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RESUMO

A doenga de Chagas, causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, representa um grande risco a saide na
América Latina. Os tratamentos atuais, benznidazol e nifurtimox, sdo limitados por efeitos colaterais
significativos e toxicidade. Para encontrar melhores solugdes, o reposicionamento de farmacos tornou-se uma
abordagem promissora. Pesquisas recentes, baseadas em achados in silico e testes subsequentes, mostram que o
nitrato de oxiconazol e¢ o lansoprazol sdo eficazes in vitro contra as formas epimastigotas de 7. cruzi Dm28c,
despertando interesse na exploragdo de seus efeitos combinados, bem como sua associagdo com o benznidazol.
Este estudo avaliou o efeito in vitro da combinagdo do farmaco nitrato de oxiconazol com os farmacos
lansoprazol e benznidazoL, sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Pesquisa experimental usando
testes in vitro foi conduzida com uma populagdo clonal da cepa T. cruzi Dm28. O estudo avaliou a eficacia das
combinagdes, testando multiplas propor¢des. A viabilidade celular foi medida ap6s 72 horas de incubagdo com
as combinagdes de medicamentos, usando método colorimétrico com MTS e PMS. Com base nos resultados
obtidos, foram determinados o Indice de Combinacio e o indice de Redugdo de Doses das combinagdes. A
citotoxicidade das combinagdes dos farmacos sobre células animais foi determinada através de teste com MTT e
realizado o calculo do Indice de Seletividade das combinagdes. No ensaio de viabilidade com MTS, o nitrato de
oxiconazol apresentou uma Cls, de 91,1 uM, o benznidazol teve uma Cly, de 23,5 uM e o lansoprazol nédo
mostrou efeito na viabilidade celular. A combinagdo de nitrato de oxiconazol:lansoprazol apresentou os
seguintes resultados para cada propor¢ao: 1:3 Cls, 15,1 uM, 1:1 Cly, 49,6 uM e 3:1 de aproximadamente 45,7
uM. Diferencas na Cls, também foram observadas nas diferentes combinacdes de benznidazol:nitrato de
oxiconazol, com os seguintes resultados: 1:3 Cly, 52,2 uM, 1:1 Cly, 19,7 uM, 3:1 Cls, 7,1 pM. Todas as
propor¢des da combinacdo de nitrato de oxiconazol:lansoprazol tiveram efeito sinérgico, enquanto na
combinagdo de nitrato de oxiconazol:benznidazol foram verificadas propor¢des com efeito de antagonismo e
propor¢des com efeito de sinergismo. O calculo do Indice de reducio de doses verificou que o lansoprazol foi
capaz de reduzir em mais de 28 vezes a concentracdo de nitrato de oxiconazol e a combinac¢do de benznidazol e
nitrato de oxiconazol promoveu uma diminui¢ao na concentragdo de benznidazol em aproximadamente 13 vezes
em todas as concentragdes inibitdrias. A combina¢do de nitrato de oxiconazol e benznidazol apresentou
citotoxicidade elevada, enquanto a combinag¢do de nitrato de oxiconazol com lansoprazol apresentou
citotoxicidade inferior a dos farmacos isolados em duas das trés propor¢des, possibilitando o estabelecimento de
um regime de tratamento eficaz com menos efeitos colaterais, o que pode aumentar a adesdo do paciente e,
consequentemente, melhorar as taxas de sucesso do tratamento. Adicionalmente, os resultados encontrados
demonstram o potencial de reduzir as doses dos medicamentos quando usados em combinag@o. Essa analise
contribuiu para a descoberta de novas associagdes terapéuticas eficazes para o tratamento da doenca de Chagas.

Palavras-chave: Doenga de Chagas. In silico. Reposicionamento de Farmacos. Tripanossomiase americana.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, represents a major health risk in Latin America.
Current treatments, benznidazole and nifurtimox, are limited by significant side effects and toxicity. To find
better solutions, drug repositioning has become a promising approach. Recent research, based on in silico
findings and subsequent tests, shows that oxiconazole nitrate and lansoprazole are effective in vitro against the
epimastigote forms of 7. cruzi Dm28c, sparking interest in exploring their combined effects, as well as their
association with benznidazole. This study evaluated the in vitro effect of the combination of oxiconazole nitrate
with lansoprazole and benznidazole on epimastigote forms of Trypanosoma cruzi. Experimental research using
in vitro tests was conducted with a clonal population of the 7. cruzi Dm28 strain. The study assessed the efficacy
of the combinations by testing multiple proportions. Cell viability was measured after 72 hours of incubation
with drug combinations using a colorimetric method with MTS and PMS. Based on the obtained results, the
Combination Index and Dose Reduction Index were determined for the combinations. The cytotoxicity of the
drug combinations on animal cells was determined through MTT assay, and the Selectivity Index of the
combinations was calculated. In the viability assay with MTS, oxiconazole nitrate showed an ICs, of 91.1 uM,
benznidazole had an ICs, of 23.5 uM, and lansoprazole showed no effect on cell viability. The combination of
oxiconazole nitrate:lansoprazole presented the following results for each proportion: 1:3 I1Cs, 15.1 uM, 1:1 ICs,
49.6 uM, and 3:1 approximately 45.7 uM. Differences in ICs, were also observed in the different combinations
of benznidazole:oxiconazole nitrate, with the following results: 1:3 ICs, 52.2 uM, 1:1 ICs, 19.7 uM, and 3:1 IC;,
7.1 uM. All proportions of the oxiconazole nitrate:lansoprazole combination showed a synergistic effect, while
in the oxiconazole nitrate:benznidazole combination, proportions with antagonistic and synergistic effects were
observed. The Dose Reduction Index calculation verified that lansoprazole was capable of reducing the
concentration of oxiconazole nitrate by more than 28 times, and the combination of benznidazole and
oxiconazole nitrate reduced the concentration of benznidazole by approximately 13 times at all inhibitory
concentrations. The combination of oxiconazole nitrate and benznidazole showed high cytotoxicity, while the
combination of oxiconazole nitrate with lansoprazole presented lower cytotoxicity than the isolated drugs in two
of the three proportions, enabling the establishment of an effective treatment regimen with fewer side effects,
which may increase patient adherence and consequently improve treatment success rates. Additionally, the
results demonstrate the potential to reduce drug doses when used in combination. This analysis contributes to the
discovery of new effective therapeutic associations for the treatment of Chagas disease.

Keywords: American Trypanosomiasis. Chagas disease. Drug repositioning. In silico.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) representam um grupo de doengas com
maior prevaléncia em areas tropicais, que afetam principalmente comunidades empobrecidas.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que anualmente mais de um
bilhdo de pessoas sdo acometidas por essas enfermidades, causando significativos impactos
sociais € econdmicos nessas populagdes, contribuindo para a dificuldade no desenvolvimento
e potencializando o quadro de desigualdade. Embora as evidéncias demonstrem a importancia
de pesquisas relacionadas a essas doengas, os investimentos no desenvolvimento de novas
opcdes terapéuticas ainda sdo insuficientes (de Sousa et al., 2024; Lin et al., 2022; WHO,
2002).

Dentre as 20 doengas incluidas no grupo da DTNs, a doenga de Chagas (DC) ou
Tripanossomiase americana tem grande relevancia epidemioldgica, com uma estimativa de
seis a oito milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo. Ela tem como agente etioldgico o
protozoario Trypanosoma cruzi, sendo transmitida ao hospedeiro vertebrado principalmente
através do contato com fezes ou urina de triatomineos (inseto vetor) infectados, podendo
ocorrer também por via oral, transfusdo sanguinea ou transplacentaria. Inicialmente a doenga
era encontrada principalmente nas areas rurais da América Latina, porém com o aumento dos
deslocamentos populacionais e a urbaniza¢do, houve um aumento dos casos nos continentes

nao endémicos, como Europa, América do Norte e Africa (PAHO, 2023; WHO, 2002, 2024a).

A DC apresenta curso clinico bifasico, sendo dividida em fase aguda e cronica. A
infeccdo aguda, na maioria dos casos, apresenta-se assintomatica. Os casos agudos
sintomaticos ou oligossintomaticos cursam com febre, adenomegalia, hepatoesplenomegalia,
conjuntivite unilateral (sinal de Romafia), chagoma de inoculagdo, miocardite e
meningoencefalite. A evolucdo da fase cronica da doenga ¢ lenta, podendo evoluir para 3
principais formas: cardiaca, digestiva ou mista (Coura, 2003; de Sousa et al, 2024;

Pérez-Molina; Molina, 2018).

Atualmente, existem apenas duas opgdes terapéuticas para o tratamento da DC -
benznidazol e nifurtimox, sendo que no Brasil o firmaco de escolha ¢ o benznidazol. Esses
medicamentos apresentam altas taxas de efeitos adversos e toxicidade sistémica. A taxa de

cura dos casos agudos apos a terapia medicamentosa ¢ de 80%, porém apenas 20% dos casos
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cronicos apresentam cura. Foram também relatados casos de resisténcia do 7. cruzi a essas
drogas. Esses fatores associados impedem com que esses farmacos preencham os requisitos
necessarios para serem considerados eficientes segundo os critérios da OMS, justificando a
necessidade da pesquisa de outras alternativas terapéuticas para o tratamento da DC (Coura,

2009; Urbina, 2010).

Embora exista o envolvimento de diversos grupos de pesquisa, os avangos no
desenvolvimento de drogas que apresentem caracteristicas ideais, como alta eficicia e baixos
indices de toxicidade, ainda ndo indicaram uma solucdo efetiva para essa questdo. Como
consequéncia, embora medidas de controle para preven¢ao da doenga sejam aplicadas no pais,
a DC ¢ considerada uma importante causa de morte no Brasil (Brasil, 2024; de Souza, 2010,

Martins-Melo; Castro; Werneck, 2021).

O desenvolvimento de novos farmacos ¢ um processo complexo que necessita de
grande investimento financeiro e requer um longo periodo de testes. Na busca de acelerar a
descoberta de principios ativos que sejam efetivos no tratamento de doengas negligenciadas e
raras, o reposicionamento de farmacos tem sido estrategicamente utilizado, baseando-se na
busca de novos usos para drogas ja aprovadas, com perfis de segurancga e farmacocinética ja
conhecidos. Outra estratégia que vem sendo utilizada ¢ avaliagdo de combinacdes de
compostos ja conhecidos na busca de sinergia, potencializando os resultados farmacoldgicos

(Andrews; Fisher; Skinner-Adams, 2014; Ashburn; Thor, 2004; Ekins et al., 2011).

