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RESUMO

A doenca de Chagas € causada pelo parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e possui
sua via de transmissao classica centrada na forma vetorial por intermédio do vetor
invertebrado triatomineo. Apds 110 anos de sua descoberta ainda se constitui como
enfermidade entre 17 doencgas tropicais e permanece negligenciada do ponto de
vista farmacologico. O benzonidazol (BNZ), descoberto ha mais de 40 anos, € um
composto ativo com atividade tripanocida e apresenta cura parasitolégica de até
80% em individuos tratados durante a fase aguda da doenga. Com isso, 0 objetivo
desta revisdo é buscar informagdes sobre o entendimento da interferéncia do BNZ
na terapéutica e na inflamacédo ocasionada pela infeccdo por T. cruzi. O estudo
bibliografico foi realizado com base nos dados do site de busca Pubmed, utilizando
as palavras-chaves: benzonidazol, inflamacdo e doenga de Chagas. Este estudo
reforcou a redugao da carga parasitaria e a influéncia na resposta inflamatéria pelo
BNZ, além de requerer mais estudos sobre novas formulagcdes a fim de diminuir a

taxa de abandono e os eventos adversos apresentados na terapéutica usual.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi; benzonidazol; inflamagao; doenga de

Chagas.



ABSTRACT

Chagas disease is caused by the parasite Trypanosoma cruzi (T. cruzi), and has its
classical transmission route centered on the vectorial form through the invertebrate
triatomine vector. After 110 years of its discovery, it still constitutes a disease among
17 tropical diseases and remains neglected from the pharmacological point of view.
Benznidazole (BZN), discovered more than 40 years ago, is an active compound with
trypanocidal activity and presents a parasitological cure of up to 80% in individuals
treated during the acute phase of the disease. Thus, the objective of this review is to
seek information about the understanding of the interference of BZN in the therapy
and inflammation caused by T. cruzi infection. The bibliographic study was carried
out based on data from the Pubmed search site, using the keywords: benznidazole,
inflammation and Chagas disease. This study reinforced the reduction in the parasite
load and the influence on the inflammatory response by BZN, besides requiring
further studies on new formulations in order to reduce the dropout rate and adverse
events presented in the usual therapy.

Keywords: Trypanosoma cruzi; benznidazole,; inflammation;, Chagas disease.
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1. INTRODUGAO

1.1. HISTORIA

Em 1909, a enfermidade Tripanossomiase Americana ou doenca de Chagas foi
identificada e caracterizada pelo médico sanitarista Carlos Justiniano Ribeiro das
Chagas (Chagas, 1909). Apresenta como agente etioldgico o Trypanosoma cruzi,
um protozoario digenético e polifilético. Seu ciclo de vida é heteroxénico, transmitido
vetorialmente por insetos da familia reduviidae e da subfamilia Triatominae (Chagas,
1909; WHO, 2022). Mesmo apds o ano de 1921, quando Chagas e sua equipe ja
haviam identificado o vetor, os reservatérios naturais e os aspectos morfolégicos e
clinicos da infec¢ao, a nova doenga foi considerada favorecida pela miséria e pelo
subdesenvolvimento, e seguiu sendo negligenciada até os anos 40, quando
comegou a ser reconhecida por politicas brasileiras (Santos, 2019).

A tripanossomiase americana € uma zoonose endémica em 21 paises da
América Latina, mas com o processo de migragao populacional também levou seu
registro em paises da Ameérica do Norte, da Europa, da Australia e do Japao,
acometendo de 8 a 9 milhdes de individuos no mundo com 75 milhdes em risco de
infecgdo (Aguiar et al.,, 2012; Jesus et al., 2021). E, apesar de descoberta ha mais
de 110 anos, essa enfermidade ainda constitui um importante problema de saude
publica em paises endémicos com cerca de 9 milhdes de individuos infectados na
América Latina, onde sua transmissao vetorial por insetos vetores causa 40 mil
novos casos por ano e mais de 1 milhdo s6 no Brasil (Aguiar et. al., 2012; Hotez,
2015). No entanto, estima-se que a prevaléncia da doenga nas areas nao
endémicas, pode ser muito maior quando consideramos as limitagdes de
diagnostico, a sua subnotificacdo e, como citado, o crescente fluxo migratério
(Mendonga et al., 2019).

A doencga de Chagas ainda é considerada pela Organizagcdo Mundial de Saude
(OMS) uma enfermidade, entre uma das 17 doencas tropicais mais negligenciadas
do ponto de vista farmacoldgico mesmo com a existéncia de agbes para seu controle
em alguns paises (WHO, 2022; Creek et al, 2014). E mesmo com o
estabelecimento de estratégias na redugdo da transmissdo vetorial nas areas
endémicas e a introdugcdo universal da triagem com os doadores de 6rgaos e

sangue, resultando em queda dos casos nas ultimas décadas, a doenga ainda é
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responsavel por mais de 13 mil 6bitos anuais, principalmente devido a insuficiéncia
cardiaca associada a cardiomiopatia chagasica cronica (CCC) (Creek et al., 2014;
Murcia et al., 2017; Mendonga et al., 2019). Sendo assim, diante os avangos no
combate ao vetor e buscando compreender o impacto desta infecgao pelo T. cruzi na
farmacocinética e distribuigcdo tecidual (Jesus et al., 2021), permanece evidente a
necessidade de novas medidas de controle em conjunto aos estudos dos

medicamentos ja utilizados, envolvendo a eficacia e toxicidade.

