dia + Supressdo da 0% 80%
Itraconazol 100 parasitemia
mg/kg/dia
BZ 75 mg/kg/dia + Supressdo da 0% 80%
Itraconazol 75 parasitemia
mg/kg/dia
BZ 50 mg/kg/dia + Supressdo da 10% 20%
Itraconazol 50 parasitemia
mg/kg/dia

Inibidor da via de recuperacéo de purina

BUSTAMANTE et al (2013) utilizou associagdes entre BZ (100 mg/kg/dia) + Alopurinol
(30 mg/kg/dia), em seguida os camundongos foram imunossuprimidos com ciclofosfamida e
finalmente foi realizada a pesquisa pela presenca do parasito por meio de PCR e hemocultura. A
associacdo de BZ + Alopurilol por 10 dias consecutivos resultou em 20% de cura enquanto BZ
isoladamente atingiu 12% de cura.

PLANER et al. (2014) demonstrou que os resultados para a administracdo por via oral
durante 5 dias de Alopurinol a 15 mg/kg + Benznidazol a 5 mg/kg em camundongos infectados

com a cepa Tulahuen destacaram que Alopurinol ndo tem efeito sinérgico com BZ.

Derivados do &cido gélico

ANDREQO et al. (2015) propds a investigacdo da atividade do acido galico e seus ésteres
contra epimastigotas da cepa Y. Os resultados demonstraram que esses compostos possuem
atividade tripanocida onde sua poténcia esta relacionada com o aumento de carbonos da cadeia
lateral atingindo um pico no undecil galato (que foi 23 vezes mais potente que o Benznidazol),

depois ha um decaimento. Quanto ao sinergismo entre os ésteres e 0 Benznidazol, resultados
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diferentes foram obtidos de acordo com o comprimento de cadeia lateral dos galatos. Acido
galico e seus ésteres curtos metil galato, etil galato e propil galato quando associado com
benzonidazol foram indiferentes. hexil galato, heptil gallate e octil galato que séo éteres de cadeia
média junto com o tetradecil galato de cadeia longa exibiram sinergismo. Heptil galato obteve o
melhor resultado, reduzindo o ICso do Benznidazol em cerca de 10° Os demais derivados
obtiveram efeitos aditivos.

5. CONCLUSAO

Como ja foi dito, por mais que tenha se passado mais de um século da descoberta da
doencga de Chagas, o tratamento se restringe a apenas dois medicamentos o Benznidazol e o
Nifurtimox. No entanto, ambos ndo possuem efetividade em todas as fases da doenca, além disso
a toxicidade outro fator muito importante que em muitos casos € o responsavel pela suspensédo do
tratamento. No Brasil, apenas o Benznidazol esté liberado devido a maior seguranca em relacéo
ao Nifurtimox.

Diante disso, todos os esforcos na tentativa de encontrar alternativas terapéuticas mais
eficazes e mais seguras se fazem necessarios. Tendo em vista 0 longo tempo para pesquisar,
desenvolver e atestar a eficcia e seguranca de um novo farmaco, o reposicionamento de
farmacos ja existentes para tratar outras patologias se configura como uma alternativa valida
(ALBERCA et al, 2016).

Este trabalho, por meio de uma revisdo criteriosa da literatura, evidenciou resultados
positivos que vao ao encontro dessa perspectiva. A cura foi evidenciada na combinacéo de BZ a
outros 6 compostos: Curcumina, DB766, Cetozonazol, Posaconazol, Itraconazol e Alopurinol.

Entre as associacGes que demonstraram cura, 0s inibidores da biossintese de ergosterol
Cetoconazol, Posaconazol e Itraconazol se sobressaem. No caso do Cetoconazol e Itraconal o
sinergismo foi tdo evidente que esquemas adotados utilizando doses subotimas de BZ foram
capazes de obter o mesmo efeito que doses 6timas de BZ. O Alopurinol e a Arilimidamida
DB766 apresentaram taxas de cura mais discretas, 13% para a DB766 e 20% para Alpurinol.

A possibilidade de aumentar as taxas de cura e proporcionar menores efeitos adversos € a
grande contribuicdo que uma nova terapéutica baseada nas combinag¢fes pode oferecer. No

entanto, outros achados também podem ser considerados relevantes. Testes in vitro associando
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BZ e BSO destacam o aumento da toxicicidade contra as formas tripomastigotas e a reducdo do
namero de células infectadas e da quantidade de amastigotas por célula infectada. Nesse sentido,
a clomipramina € destaque, pois, em associacdo com BZ, foi capaz de suprimir a parasitemia em
modelo murino na fase aguda da doenca e, ainda, de diminuir a carga parasitaria e a leséo
cardiaca na fase cronica.

Diante disso, € possivel destacar que o redirecionamento de farmacos no campo da
doenca de Chagas se mostra promissor. Os trabalhos analisados abordam experimentos in vitro e
in vivo, no entanto, aqueles in vivo foram realizados em modelo murino. Sendo assim, é
necessario que as pesquisas avancem, saindo da fase de estudos pré-clinicos e caminhem em
direcdo as demais fases dos ensaios clinicos, esse caminho pode ser menos demorado quando se
considera o fato de que muitos deles ja possuem o perfil toxicologico e farmacocinético descritos

na terapéutica original para a qual a mesmo é empregado
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