A estratégia do estudo in silico para a investigagdo da possibilidade de
reposicionamento de farmacos tem sido utilizada como forma de direcionar os ensaios in vitro
para a investigacdo de atividade anti-7. cruzi. Com base em dados obtidos recentemente, os
farmacos nitrato de oxiconazol e lansoprazol apresentaram atividade in vitro contra formas
epimastigotas de 7.cruzi Dm28c (Garcia, 2022), tornando-se oportuna a pesquisa dos efeitos
da combinagao de ambos os farmacos, buscando um possivel sinergismo, com potencializagao

dos efeitos contra o agente etiologico da DC.

O nitrato de oxiconazol é um derivado imidazélico sintético. E um medicamento
antifungico de amplo espectro com atividade fungicida e fungistatica, utilizado para o
tratamento de infec¢des causadas por dermatofitos patogénicos e leveduras. Sua atividade €

relacionada primariamente a inibicdo da biossintese de ergosterol a partir de seu precursor
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lanosterol, que ¢ um componente fundamental para a estabilidade da membrana celular de
diversos microrganismos, assim como 7. cruzi. Seu mecanismo de agdo esta relacionado a
inibicdo da enzima do citocromo P450 lanosterol 14-a-demetilase (Enzyme Commission
Number - EC: 1.14.14.154), resultando na instabilidade da membrana e aumento de

permeabilidade (Drugbank, 2024b; High; Fitzpatrick, 2012).

O lansoprazol ¢ um farmaco da classe dos inibidores da bomba de protons,
classificado como derivado benzimidazolico. Ele atua inibindo seletivamente a bomba de
protons das células parietais, causando a inibi¢o da secregdo de acido gastrico. E utilizado no
tratamento de ulceras gastrointestinais, no refluxo gastroesofagico, na erradicacdo da
Helicobacter pylori, entre outras patologias que envolvam excesso de secrecdo acida
(Barradell; Faulds; McTavish, 1992; Drugbank, 2024a; Matheson; Jarvis, 2001). Em
tripanossomatideos possui o potencial de inibir uma enzima homdloga a H+-ATPase humana

que ¢ fundamental para a manutencdo da homeostase do parasito (Gupta et al., 2022).

Diante da problematica apresentada e baseando-se nos resultados promissores obtidos,
o objetivo do estudo foi avaliar o efeito sobre as formas epimastigotas de 7.cruzi Dm28c da
combina¢do do farmaco nitrato de oxiconazol com os farmacos lansoprazol e benznidazol,
utilizando a estratégia de reposicionamento de farmacos como ferramenta para a descoberta

de novas associagdes terapéuticas eficazes para o tratamento da DC.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenga de Chagas

2.1.1 Trypanosoma cruzi

T cruzi é um protozoario hemoflagelado que pertence a ordem Kinetoplastida e a
familia Trypanosomatidae. E o agente etioldgico da DC e foi descoberto por Carlos Chagas,
médico e pesquisador brasileiro, no ano de 1909. Sua morfologia ¢ complexa e apresenta trés
principais formas evolutivas distintas: tripomastigota, amastigota e epimastigota (Figura 5), as
quais se diferenciam com base na posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo e na

emergéncia do flagelo (Chagas, 1909; Dias; Coura, 1997).

O cinetoplasto, um dos principais critérios de diferenciacao das formas evolutivas de
T cruzi, ¢ uma estrutura Unica que concentra o DNA mitocondrial e representa
aproximadamente 20% do contetido genético total do parasito (Brener, 1973). A estrutura
flagelar ¢ uma caracteristica comum dos tripanossomatideos. Seu comprimento varia de
acordo com o estagio de desenvolvimento, porém em nenhum momento se desprende da
célula (Zuma; dos Santos Barrias; de Souza, 2021). Na constitui¢do do citoplasma em suas
diferentes formas encontra-se uma grande diversidade de organelas, entre elas o glicossomo,
que concentra enzimas da via glicolitica, e o0s reservossomos, responsaveis pelo
armazenamento de macromoléculas e enzimas lisossomais e a regulacdo de proteinas
endogenas (Sant’Anna et al, 2008; Zuma; dos Santos Barrias; de Souza, 2021). Sua
membrana plasmatica ¢ composta por fosfolipideos, glicoproteinas e glicolipidios (De Souza,

1984).

A forma tripomastigota ¢ a forma infectante do parasito, sendo caracterizada por seu
corpo alongado e membrana ondulante, podendo apresentar formas delgadas ou largas. Seu
flagelo emerge da bolsa flagelar e seu cinetoplasto ¢ arredondado com localizagdo posterior
ao nucleo. Pode ser encontrada na por¢do posterior do intestino e reto do inseto vetor na
forma de tripomastigota metaciclica, € no sangue, linfa ou fluido intersticial dos hospedeiros
vertebrados, sendo denominada tripomastigota sanguinea. Essa forma ndo possui capacidade
de replicagdo, sendo possivel obté-las in vitro através de cultivo axénico, sob condigdes
quimicamente definidas para a promoc¢ao da metaciclogénese (Zuma; dos Santos Barrias; de

Souza, 2021).
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Figura 5 - Formas evolutivas de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Teixeira e colaboradores (2021).

J4 a forma amastigota ¢ a forma replicativa no hospedeiro vertebrado , sendo capaz de
se multiplicar dentro da célula infectada através de fissdo bindria. Ela apresenta morfologia
arredondada e flagelo curto ndo exteriorizado, ndo visivel através de microscopio dptico. Seu

cinetoplasto encontra-se em forma de bastdo ou barra. Predomina no interior de células do
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hospedeiro infectado e também pode ser cultivada em meio axénico (Zuma; dos Santos

Barrias; de Souza, 2021).

Por fim, a forma epimastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, apresenta
cinetoplasto e bolsa flagelar posicionados anteriormente ao nucleo, com forma alongada e
flagelo visivel. Essa ¢ a forma de replicacdo do parasito no vetor através da fissdo bindria,
sendo ativa metabolicamente, além de ser a principal forma de cultivo in vitro (Carvalho,
2017; Zuma; dos Santos Barrias; de Souza, 2021). As formas epimastigotas sao amplamente
utilizadas em pesquisas devido a sua facilidade de cultivo em meios axénicos, permitindo
estudos bioquimicos e fisiologicos. Meios monofasicos facilitaram estudos quantitativos ao
possibilitar que essas formas cresgam livremente, sendo apropriados para o estudo do efeito
de compostos sob o crescimento celular. O meio LIT (do inglé€s liver infusion tryptose)

destaca-se como o mais utilizado atualmente (de Souza; Vidal, 2017).
2.1.2 Ciclo de Vida de Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida de 7. cruzi ¢ heteroxénico e envolve dois hospedeiros distintos: um
vertebrado, tipicamente o ser humano, ¢ um invertebrado, os insetos triatomineos, da
subfamilia Triatominae, pertencentes a ordem Hemiptera e a familia Reduviidae. Nesse ciclo,
0 protozoario passa por transformag¢des morfologicas e funcionais significativas para se
adaptar aos diferentes ambientes de seus hospedeiros (de Sousa et al., 2024; Rassi;

Marin-Neto, 2010).

No hospedeiro invertebrado, a contaminagdo ocorre durante o repasto sanguineo,
quando o inseto vetor ingere sangue contendo formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi
em hospedeiro vertebrado previamente infectado. Apos a ingestdo das formas, ainda no trato
digestorio do inseto, essas formas diferenciam-se em epimastigotas. Posteriormente, as
epimastigotas migram para a por¢do posterior do intestino do inseto, onde, devido as
condi¢des de estresse nutricional e diminui¢do do pH, sofrem diferenciacdo para a forma
tripomastigota metaciclica, a forma infectante para o hospedeiro vertebrado (Azambuja;

Garcia, 2017).

As formas tripomastigotas metaciclicas sao eliminadas nos dejetos do inseto durante
ou apoOs o repasto sanguineo. Dessa forma ocorre a infec¢do no hospedeiro vertebrado, onde

formas infectivas penetram através de lesdes na pele ou por mucosas. Uma vez no interior das
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células do hospedeiro, os parasitos diferenciam-se em amastigotas através de um processo

chamado amastigogénese (Azambuja; Garcia, 2017; Ley et al., 1988; Tomasina ef al., 2024).

As amastigotas sao formas intracelulares replicativas que se multiplicam intensamente
por divisdo bindria. Apds diversas etapas de replicacdo, ainda dentro da célula, diferenciam-se
em tripomastigotas sanguineas. Devido ao movimento do flagelo, as formas tripomastigotas
promovem a lise das células hospedeiras, sendo liberadas na corrente sanguinea para infectar
novas células ou serem ingeridas por outro inseto vetor durante o repasto sanguineo,

completando o ciclo que esta representado na figura 6 (Zuma; dos Santos Barrias; de Souza,
2021).

Figura 6 - Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
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2.1.3 Formas de transmissao

A transmissao vetorial € a forma classica de transmissao da doenca aos seres humanos,
e se da através do contato com dejetos de triatomineos contaminados com 7. cruzi. Esses
insetos sdo hematofagos, popularmente conhecidos como barbeiros. A infecg¢do ocorre quando
os vetores se alimentam do sangue do hospedeiro e durante o repasto sanguineo depositam
seus dejetos contaminados com as formas tripomastigotas metaciclicas de 7. cruzi, que sdo
capazes de penetrar e infectar o hospedeiro através de mucosas ou de lesdes pré-existentes

(Fidalgo et al., 2018).

As condigdes habitacionais, aliadas as praticas de saneamento, conservacao e higiene
adotadas pelos moradores, podem influenciar diretamente a infestacdo do ambiente por
triatomineos. Adicionalmente, fatores como mudangas climdticas, globalizagdo e a
persisténcia da pobreza t€m contribuido para a alteracdo na distribuicdo geografica desses
vetores, permitindo sua ocupagdo em habitats anteriormente ndo habitados pelos mesmos

(Gonzalez-Salazar et al., 2022; Tian; Durden; Hamer, 2024).

A transmissao através de transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos ¢ considerada a
segunda principal forma de transmissdo da DC. O risco de contaminacdo estd relacionado ao
componente sanguineo ou Orgdo doado e a carga parasitdria do doador. Houve uma
diminui¢do significativa nessa via de transmissao devido a triagem laboratorial de doadores,
porém essa via continua sendo uma das principais formas de transmissao em paises nao
endémicos (Coura, 2014; Hochberg; Montgomery, 2023). Acidentes laboratoriais e
contaminagdo através do manejo de animais infectados sdo consideradas formas raras de

transmissdo da doenga (de Almeida, Ayssa Marinho Vitorino et al., 2021).

Outra forma de transmissao ¢ a transmissao vertical. Ela se da a partir da transmissao
da doenca pela mae ao filho durante a gestacdo ou no momento do parto, sendo que a alta
carga parasitaria materna ¢ um dos principais fatores associados ao aumento do risco de

transmissdo por essa via (Klein et al., 2021).

Nos ultimos anos, surtos recentes destacaram rotas de transmissao nao vetoriais, com
estudos epidemiologicos frequentemente associando a infecgdo a transmissdo oral,
principalmente relacionada ao consumo de produtos a base de frutas. Entre esses, o suco de

acai (Euterpe oleracea), feito de polpa batida, tem sido apontado como uma das principais



18

fontes suspeitas de infec¢do (Santana et al., 2019). Consumo de caldo de cana ¢ uma potencial
fonte de transmissao no Brasil, com um registro de surto de transmissdo oral no estado de
Santa Catarina em 2005 (Brasil, 2015). Devido a quantidade de parasitos ingeridos, em surtos
documentados de DC transmitida por alimentos, as infec¢des agudas sintomadticas
apresentaram inicio mais rapido e evolucdo clinica mais grave. Os primeiros relatos de surtos
relacionados a transmissdo oral datam da década de 60 no Brasil, envolvendo 18 pessoas e 6
mortes. Um estudo retrospectivo verificou que dos 265 casos de DC aguda notificados no
estado do Para entre 2007 e 2017, 98,1% dos casos foram devido a transmissao oral (Coura,
2014; Da Silva et al., 1968; Hochberg; Montgomery, 2023; Nery-Guimaraes et al., 1968;
Sampaio et al., 2020).

2.1.4 Formas Clinicas da Doenga de Chagas

A DC apresenta duas fases distintas: aguda e cronica, que variam conforme a resposta
do hospedeiro e o periodo de infec¢do. A fase aguda dura de 4 a 8 semanas, sendo marcada
por elevada parasitemia e, em casos de transmissdo vetorial, por sinais clinicos como o sinal
de Romana (edema palpebral unilateral) (Figura 1) ou chagoma de inoculagdo, associado ao
local de entrada do parasito. Outros sintomas incluem febre, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia, porém a maioria das infecgdes agudas sdo assintomaticas ou
inespecificas. Formas graves, embora raras, podem acometer de 1 a 5% dos pacientes,
resultando em miocardite, encefalite ou complicagdes cardiacas severas. Em casos congénitos,
a infec¢do geralmente ¢ silenciosa, mas cerca de 10% a 40% dos recém-nascidos infectados
podem apresentar baixo peso ao nascer, hepatomegalia e, ocasionalmente, manifestacdes
graves, como hidropisia fetal. A mortalidade nessa fase esta geralmente associada a infec¢des
severas e a elevada carga parasitaria (Coura, 2007; Hochberg; Montgomery, 2023; WHO,
2024b).
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Figura 1 - Sinal de Romana.

Nota: Crianga apresentando edema palpebral unilateral. Fotografia de 1962, Panama.

Fonte: Public Health Image Library (1962).

Ap6s o final da fase aguda, caso ndo sejam tratados, a maioria dos pacientes evolui
para a fase cronica indeterminada, caracterizada por baixa parasitemia e auséncia de sintomas
clinicos evidentes. Este estagio pode persistir por décadas, mas cerca de 30% a 40% dos
pacientes eventualmente desenvolvem formas clinicas mais graves da doenga. Essas incluem
diferentes formas clinicas: cardiaca, digestiva, mista ou neurologica. A forma cardiaca ¢ a
principal causa de mortalidade, frequentemente associada a miocardite cronica progressiva,
arritmias e insuficiéncia cardiaca congestiva. J4 a forma digestiva pode evoluir para
megaesOfago ou megacdlon, manifestando-se como disfagia, constipacdo severa e
regurgitacdo. Nas formas mistas as manifestacdes cardiacas e digestivas coexistem (Dias;

Coura, 1997; Teixeira; Nascimento; Sturm, 2006; WHO, 2024a).

As formas neuroldgicas sdo caracterizadas por alteragcdes no sistema nervoso central,
como a meningoencefalite. Essas manifestacdes sao frequentemente associadas a destruicao
neuronal pelo parasita, principalmente em casos de imunossupressdo. O diagnostico tardio e a
falta de tratamento adequado durante a fase indeterminada aumentam o risco de progressao
para essas formas mais severas e debilitantes da doenca. Embora a maioria das infecgoes
cronicas permanega assintomatica ao longo da vida, a progressao para formas graves pode ser

imprevisivel e estd relacionada a fatores como a carga parasitiria inicial e a resposta



20

imunoldgica do hospedeiro (Dias; Coura, 1997; Pérez-Molina; Molina, 2018; Teixeira;

Nascimento; Sturm, 2006; WHO, 2024a).

O manejo dos pacientes com DC ¢ complexo e devido a baixa resposta ao tratamento
etiologico, ele ¢ majoritariamente realizado através do tratamento das comorbidades
associadas. A forma cardiaca ¢ a mais prevalente e que implica em maior impacto na
qualidade de vida dos pacientes cronicos. A cardiomiopatia chagésica afeta em torno de 30%
dos pacientes, levando a um quadro de miocardite difusa e progressiva, acarretando em morte
stibita cardiaca causados por arritmia de 55 a 65% dos pacientes (Echavarria ef al., 2021). A
prevaléncia da forma intestinal ¢ de 12% no Brasil, e apesar de apresentar uma taxa de
mortalidade inferior, também ¢é responsavel por impactos diretos na qualidade de vida dos

pacientes, sendo tratada principalmente de forma paliativa (Baldoni et al., 2024).

2.1.5 Epidemiologia

Estima-se que seis a oito milhdes de pessoas estejam infectadas por 7. cruzi em todo o
mundo, com uma estimativa de 12.000 mortes anuais devido a doenca. A maior proporcao de
casos de DC encontra-se na América do Sul, com quatro a cinco milhdes de infectados,
principalmente no Brasil, Argentina, Bolivia e Venezuela. Essa regido destaca-se pela
diversidade de cepas de T. cruzi, vetores, hospedeiros mamiferos, como gambads, tatus,
preguigas, tamanduds, roedores, morcegos € macacos, € manifestagcdes clinicas. A incidéncia

anual ¢ de 30.000 novos casos na regido (Cucunuba et al., 2024; PAHO, 2023).

Embora as medidas de controle da transmissdo vetorial intradomiciliar e transmissao
transfusional tenham reduzido drasticamente a incidéncia da DC no Brasil, o pais ainda ¢
considerado um dos paises endémicos mais importantes na América Latina, com uma
estimativa global de 3,7 milhdes de portadores de DC cronica na populacdo brasileira
(Laporta et al., 2024; Martins-Melo; Castro; Werneck, 2021). No periodo de janeiro de 2023 a
janeiro de 2024 foram notificados 5.460 casos de DC cronica no pais, sendo que a faixa etéaria

mais acometida foi a de 50 a 69 anos, representando 51% dos casos (Brasil, 2024).

No estado de Mato Grosso do Sul ja foram relatados casos autdctones de DC.
(Borges-Pereira et al., 2001; Martins et al., 2018; Pompilio et al., 2005). Nos anos de 2001 a

2023 foram notificados 33 casos de DC aguda no estado, segundo dados do sistema de
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informagdo de agravos de notificagdo - SINAN (Ministério da Satde, 2025). Dois estudos
realizados no estado de Mato Grosso do Sul identificaram a presenca de triatomineos
infectados por 7. cruzi, com a principal ocorréncia do parasito associada a espécie Triatoma

sordida (Cominetti et al., 2013, 2014).
2.1.6 Tratamento

Desde a descoberta da DC ha mais de um século até os dias atuais, o tratamento
etiologico da infeccao ¢ limitado a compostos nitro-heterociclicos, sendo eles o benznidazol e
o nifurtimox (Figura 2), firmacos desenvolvidos nos anos 70. O nifurtimox ¢ um analogo do
nitrofurano e o benznidazol um analogo nitroimidazolico, sendo ambos os farmacos

denominados pro-fairmacos (Pérez-Molina ef al., 2021; Urbina, 2002).

Figura 2 - Formula estrutural dos farmacos utilizados para tratamento da doenga de Chagas.
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Legenda: A) benznidazol ¢ B) nifurtimox

Fonte: Drugbank, 2024

Esses compostos sdo ativados por uma nitrorredutase mitocondrial dependente de
NADH do parasito, gerando radicais nitroanidnicos com agdo tripanocida contra as formas
tripomastigotas (forma infectante) e amastigotas (forma replicativa no hospedeiro infectado)
de 7. cruzi. O mecanismo de a¢do do benznidazol esté relacionado a sua redugdo no interior
das células do parasito, que resulta na geragdo do metabolito citotoxico glioxal. Este
metabolito se liga covalentemente a guanosina, formando adutos que impedem a formagao de

novas cadeias de DNA, comprometendo a replicacdo e a sobrevivéncia do 7. cruzi. Ja o
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nifurtimox, ao ser reduzido, gera um nitrilo de cadeia aberta ndo saturado. Esse composto ¢
altamente reativo e pode interagir com diversos componentes celulares, exercendo um efeito
toxico direto sobre o parasito (Hall; Bot; Wilkinson, 2011; Hall Belinda S.; Wilkinson Shane
R., 2012).

Em relagdo aos parametros farmacocinéticos, o benznidazol atinge seu pico de
concentragdo plasmatica em aproximadamente 3 horas apds a ingestdo, com meia vida de
aproximada de 12 a 13 horas e biodisponibilidade de 91,7% (Raaflaub; Ziegler, 1979; Wiens
et al., 2016). O nifurtimox apresenta pico nos seus niveis plasmaticos ap6s aproximadamente
3,5 horas. O farmaco sofre rapida biotransformacao onde sdo observados diversos metabdlitos
nao identificados com atividade tripanocida desconhecida, sendo que sua meia-vida de
eliminacdo ¢ de apenas 3 horas, sofrendo provavel efeito de primeira passagem pré-sist€émico

(Brunton; Chabner; Knollmann, 2012).

O tratamento da DC varia de acordo com a fase clinica. Nas formas aguda e
indeterminada, além de episodios de reativagdo apds imunossupressdo, o tratamento
etiologico com benznidazol ou nifurtimox ¢ indicado. Apesar de eficazes, especialmente na
fase aguda, onde a cura parasitologica pode alcancar até 80%, os indices de sucesso na fase
cronica sdo significativamente menores, com média de cura parasitolégica em apenas 20%

dos casos (Echeverria; Morillo, 2019; Urbina, 2010).

Ambos os farmacos apresentam efeitos colaterais importantes, representando um dos
principais desafios no tratamento da DC e frequentemente levam a interrupcao do tratamento.
Os eventos adversos mais comuns associados ao benznidazol sdo dermatoldgicos, como
erupcdes cutineas leves a moderadas. Distirbios gastrointestinais também siao observados e
sdao frequentemente os primeiros sinais de toxicidade. Alteragdes hematologicas e hepaticas
leves também sdo relatadas, assim como manifestagdes neuroldgicas tardias. Os mecanismos
como a formagdo de complexos moleculares reativos durante a metabolizacdo do benznidazol
e a interagdo desses produtos com componentes celulares do hospedeiro sdo apontados como

causas subjacentes da toxicidade (Pérez-Molina et al., 2021; Swett et al., 2024).

Da mesma forma, o nifurtimox também apresenta toxicidade associada a formacgao de
radicais livres durante sua metabolizacdo hepatica. Ele apresenta alta incidéncia de reagdes

adversas (80%—100%) e interrup¢do do tratamento (18%—44%). Os efeitos adversos mais
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comuns s3o gastrointestinais, sintomas neurologicos, disturbios digestivos, hipersensibilidade
cutanea e febre, sendo que a frequéncia e a gravidade variam conforme o contexto geografico

(Pérez-Molina et al., 2021; Swett et al., 2024).

Entre os dois, o benznidazol ¢ o mais amplamente utilizado devido @ menor taxa de
toxicidade relativa quando comparado com o nifurtimox e ¢ considerado o farmaco de
referéncia para tratamento da DC no Brasil, fazendo parte do Componente Estratégico da
Assisténcia Farmacéutica da Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais - RENAME

(Brasil, 2022).
2.2 Novos candidatos quimioterapicos para o tratamento da Doenc¢a de Chagas

A busca pela descoberta de novos fairmacos para o tratamento da doenca de Chagas ¢
um processo continuo, com diversos compostos sendo testados anualmente na tentativa de
identificacio de um candidato promissor. Estratégias de triagem de alto rendimento sdo
aplicadas para a descoberta de novas séries de compostos com potencial terapéutico. O DNDi
tem desempenhado um papel central nesse esforco, desenvolvendo portfolios de compostos
naturais e sintéticos, com iniciativas como o Chagas Hit-to-lead e parcerias com
universidades e industrias farmacéuticas para a triagem de novos compostos (DNDI, 2025).
Paralelamente, diversos ensaios clinicos tém sido registrados para avaliar a eficicia da
atividade tripanocida de compostos como posaconazol, selénio, acido acetilsalicilico,

fexinidazol, colchicina e amiodarona (Mansoldo ef al., 2020).

Na intencao de padronizar as linhagens de 7. cruzi, o parasito foi classificado em sete
diferentes tipos de DTUs (do inglés discrete typing units ou em portugués unidades discretas
de tipagem), sendo elas Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVI e Tcbat. Estudos demonstram
associacoes de determinadas linhagens a distribuicao geografica e epidemiologica da doenca,
além de diferencgas na susceptibilidade aos farmacos benznidazol e nifurtimox. Dessa forma,
as diferencas entre as cepas ¢ um aspecto importante a ser considerado na busca de novos
candidatos quimioterapicos para o tratamento da DC (de Sousa et al., 2024; Zingales et al.,

2009, 2014).

Outro aspecto relevante a ser considerado no ambito da busca de novos farmacos para
a DC sao os alvos das drogas a serem selecionadas. Por fazerem parte de grande parcela da

funcionalidade da célula e desempenharem um papel essencial na adaptacdo do parasito aos
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diferentes ambientes que encontra ao longo de seu ciclo de vida, os metabolismos energético e
lipidico de T. cruzi apresentam um grande potencial como alvo para o tratamento. Embora
avangos significativos tenham sido feitos na compreensao dessas vias, ainda existem lacunas
importantes, especialmente sobre como o metabolismo lipidico e energético do parasito ¢
regulado in vivo e como essas adaptacdes podem ser exploradas para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas contra a DC (Booth; Smith, 2020; Liu; Ulrich vonBargen;

McCall, 2021; Maugeri; Cannata; Cazzulo, 2011).
2.2.1 Metabolismo Lipidico

Os lipidios desempenham papéis fundamentais na biologia celular, sendo o principal
componente estrutural de membranas celulares. Atuam também  como moléculas
sinalizadoras e sao utilizados como fonte de energia. Em tripanossomatideos, os lipidios sdao
importantes ndo apenas como recursos energéticos e estruturais, mas também como fatores de
patogenicidade, ajudando o parasito a evadir de respostas imunoldgicas, manipulando
processos do hospedeiro e promovendo a infec¢do, sendo essenciais para sua sobrevivéncia e

replicacdo (de Aquino ef al., 2021; Ramakrishnan ef al., 2013).

A composi¢ao dos lipidios em 7. cruzi € variavel de acordo com as diferentes formas
evolutivas. Os fosfolipidios representam de 60 a 70% dos lipidios constituintes da membrana
plasmatica das formas tripomastigotas ¢ amastigotas, com predominancia da fosfatidilcolina.
Os triacilglicerideos sao os segundos mais abundantes, representando 25% dos lipideos nas
formas amastigotas, estando em menor proporcao nas demais formas, enquanto cerca de 10%
dos lipideos de 7. cruzi sao esfingolipideos (Booth; Smith, 2020).

O parasito ndo possui a capacidade de sintetizar colesterol, sintetizando apenas o
ergosterol. Nas formas epimastigotas, 7. cruzi  sequestra colesterol do hospedeiro,
armazenando-o em forma de ésteres de colesterol em inclusdes lipidicas conhecidas como
reservossomos. Estes ésteres sdo utilizados como fonte de energia durante sua diferenciagao.
Em condi¢des de privacdo de lipidios exogenos, o colesterol livre dos reservossomos ¢
consumido, o que ¢ compensado pelo aumento da biossintese de ergosterol, destacando o
papel crucial do metabolismo lipidico no desenvolvimento do parasita. Avangos em analises
gendmicas revelaram particularidades na via de biossintese de esterdis em 7. cruzi, tornando-a
um alvo promissor para o desenvolvimento de quimioterapicos (Biagiotti et al., 2017; Booth;

Smith, 2020; Roberts et al., 2003).
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2.2.2 Metabolismo Energético

Os tripanossomatideos possuem um metabolismo energético complexo e adaptavel,
que difere ndo apenas entre as diferentes espécies, mas também entre os estagios do ciclo de
vida de uma mesma espécie. Trypanosoma cruzi depende diretamente das fontes de carbono
existentes em seus hospedeiros para seu metabolismo energético. Devido as grandes
diferengas na composicao dos ambientes onde o parasito se encontra dependendo do seu
hospedeiro, suas formas evolutivas se adaptaram para a utilizagdo de diferentes fontes de
energia. Enquanto as formas amastigotas e tripomastigotas presentes no hospedeiro
vertebrado utilizam a glicose como fonte energética, as formas epimastigotas presentes no
inseto vetor utilizam aminodcidos como a L-prolina e L-glutamina em seu metabolismo

energético (Bringaud; Riviere; Coustou, 2006).

Uma caracteristica dos cinetoplastideos ¢ a compartimentalizagdo da maior parte das
enzimas glicoliticas nos glicossomos, organelas similares aos peroxissomos. Essas estruturas
contém enzimas da via glicolitica e de gliconeogénese, e sao encontradas distribuidas por todo
corpo celular, com até 50 unidades dispostas pelo citosol em 7. cruzi (Michels et al., 2021;
Quinones et al., 2020).

Um dos principais produtos do metabolismo energético ¢ a adenosina trifosfato (ATP).
Essa molécula estd envolvida em diversas reagdes essenciais para a viabilidade celular,
incluindo o funcionamento da bomba de protons H'-ATPase. Essas bombas sdo um
importante mecanismo para a manutencao da homeostase de pH em 7. cruzi (Vanderheyden;
Benaim; Docampo, 1996). Assim como em fungos, as bombas de protons H'-ATPase de T.
cruzi funcionam como transportadores primarios, bombeando prétons para fora da célula e
criando gradientes de pH e potenciais elétricos, os quais impulsionam o transporte secundario
de ions e metabolitos, essenciais para o metabolismo e a sobrevivéncia do parasita (Vieira et

al., 2005).

As particularidades e processos envolvidos nessa via metabodlica, reforgam o interesse
em explorar as enzimas e estruturas associadas, em busca de alvos para o desenvolvimento de

novas terapias contra a DC (Michels et al., 2021; Opperdoes; Michels, 2001).
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2.3 Reposicionamento de Farmacos

O tratamento da DC enfrenta desafios significativos, com um cenario marcado pela
auséncia de novas opg¢des terapéuticas desde o desenvolvimento dos farmacos benznidazol e
nifurtimox. Esses medicamentos apresentam limitacdes importantes, incluindo alta toxicidade
e efeitos adversos que afetam cerca de 40% dos pacientes. Além disso, as taxas de cura na
fase cronica da doenga permanecem insatisfatérias, refletindo a necessidade urgente de

avangos terapéuticos (WHO, 2024a).

Embora existam esfor¢os na descoberta de novos farmacos, o desenvolvimento de
novos medicamentos € um processo complexo € oneroso, que requer altos investimentos e
longos periodos para a realiza¢do de ensaios clinicos. H4 pouco envolvimento da industria
farmacéutica no desenvolvimento de farmacos voltados para DTNs, como a DC, devido a
previsao de baixo retorno financeiro, o que resulta em insuficientes esforgos nesse ambito (da

Silva et al., 2021).

Diante desse panorama, o reposicionamento de farmacos tem se destacado como uma
abordagem promissora. Essa estratégia, que consiste em identificar novos usos para
medicamentos j& existentes, oferece a vantagem de reduzir custos e tempo de
desenvolvimento, uma vez que os perfis de seguranca e disponibilidade desses farmacos ja
estdo estabelecidos. Atualmente, o reposicionamento de farmacos tem sido amplamente
explorado como uma alternativa viavel e eficiente para acelerar a descoberta de tratamentos
mais seguros e eficazes para a DC, assim como outras DTNs (Andrews; Fisher;

Skinner-Adams, 2014; Ashburn; Thor, 2004; da Silva et al., 2021).

O reposicionamento de farmacos baseia-se em avangos na biologia molecular, no
entendimento do genoma humano e no conceito de farmacos pleiotropicos, que possuem
multiplos efeitos bioldgicos e interagem com diversos alvos. A partir do mapeamento do
perfil molecular das doengas — incluindo genes, biomarcadores e vias de sinalizagdo — e do
uso de métodos computacionais (in silico), é possivel identificar semelhangas entre doencas
que compartilham alvos bioldgicos. Isso sugere que um mesmo farmaco pode ser eficaz
contra condigdes diferentes. Além disso, métodos experimentais bioldgicos, combinados com
abordagens in silico e o acesso a bases de dados abertas, tém acelerado e tornado mais

eficiente o reposicionamento, reduzindo custos. Assim, essa estratégia viabiliza a descoberta
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de novas aplicagdes para medicamentos ja existentes, aproveitando conhecimentos prévios
sobre seguranga e disponibilidade desses compostos (Jourdan et al., 2020; Kale et al., 2022).
Um exemplo cldssico de reposicionamento de farmaco bem sucedido ¢ o 4acido
acetilsalicilico, originalmente comercializado desde 1899 como analgésico, com
reposicionamento em 1980 com nova indicacdo como antiagregante plaquetario. A
talidomida, farmaco que se tornou bastante conhecido devido ao seu efeito teratogénico,
também passou pelo processo de reposicionamento. Sua indicagdo inicial era o tratamento de
enjoo matinal, porém 10 anos apds sua descoberta estudos demonstraram seu potencial no
tratamento de eritema nodoso hansénico. Em 2006 a talidomida passou por novo estudo de
reposicionamento, sendo entdo indicada no tratamento de mieloma multiplo (Jourdan et al.,

2020).

O reposicionamento de farmacos também vem sendo aplicado na busca de tratamento
das doengas causadas por protozodrios, como a malaria, a toxoplasmose e a leishmaniose
(Andrews; Fisher; Skinner-Adams, 2014). Em estudo associando ferramentas in silico e in
vitro, Gupta e colaboradores (2022) investigaram o reposicionamento dos farmacos
lansoprazol e posaconazol no tratamento da leishmaniose, verificando a¢ao desses farmacos
em alvos de proteinas especificas de Leishmania donovani.

Uma ampla gama de classes terapéuticas vém sendo exploradas para o
reposicionamento de farmacos na DC, incluindo antineoplasicos, antihistaminicos, estatinas,
fibratos, antifingicos, antimicrobianos, antivirais, antiparasitarios, além de medicamentos que
atuam no sistema nervoso central e cardiovascular. Outra abordagem crescente ¢ o uso de
terapia medicamentosa combinada, que envolve a administracdo de diferentes medicamentos
com modos de acdo complementares. Essa estratégia ndo apenas potencializa a eficacia
terapéutica, mas também ajuda a mitigar os desafios relacionados a toxicidade. A maioria das
combinagdes relatadas utiliza benzonidazol ou nifurtimox, embora outras combinagdes
envolvendo medicamentos reposicionados também estejam sendo exploradas (Bellera ef al.,

2020; Porta; Kalesh; Steel, 2023).
2.3.1 Analises in silico

Dentro do reposicionamento de farmacos, as analises in silico tém se destacado como
um instrumento poderoso para a descoberta de novos alvos terapéuticos. O termo in silico

refere-se aos métodos de experimentacdo que complementam as abordagens in vivo e in vitro
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no contexto da pesquisa, sendo usado para indicar o uso de ferramentas computacionais

(Pappalardo et al., 2019).

A metodologia in silico envolve a utilizacdo de softwares avancados e bases de dados
para simular cenarios bioldgicos e quimicos. Essa abordagem ¢ amplamente utilizada em
estudos pré-clinicos para avaliar toxicidade, atividade farmacologica e mecanismos de agdo
de medicamentos. No caso da DC ¢é possivel utilizar bancos de dados genémicos online de
acesso livre como o TDR Targets, focado em patogenos de doengas negligenciadas, € o
TriTrypDB que oferece informagdes detalhadas sobre tripanossomatideos. Na busca de
farmacos e seus alvos, repositorios como DrugBank e o Therapeutic Targets Database (TTD)
auxiliam no reposicionamento de medicamentos ao fornecer dados sobre moléculas
previamente aprovadas e suas interagdes com alvos terapéuticos. Essa combinacao de dados
gendmicos e quimicos permite uma abordagem integrada para identificar novos tratamentos

(Aslett et al., 2010; Magarifios et al., 2012; Wang et al., 2020; Wishart et al., 2008).

Recentemente o Grupo de Pesquisa de Ensaios Biologicos com 7. cruzi (GTcruzi) tem
utilizado estratégias baseadas em dados gendmicos de 7. cruzi para selecionar firmacos com
atividade tripanocida. Analises in silico identificaram os farmacos nitrato de oxiconazol e
lansoprazol como candidatos promissores devido a sua acdo em enzimas relacionadas ao
metabolismo lipidico e energético do parasito, como a lanosterol-sintase ¢ a H+-ATPase do
tipo P. Ensaios in vitro confirmaram sua atividade biologica, destacando o potencial dessas
ferramentas para acelerar a descoberta de novos tratamentos e otimizar o reposicionamento de

medicamentos existentes (Garcia, 2022).
2.3.2 Nitrato de Oxiconazol

O nitrato de oxiconazol (Figura 3) ¢ um agente antifungico topico. Faz parte da classe
dos antifungicos imidazolicos topicos, juntamente com o clotrimazol, miconazol, econazol,
butoconazol, sertaconazol e sulconazol, sendo utilizado no tratamento topico de infecc¢des
causadas por dermatodfitos patog€nicos no estrato corneo e mucosas escamosas. Esta
disponivel na forma de logdo e creme a 1% (Brunton; Chabner; Knollmann, 2012; Golan et

al., 2009).

Assim como os demais azois da sua classe, o nitrato de oxiconazol inibe a biossintese

do ergosterol através da inibicdo da enzima do citocromo P450 14a-esterol desmetilase
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(CYP51), promovendo um acimulo de 14a-metil esterdis e a quebra das cadeias acil dos
fosfolipidios na membrana dos fungos. O ergosterol € o componente primario na composicao
da membrana plasmatica dos fungos, de forma que a inibicdo da sua sintese promove a lise

celular (Drugbank, 2024b; Golan et al., 2009; Vishwakarma; Haider; Soni, 2024).

Figura 3 - Estrutura quimica do nitrato de oxiconazol.
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Fonte: Drugbank (2024a).

Em T. cruzi o ergosterol ¢ essencial para a estabilizacdo das membranas, regulagdo de
permeabilidade e fluidez, além da modulacdo de enzimas e canais iOnicos ligados a
membrana, sendo indispensavel para seu crescimento, desenvolvimento e divisdo.
Diferentemente dos mamiferos, o parasito ndo consegue acumular ergosterol, tornando letal a
interrupcdo de sua biossintese. Nesse contexto, inibidores da enzima CYP51, tém sido
amplamente explorados no tratamento da DC devido as semelhangas na via biossintética de

esterois entre fungos e tripanossomatideos (Beltran-Hortelano et al., 2020, 2022).

Os primeiros relatos da atividade de inibidores da 14a-esterol desmetilase em 7. cruzi
sdo da década de 1980 (Docampo et al., 1981), e desde entdo diversos estudos vém sendo
realizados com diversos azdis como cetoconazol, posaconazol e fluconazol (Buckner; Urbina,
2012; Choi; Podust; Roush, 2014). Um aspecto importante a ser destacado ¢ que os inibidores
de CYPS51 investigados demonstraram especificidade para as enzimas dos fungos e parasitos,
sem afetar a CYP51 humana, que desempenha um papel essencial na biossintese de colesterol

(Lepesheva; Friggeri; Waterman, 2018).
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2.3.3 Lansoprazol

O lansoprazol ¢ um inibidor da bomba de protons (IBP) (Figura 4) utilizado no
tratamento de condi¢des relacionadas a hipersecre¢ao gastrica, como ulcera péptica, esofagite
de refluxo, infec¢do por Helicobacter pylori e sindrome de Zollinger-Ellison. Seu mecanismo
de acdo ¢ o bloqueio irreversivel da H+/K+-ATPase (EC: 7.2.2.19), também conhecida como
bomba de proétons, que desempenha um papel crucial na secrecao acida do estdomago. Além do
lansoprazol, outros medicamentos dessa classe incluem omeprazol, rabeprazol, esomeprazol,

dexlansoprazol e pantoprazol (Brunton; Chabner; Knollmann, 2012; Rang et al., 2015).

Os IBPs sdo pro-farmacos que requerem ativagdo em ambientes dcidos. Apds serem
absorvidos na circulagdo sistémica, eles se acumulam nos canaliculos secretores acidos das
células parietais gastricas, onde sdao ativados por meio de uma reagao catalisada por protons
formando uma sulfenamida tetraciclica. A forma ativada do fArmaco liga-se covalentemente
aos grupos sulfidrila das cisteinas na H+/K+-ATPase, inativando irreversivelmente a bomba
de prétons e reduzindo a secre¢do de acido gastrico (Brunton; Chabner; Knollmann, 2012;

Golan et al., 2009; Shin; Kim, 2013).

No aspecto farmacocinético, o lansoprazol atinge seu pico de concentracdo plasmatica
em 1,7 horas apds administracio oral, com biodisponibilidade de 80-90%. Sua meia-vida ¢ de
aproximadamente 2 horas, porém ¢é capaz de inibir a secre¢do gastrica por até 24 horas devido

ao seu mecanismo de agdo (Drugbank, 2024a).

No ambito dos tripanossomatideos, o lansoprazol demonstrou eficacia na inibi¢ao do
desenvolvimento de Leishmania spp. in vitro, atuando sobre ATPases de transporte de calcio
na membrana do reticulo endoplasmatico de Leishmania donovani, essenciais para a
sobrevivéncia do parasito (Gupta et al., 2022). Contudo, ndo ha relatos na literatura sobre
estudos envolvendo a interagdo desse farmaco com o modelo bioldgico de 7. cruzi. Por outro
lado, Garcia-Torres (2023) investigou o reposicionamento do rabeprazol, outro IBP, como
farmaco anti-7 cruzi, demonstrando uma eficacia 14,5 vezes superior ao benznidazol. O
estudo revelou aumento nos niveis de metilglioxal e produtos finais de glicagdo avancada
apods a inibicdo da triose-fosfato isomerase celular pelo rabeprazol, sugerindo que a inativagao

desta enzima ocorre pela derivatizacdo de trés dos seus quatro residuos de cisteina.



Figura 4 - Estrutura quimica do lansoprazol.

Fonte: Drugbank (2024b).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a potencial atividade de farmacos combinados sobre formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos especificos
Determinar o Indice de Combinagio (IC) das combinagdes;
Determinar o Indice de Redugdo de Doses (IDR) das combinagdes;

Avaliar a citotoxicidade dos farmacos, isoladamente e combinados, sobre células

animais;

Determinar o Indice de Seletividade (IS) das combinagdes propostas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracteristicas do Estudo

Pesquisa experimental, desenvolvida com ensaios in vitro utilizando como modelo
experimental uma popula¢do clonal do protozoario 7rypanosoma cruzi da cepa Dm28c
(Contreras et al., 1985). O material experimental utilizado neste projeto estd cadastrado no
Sistema de Gestdo do Patrimonio Genético (SisGen) sob o numero A64768A e nao se

enquadra na Lei 13.123/2015, que dispde sobre o acesso ao patrimdnio genético.
4.2 Farmacos selecionados para o estudo

Com base nos resultados obtidos recentemente em trabalho realizado no Laboratdrio
pelo GT cruzi, foram selecionados farmacos com potencial atividade sobre 7. cruzi. Nesse
estudo, através do método de analises in silico utilizando bases de dados online e gratuitas foi
realizada a busca e selecdo de drogas com potencial acdo sobre enzimas homologas dos
metabolismos energético e lipidico do parasito, com base na identificacdo de alvos de drogas
com alta similaridade aos genes de patogenos. Foram selecionados farmacos cuja atividade
anti-7.cruzi Dm28c nao havia sido reportada na literatura. De um total de sete farmacos
testados in vitro frente as formas epimastigotas de 7.cruzi Dm28c, o Nitrato de Oxiconazol e o
Lansoprazol apresentaram os melhores resultados (Garcia, 2022) e portanto foram

selecionados para a utiliza¢ao neste estudo.
4.3 Cultura de Trypanosoma cruzi

Os testes foram realizados com as formas epimastigotas de 7. cruzi, pertencentes a
cepa Dm28c, originalmente isolada de Didelphis marsupialis (Contreras et al., 1985), um
marsupial selvagem. A cada trés dias o repique da cultura foi realizado para manter o
crescimento exponencial dos parasitos. Os parasitos foram mantidos em meio LIT
suplementado com 10% de SBF (Soro Bovino Fetal) em uma temperatura constante de 28 °C

em incubadora com demanda de oxigénio.
4.4 Ensaio de viabilidade com MTS

O ensaio do MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)
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-2H-tetrazoélio) foi realizado com os farmacos previamente selecionados nas analises in silico
com o objetivo de avaliar o efeito dos mesmos sobre a viabilidade de formas epimastigotas de
T cruzi. Células em fase exponencial foram quantificadas em camara de Neubauer e ajustadas
para a concentragdo de 1x10° parasitas/mL em placas de 96 pogos. Estas células foram
incubadas em 28 °C por 72h na presenca de seis concentra¢des de cada farmaco selecionado
baseando-se no Cly, dos farmacos nao combinados (150; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 ug/mL).
ApoOs incubagdo inicial, foram adicionados em cada po¢o 20 pL da solug¢do de MTS/PMS
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio)/metossulfa
to de fenazina), sendo as placas em seguida incubadas por 4h. Apoés este procedimento a
densidade optica (absorbancia) foi medida a 450 nm em leitor de microplaca. Os ensaios
foram realizados utilizando o DMSO (Dimetilsulféxido) como controle negativo e o farmaco

de referéncia benznidazol como controle positivo. Os ensaios foram realizados em triplicata.
4.5 Ensaio de Combinacio

O ensaio de combinacdo foi realizado utilizando diferentes concentracdes de cada
farmaco em combinagdo. As proporgdes de farmacos utilizadas em cada ensaio foram: 0:4;
1:3; 1:1; 3:1 e 4:0 (FARMACO 1: FARMACO 2) de acordo com a metodologia de Almeida
(2021). Cada farmaco isolado foi diluido em DMSO (Dimetilsulfoxido) 100% e, depois, em
PBS 1X (Phosphate Buffer Saline), para obtencdo das concentragdes finais a serem
combinadas e testadas contra os parasitos. Para tanto, foram utilizadas as formas
epimastigotas de 7. cruzi em fase exponencial de crescimento, incubadas em meio LIT em
densidade celular final de 107 parasitas/mL, em uma placa de 96 pogos. Cada ponto da

combinagdo foi realizado em triplicata.

A viabilidade celular dos parasitos apds a incubagdo por 72h com os compostos em
combinagdo foi feita a partir do método colorimétrico utilizando MTS associado ao acoplador
de elétrons PMS (Henriques et al., 2011). Para tanto, foram utilizados 20 pL de reagente em
todos os pogos e 10 puL de Paraformaldeido (PF) 1% nos pocos designados para obten¢do do

controle de crescimento basal.

Apo6s 4h de incubagdo em 28 °C, a densidade optica (DO) foi medida em um leitor
pQuant. A determinacdo dos valores de concentracdo inibitdria foi realizada por meio da

curva de regressao nao linear, no software GraphPad Prism 7.04 (GraphPad software ®).
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4.6 Determinacio do Indice de Combinacio (IC) e indice de Reducio de Dose (IRD)

O indice de combinacao foi calculado pela razdo entre a concentragao de cada farmaco
na combinagdo e em tratamento isolado. A partir dos valores de Cl,s.oy, Obtidos no ensaio do
MTS, foram calculadas as concentragdes de cada farmaco utilizadas em cada associagdo. Para
tanto, cada valor de IC foi multiplicado pelo nimero de partes correspondente a um dos
compostos nas proporcdes 0:4; 3:1, 1:1; 1:3 ou 4:0 e dividido pelo niimero total de partes da

combinagdo (P = 4).

. . . o
C125,50_75 o090 ([ Jcomposto isolado + n® de partes)

[ Jcomposto na combinacao = [ Jcomposto isolado

[ ] composto na combinagdo
[ ] composto isolado

IC =

A partir desses dados foi realizada a média dos valores de CI (Concentragao Inibitoria)
obtidos para cada combinacdo, afim de obter a classificacdo segundo Chou (2006), em:
0,1-0,3 (forte sinergismo); 0,3-0,7 (sinergismo); 0,7-0,85 (sinergismo moderado); 0,9-1,1
(quase aditivo); 1,1 — 1,2 (leve antagonismo); 1,2 — 1,45 (antagonismo moderado); 1,45 — 3,3
(antagonismo). ApOs as andlises estatisticas, os dados foram compilados em um
isobolograma, que ¢ a representacdo grafica das concentracdes isoladas e em associacdo que

causam 25%, 50%, 75% ou 90% de efeito de dois farmacos.

O isobolograma, o indice de combinagado (IC) e o indice de redugdo de doses (IRD ou
do inglés Dose Reduction Index - DRI) foram calculados no software Excel®, segundo Chou

(2010).
4.7 Citotoxicidade em células animais e indice de seletividade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com células Vero (ATCC® : CCL-81™)
com 70% de confluéncia do tapete celular em concentra¢do igual a 2,10° células/mL. As
células foram semeadas em placas de 96 pogos (2,10* células/pogo) em meio DMEM (do
inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium) com 10% de SBF e mantidas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO,. Apos 24 horas as células foram incubadas com a combinagdo dos
farmacos diluidos em DMSO 100% e, posteriormente, em meio DMEM para obtengdo das

concentracgoes a serem testadas frente as células animais.
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A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico de MTT
3-(4,5Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Apds 24 horas, as células
foram lavadas e adicionados 50 uL. de MTT (2 mg/mL) diluido em meio DMEM. Apo6s 4h de
incubac¢ao, 50 uL. de DMSO 100% foram adicionados ¢ a densidade Optica foi lida a 490 nm.
Os experimentos foram realizados em triplicatas. O indice de seletividade (IS) foi calculado
pela razdo entre os valores da CCs, obtidos e os valores de Cls, dos farmacos isolados e em
combinagdo frente aos parasitos. A determinagdo dos valores de Cls/24h e CCsy/24h foi
realizada por meio da curva de regressdo nao linear pelo software GraphPad Prism 7.04
(GraphPad software ®). A comparagdo entre as concentragdes inibitdrias obtidas no ensaio
de associagdo e a comparacao entre as concentragdes citotoxicas foi realizada por meio do

teste de correlagdo de Pearson (p < 0,05).

O indice de seletividade (IS) das combinagdes testadas foi obtido pela razdo entre o
valor de CC;, do teste de citotoxicidade em células animais e seu respectivo valor de Cly, do
ensaio de MTS em cada combinagdo para a avaliacdo da seletividade dos farmacos

combinados para o seu alvo sem causar toxicidade as células do hospedeiro.
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5 RESULTADOS
5.1 Efeito da combinac¢ao dos farmacos

No ensaio de MTS apds 72 horas de exposi¢do, os farmacos benznidazol e nitrato de
oxiconazol apresentaram diminui¢do na viabilidade celular das formas epimastigotas de 7.

cruzi (Tabela 1). O farmaco lansoprazol ndo apresentou atividade in vitro anti-T. cruzi.

Tabela 1- Cl5,dos farmacos nao combinados testados in vitro contra formas epimastigotas de
T cruzi ap6s 72 horas de exposigao.

Farmacos Cl,, R? Intervalo de Confianca
Nitrato de Oxiconazol 91,1 uM 0,79 62,5 -132,8 uM
Lansoprazol NA NA NA
Benznidazol 23,5 uM 0,99 15,8 -20,6 uM

Legenda: Clj, - Concentragdo Inibitoria para 50% dos parasitos testados; R2 - Coeficiente de determinagdo; NA -
Nao Ativo.

A combinagdo de nitrato de oxiconazol:lansoprazol foi ativa contra as formas
epimastigotas de 7. cruzi, apresentando diminui¢do da Cls, em relacdo ao nitrato de
oxiconazol ndo combinado em todas as propor¢des testadas, com a proporcao 1:3 sendo
considerada a mais ativa (Clsy: 15,1 uM). A combinag¢do de benznidazol:nitrato de oxiconazol
também apresentou atividade, sendo que a combinacdo com menor Clsyys 75 € oo foi na

propor¢do 3:1 (Clsp: 7,10 uM). Os resultados de Cls ,s 75 € 9 €stdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2- Cls,, Cl,s Clys e Cly, dos farmacos combinados testados in vitro contra formas
epimastigotas de 7. cruzi apos 72 horas de exposicao.

Combinacio Proporcio CI;, R? Intervalo de Cl,;, CIL Cl,,
Confianca (Cls,)
1:3 15,1 uM 0,86 8,6 —26,3 uM 11,3 uM 20,0 uM 26,6 UM
Nitrato de
Oxiconazol: 1:1 49,6 uyM 0,90 41,9 -58,5 uM 41,5 uM 59,2 uM 70,4 uM
Lansoprazol
3:1 ~457uM 0,94 - ~43,5uM 48,7 uM 52,2 uM
1:3 522uM 0,94 30,9 -39,3 uM 21,6 uyM 1259 M 303,9 uM
Benznidazol:
Nitrato de 1:1 19,7uM 0,77 14,4 - 22,8 uM 15,2 uM 25,6 uM 33,1 uM
Oxiconazol
3:1 7,1 uM 0,89 5,2-8,3 uM 4,9 uM 10,3 uM 15,0 uM

Legenda: CI;, - Concentragao Inibitéria para 50% dos parasitos testados; Cl,s - Concentrago Inibitoria para 25%
dos parasitos testados; CI;5 - Concentragdo Inibitoria para 75% dos parasitos testados; Cl,, - Concentragdo



38

Inibitdria para 90% dos parasitos testados; R2 - Coeficiente de determinagdo da Clsy; NA - Nao Ativo; (-):
intervalo de confianga muito amplo.

5.2 Indice de combinacio

A combinagao entre nitrato de oxiconazol e lansoprazol teve um efeito sinérgico (IC <
1) em todas as proporcdes testadas. Nas combinagdes dos compostos benznidazol e nitrato de
oxiconazol, a maior parte das proporgdes também apresentaram efeito de sinergismo, com IC
inferior a 1. Verificou-se que a propor¢do de 1:3 apresentou efeito de antagonismo com IC

superior a 1,1 nas Clj,,CI;s e Clys conforme demonstrado na tabela 3.

Tabela 3 - Valores dos indices de combinagdo, classificados segundo Chou (2006), sobre
epimastigotas de 7. cruzi.

Combinacao Proporcio Cl,; CI;, ClI; Clys
. 1:3 0,79° 0,79" 0,80" 0,81"
Nitrato de
Oxiconazol: 1:1 0,76" 0,77* 0,78° 0,80°
Lansoprazol
3:1 0,66 0,63 0,60 0,57
Benznidazol: 1:3 1,07 1,78 2,96 4,93
Nitrato de 1:1 0,63 0,65 0,69 0,76"
Oxiconazol 3:1 033" 0,42+ 036" 0,70*

Legenda: (++): sinergismo; (+): sinergismo moderado; (£): quase aditivo; (-) antagonismo.

Com o objetivo de representar graficamente o efeito das referidas associagdes, que
causaram 25%, 50%, 75% e 90% do efeito dos farmacos utilizados na associacao foi
confeccionado um isobolograma para cada combinagao (Figuras 7 e 8). As linhas pontilhadas
indicam o limite de efeito aditivo para cada percentual de inibicao. Todas as concentragdes
inibitorias da combinagdo de nitrato de oxiconazol com lansoprazol se encontram abaixo da
linha aditiva, enquanto o isobolograma da combinagao de nitrato de oxiconazol e benznidazol

apresenta pontos acima e abaixo da linha aditiva.
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Figura 7 - Isobolograma ilustrando os efeitos da combinagdo entre os farmacos nitrato de

oxiconazol e lansoprazol sobre epimastigotas de 7. cruzi.
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Nota: Os pontos abaixo das linhas aditivas representam sinergismo; pontos acima da linha aditiva representam
antagonismo e pontos sobre a linha aditiva representam efeito aditivo.

Figura 8 - Isobolograma ilustrando os efeitos da combinagdo entre os farmacos benznidazol e

nitrato de oxiconazol sobre epimastigotas de 7. cruzi.
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Nota: Os pontos abaixo das linhas aditivas representam sinergismo; pontos acima da linha aditiva representam
antagonismo e pontos sobre a linha aditiva representam efeito aditivo.
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5.3 Indice de Reducao de Dose

O lansoprazol foi capaz de reduzir em mais de 28 vezes a concentracao de nitrato de
oxiconazol necessaria para atingir a Cl,5 na propor¢ao de 3:1, com variagdo nos valores de
reducdo da dose de nitrato de oxiconazol entre 18,1 e 28 vezes. A combina¢do também
promoveu discreta redugdo na dose ativa de lansoprazol em todas as concentragdes inibitorias,

com valor de 1,33 (Figura 9).

Figura 9 - Indices de redugio das diferentes propor¢des das combinagio de lansoprazol e

nitrato de oxiconazol testadas sobre as formas epimastigotas de 7. cruzi.
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Nota: Cada ponto representa uma concentragdo na combinagdo, a saber, da esquerda para a direita: CLs, Clj,

A combinacdo de benznidazol e nitrato de oxiconazol promoveu uma diminui¢ao na
concentracdo de benznidazol necessaria para causar reducdo na viabilidade das formas
epimastigotas de 7. cruzi em aproximadamente 13 vezes em todas as Cls. O nitrato de

oxiconazol combinado também teve sua dose reduzida de 1,62 a 3,95 vezes (Figura 10).



Figura 10 - Indices de redugio das diferentes propor¢des das combinagio de benznidazol e

nitrato de oxiconazol testadas sobre as formas epimastigotas de 7. cruzi.
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Nota: Cada ponto representa uma concentracdo na combinagdo, a saber, da esquerda para a direita: Cl,5, Cls,

Cl5 e Cly,.

5.4 Analise de citotoxicidade e Indice de Seletividade

A citotoxicidade dos farmacos ndo combinados foi determinada através de ensaio com

MTT. O farmaco nitrato de oxiconazol apresentou maior citotoxicidade, enquanto o farmaco

lansoprazol nao apresentou citotoxicidade, conforme demonstrado na tabela 4.

Tabela 4 - Citotoxicidade (CCs) dos farmacos ndo combinados testados in vitro contra formas

epimastigotas de 7. cruzi apds 72 horas de exposi¢ao.

Farmacos CCs R? Intervalo de Confianca
Nitrato de Oxiconazol 52,1 uM 0,71 352-77,1 uyM
Lansoprazol NC ate 541,4 uM * *
Benznidazol 637,5 uM 0,89 563,5-721,2 uM

Legenda: CCs, - Concentragao Citotoxica para 50% dos parasitos testados; R2 - Coeficiente de determinagéo;
NC - Nao Citotodxico.
Nota: (*) Nao foi possivel calcular devido a viabilidade ser proxima de 100%.
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A combinagdo de nitrato de oxiconazol com lansoprazol ndo apresentou citotoxicidade
nas propor¢des de 1:3 e 1:1, enquanto que na propor¢cdo de 3:1 houve um aumento
significativo de toxicidade, com CCs, de 6,5 uM. Na combinacdo de benznidazol com
oxiconazol todas as proporgdes apresentaram citotoxicidade elevada, com valores de CCs,
inferiores aos dos farmacos isolados. O valores do IS foram inferiores a 1,0 indicando baixa
seletividade pelas formas epimastigotas de 7. cruzi em relagdo as células animais em todas as
propor¢des da combinacdo de benznidazol:nitrato de oxiconazol, assim como na propor¢ao

3:1 de nitrato de oxiconazol:lansoprazol (tabela 5).

Tabela 5 - Citotoxicidade (CCs) e indice de seletividade (IS) dos farmacos combinados
testados in vitro contra formas epimastigotas de 7. cruzi apos 72 horas de exposicao.

Combinacdo Proporcao CCs IS R*>  Intervalo de Confianca
) 1:3 NC até 868,1 uM * * *
Nitrato de
Oxiconazol: 1:1 NC até 582,6 uM * * *
Lansoprazol
3:1 6,5 uM 0,14 0,76 4,4-9,6 uM
Benznidazol: 1:3 39,6 uM 0,76 0,83 21,9-41,9 uyM
Nitrato de 1:1 21,0 uyM 1,07 0,78 10,5-41,2 uM
i 1
Oxiconazo 3:1 11,0 uM 1,55 0,51 4,0 -303 uM

Legenda: CCs, - Concentragdo Citotoxica para 50% dos parasitos testados; IS - Indice de Seletividade; R2 -
Coecficiente de determinagdo; NC - Niao Citotoxico.
Nota: (*) Nao foi possivel calcular devido a viabilidade ser proxima de 100%.
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6 DISCUSSAO

Ainda que os impactos sanitarios, econdmicos e sociais da DC sejam significativos,
nao houve mudangas no panorama de tratamento da infec¢dao. Os farmacos utilizados para o
seu tratamento mantém-se os mesmos desde o seu desenvolvimento hd mais de 50 anos. Esse
cendrio ¢ resultado de um complexo problema de satide, de forma que a DC foi incluida pela
OMS na lista de Doencas Tropicais Negligenciadas em 2005 na busca de promover o
reconhecimento e incentivar os esfor¢os na melhoria da prevencao, diagnostico e tratamento

da doenca (WHO, 2024a).

A estratégia do uso de combinagdes de farmacos com atividade tripanocida
selecionados através de estudos de reposicionamento ja vem sendo utilizada na busca de
efeitos aditivos ou de sinergismo que possam potencializar seu efeito anti-7. cruzi (Nogueira
et al., 2022). Outra abordagem que vem sendo amplamente utilizada ¢ a combinacdo de
farmacos reposicionados com os farmacos ja padronizados para o tratamento da DC,
nifurtimox ou benznidazol, com o intuito de diminuir seus efeitos adversos significativos e
aumentar a sua eficacia (Almeida-Silva et al., 2022; Barbosa et al., 2022; Morillo et al., 2017;
Pandey et al., 2022; Strauss et al., 2018).

Dentre as classes de farmacos explorados, os antifngicos azdis estdo entre os
principais alvos de estudos de combinagdo, pois atuam em uma via biossintética semelhante a
observada em 7. cruzi para a sintese de esterois (Roberts et al., 2003). Estudo que investigou
através de testes in vitro os efeitos da combinagcdo de benznidazol com o antifungico
itraconazol verificou que os efeitos da combinacdo foram quatro vezes mais efetivos quando
comparados com os tratamentos isolados (Assiria Fontes Martins et al., 2015). O presente
estudo encontrou resultados similares, com a diminui¢ao de aproximadamente 3 vezes do Cls,
da combinagdo de benznidazol com nitrato de oxiconazol na propor¢ao de 3:1 em relacao aos
farmacos ndo combinados, demonstrando potencial para reducdo das doses dos farmacos

quando utilizados em combinagao.

No entanto, no dmbito das terapias combinadas com antiflingicos azdis os resultados
ainda sdo controversos. Embora as associagdes do benznidazol com os antifungicos
posaconazol e voriconazol tenham sido avaliadas como potenciais candidatas para o

tratamento da DC, estudos indicam que a terapia combinada ndo apresentou eficacia superior
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a monoterapia com benznidazol (Gulin et al, 2020; Morillo et al., 2017). Contudo, os
achados do The STOP-CHAGAS Trial, que investigou a associacdo de posaconazol com
benznidazol, foram questionados por Urbina (2017), destacando limitagdes como a baixa
dosagem de posaconazol utilizada e o curto periodo de testes. Esses fatores ressaltam a
necessidade de mais pesquisas para avaliar a combinacdo de azois com o benznidazol e
explorar seu real potencial no tratamento da DC, considerando que por serem evolutivamente
mais antigos que os fungos, os tripanossomatideos exigem requisitos adicionais para que os
farmacos a base de azdis sejam eficazes devido as suas diferencas metabolicas, especialmente

no que diz respeito a farmacocinética e a distribuicao tecidual (Friggeri et al., 2018).

Com base na sele¢do realizada por Garcia (2022), os farmacos nitrato de oxiconazol e
lansoprazol foram indicados por apresentarem potencial atividade sobre alvos funcionais de 7.
cruzi. Sendo assim, neste estudo foram testados in vitro frente a formas epimastigotas, onde
os resultados indicaram que o farmaco nitrato de oxiconazol apresentou maior atividade
tripanocida. Dessa forma o nitrato de oxiconazol foi selecionado para a realizagao dos ensaios
de combinagdo com os farmacos lansoprazol e benznidazol devido ao seu potencial na
diminui¢do do Cls, em comparagdo ao resultado obtido nos testes de MTS com lansoprazol.

Os calculos de IC e IRD foram baseados em suas concentragoes.

Os resultados deste estudo demonstraram que a combinagdo de nitrato de oxiconazol
com benznidazol foi capaz de reduzir em até 13 vezes a concentracdo necessdria para a
atividade anti-7. cruzi do benznidazol in vitro, evidenciando o potencial terapéutico dessa
associagdo. Apesar da ocorréncia de efeito antagonista em algumas concentragdes, foi
possivel observar sinergismo em praticamente todas as propor¢des testadas, exceto na
proporcao 1:3. Por outro lado, verificou-se um acréscimo significativo na citotoxicidade da
combinagdo em comparagao aos farmacos isolados, além de seu baixo indice de seletividade,
o que demonstra uma baixa diferenga entre a citotoxicidade apresentada contra 7. cruzi e a
citotoxicidade apresentada contra as células animais. Esses resultados diminuem seu potencial

como alternativa ao tratamento utilizado atualmente.

Uma das principais limitacdes na utilizacdo dos azodis € sua citotoxicidade,
especialmente a toxicidade hepatocelular (Rakhshan er al., 2023). Estudo realizado por
Haegler e colaboradores. (2017) verificou que a toxicidade de cetoconazol, um derivado

imidazoélico, e de posaconazol, um triazol, esta relacionada a deple¢dao de ATP nas células
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animais e a disfun¢do mitocondrial, afetando diretamente o metabolismo energético celular.
Evidéncias demonstraram que a toxicidade mitocondrial pode ser ainda mais acentuada em
células com fung¢do mitocondrial comprometida, agravando os danos hepaticos. A
compreensdo desses mecanismos de toxicidade ¢ fundamental para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas que minimizem os efeitos adversos dos azois, contribuindo para

0 uso mais seguro ¢ eficaz dessa classe de farmacos.

Embora nesses experimentos o lansoprazol nao tenha causado redugdo na viabilidade
celular quando utilizado isoladamente, os resultados de sua combinacdo com nitrato de
oxiconazol demonstraram que quando os farmacos s3o combinados, observa-se diminuicao
significativa do valor de Cl;, de nitrato de oxiconazol, além da diminui¢do em até 28 vezes de
sua dose necessaria para a reducao do crescimento parasitario, sugerindo alguma alteracao
farmacodinamica que potencializou o efeito citotoxico contra 7. cruzi apresentado pelo nitrato
de oxiconazol. Essa estratégia tem sido aplicada a azdis e outros agentes antimicrobianos e
antifungicos para aumentar a eficacia dessa classe de farmacos e reduzir o desenvolvimento

de resisténcia microbiana (Stenkiewicz-Witeska; Ene, 2023).

Entre os mecanismos relacionados a potencializagcdo dos azdis nas infec¢des flingicas
estdo a inibicdo das bombas de efluxo, a intensificacdo da inibicao da sintese de ergosterol, a
atenuacdo da resisténcia fingica aos azdis e a disrup¢do de processos biolodgicos como a
divisdo celular e o transporte de nutrientes (Xiong; Lu; Jiang, 2025). Dentre os farmacos
estudados que apresentam efeito sinérgico aos azois estdo os IBPs, como lansoprazol e
omeprazol. As bombas de protons nas membranas flingicas, assim como em 7. cruzi, sao
essenciais para a geracdo do potencial de membrana, facilitando o transporte de nutrientes e o
efluxo de farmacos dependente de ATP, tornando os farmacos que atuam em sua inibigao

candidatos relevantes na busca de efeitos sinérgicos (Holmes et al., 2016).

Em estudo com IBPs, incluindo o lansoprazol, Lu e colaboradores (2020) verificou
que esses farmacos atuam sinergicamente com fluconazol contra Candida albicans resistente
tanto in vitro quanto in vivo. O estudo revelou que os efeitos sinérgicos podem estar
relacionados a supressao da bomba de efluxo, inibicao da fosfolipase extracelular e bloqueio
da mudanca morfoldgica. Nesse estudo, assim como no presente estudo, foi constatado que os

IBPs quando ndo combinados apresentam baixa atividade contra os microrganismos, porém
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sua combinagdo com os azois potencializa a capacidade toxica dos azo6is, com diminui¢do nas

concentragdes inibitorias de viabilidade celular.

Por fim, a andlise de citotoxicidade da combina¢des de nitrato de oxiconazol com
lansoprazol sobre células Vero, realizada por meio do ensaio de MTT, demonstrou que as
proporg¢des 1:3 e 1:1 ndo reduziram a viabilidade celular das células animais, demonstrando
alta seletividade pela célula do parasito em relagdo as células animais. Em comparagdo com o
perfil de citotoxicidade dos farmacos nao combinados, ¢ possivel verificar que sua
combina¢do possibilita mitigar seus efeitos citotoxicos, sem prejudicar a acdo toxica frente

aos parasitos.

A auséncia de relatos na literatura sobre a agdo combinada de oxiconazol com
benznidazol ou lansoprazol na inibi¢cdo da viabilidade de 7. cruzi demonstra a relevancia dos
resultados apresentados neste estudo. Destaca-se a importancia do desenvolvimento de
pesquisas futuras que explorem a acdo bioldgica dessas combinacdes em diferentes formas
evolutivas do parasito e que contemplem outras cepas de 7. cruzi, de forma a aprofundar o
entendimento dos mecanismos envolvidos e avaliar o potencial terapéutico dessas associagdes

no tratamento etiologico da DC.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados concluimos que os farmacos nitrato de
oxiconazol e lansoprazol apresentam efeito sinérgico quando combinados, com diminuicao do
Cls,. A combinacdo de nitrato de oxiconazol com benznidazol, embora apresente proporgdes
com efeito antagonista, apresenta efeito sinérgico nas propor¢des 1:1 e 3:1. Ambas as
combinagdes testadas demonstraram potencial para a reducdo das doses necessarias para
atingir o efeito anti-7. cruzi verificado no tratamento nao combinado. Constatou-se que a
combinacdo de nitrato de oxiconazol com benznidazol apresentou incremento em sua
citotoxicidade e baixo indice de seletividade pelas formas epimastigotas em relagdo as células
animais, sendo considerada uma desvantagem na sua aplicagdo. Por fim, as propor¢des 1:3 e
1:1 da combinagdo de nitrato de oxiconazol com lansoprazol testadas exibiram efeito
citotoxico inferior quando comparado aos tratamentos isolados e alta seletividade, o que
demonstra o potencial da diminuicdo nos efeitos adversos relacionados ao tratamento e

corroboram com a sugestdo de um tratamento eficaz e de baixa toxicidade.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

A principal limitacao do estudo ¢ a utilizacdo das formas epimastigotas (replicativas)
que sdo encontradas no inseto vetor, ndo tendo sido realizados testes nas formas presentes no

hospedeiro vertebrado - amastigota e tripomastigota.

A forma epimastigota de Trypanosoma cruzi Dm28c foi escolhida para os testes por se
tratar de uma populagcdo clonal, com crescimento exponencial em cultura axénica, o que
possibilita a disponibilidade de quantidade suficiente de parasitos para realizacao de testes a

cada trés dias, com uniformidade dos ensaios.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados encontrados, as perspectivas futuras sao a realizacao de ensaios
para a pesquisa de atividade tripanocida nas formas tripomastigota e amastigota com os
farmacos combinados investigados nesse estudo (nitrato de oxiconazol:lansoprazol e
benznidazol:nitrato de oxiconazol) e também com a combinagdo de lansoprazol e

benznidazol.
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