1.1.1. Agente etiolégico e ciclo evolutivo

O agente etioldégico Trypanosoma cruzi apresenta trés principais estagios
evolutivos: amastigotas (Figura 1), epimastigotas (Figura 2) e tripomastigotas (Figura
3), essas transformacgdes ocorrem apdés uma série de divisdes decorrentes das
alteracdes fisioldgicas sofridas, tanto pela nutricdo dos produtos da digestao
sanguinea quanto da secrec¢ao intestinal. Sendo a forma amastigota encontrado no
tecido do hospedeiro vertebrado infectado, possuindo estrutura arredondada e sem
flagelo (Figura 1) (Alvarenga, 1997). Ja a forma epimastigota é flagelada e alongada,
sendo encontrada no sistema digestivo do vetor invertebrado, o triatomineo (Figura
2). E por fim, a forma tripomastigota é encontrada na circulagdo sanguinea e no reto
do triatomineo, possuindo estrutura mais alongada e a presenca de flagelo (Figura
3). (Pérez- Molina & Molina, 2018).

Figura 1 - Microscopia da forma amastigotas

A

Fonte: Estudo de Microscopia Optica por Carvalho, 2017. (Fiocruz)
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Figura 2 - Microscopia da forma epimastigotas

Fonte: Estudo de Microscopia Optica por Carvalho, 2017. (Fiocruz)

Figura 3 - Microscopia da forma tripomastigotas

"'_—-.I ; !

Fonte: Estudo de Microscopia Optica por Carvalho, 2017. (Fiocruz)

O ciclo biolégico do T. cruzi (Figura 4) no triatomineo comega quando o
barbeiro ingere o sangue dos animais infectados com a forma tripomastigotas do
parasito, que ao chegar no estdmago se transforma na forma esferomastigotas. E
em seguida, os parasitos migram para o intestino, se transformando na forma
epimastigotas e se multiplicando. Apds, migram para o reto e se transformam em
tripomastigotas, onde sao eliminados junto com as fezes e a urina do triatomineo
(Jansen et al., 2000).
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Sendo assim, o ciclo se prossegue na forma tripomastigotas e epimastigotas,
que apos eliminadas sao inoculadas na pele ou nas mucosas do vertebrado. Na
forma tripomastigota, pode penetrar e se desenvolver em todos os tipos de células,
exceto eosindfilo e neutrdfilo. Ja a forma epimastigotas, sédo facilmente fagocitadas e
digeridas. Ap6s a penetragdo, a forma tripomastigota inicia seu processo de
transformacdo para forma amastigota, onde um vacuolo formado inicialmente é
rompido e a forma amastigota se encontra em contato direto com as estruturas
citoplasmaticas. Cerca de 35 horas apds, o processo de divisdo binaria se inicia e
prossegue por, aproximadamente, 14 dias, onde no quinto dia tém-se o inicio do
processo sincronico das duas formas (amastigotas e tripomastigotas). Apos a
transformacao, adquirem um flagelo, que consegue romper a célula através de
movimentos intensos, levando a infecgdo de outras células, podendo atingir a

corrente sanguinea e todo o organismo. (Jansen et al., 2000).

Figura 4 - Ciclo de transmisséo vetorial do T. cruzi

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OQUTROS MAMIFEROS

Diferenciacio para formas ' 2 I -
tripomastigotas metaciclicas Liberagdo das formas

tripomastigotas metaciclicas

Formas tripomastigotas

\ junto com as fezes ¢ a urina metaciclicas invadem células
1 do 1-;;:‘:1:;“;::5:«;;1':0 @ hospedeiras no sitio de

inoculagio '

Tripomastigotas sanguineos
se difundem, atraves das
correntes sanguinea e
linfatica, infectando outras

células e novamente se
transformando em
amastigotas intracelulares

e ™

4\/?‘ .g_\_,-\
Conversao para forma

epimastigota e multiplicagio
na porcdo média do intestino

."\,

w1
P
. F i M
e
p— ™, Apos penetrarem nas células,
AN os tripomastigotas se
transformam em amastigotas
.. ' . e se multiplicam

Amastigotas intracelulares se
transformam em

Ingestio de formas

tripomastigotas mngumtos Triatomineo se alimenta de trnp:?mistl?ntgs e, ;Ic:n;n o
pelo vetor sangue do homem e de ompimento das células,
outros mamiferos Entram nas correntes

sanguinea e linfatica

Fonte: infografico: Nevicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz. Extraido de Dale et al, 2019.
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1.2.  TRANSMISSAO

A via de transmissao classica € a forma vetorial, essa € dependente do vetor
invertebrado hematofago: o triatomineo, ou popularmente conhecido por “barbeiro”
ou “bicudo” (Figura 5) (Rassi Jr, 2010). A transmissao pode, ainda, ocorrer pela
ingestdo da forma infectante do parasito (tripomastigota metaciclica) junto a
alimentos, por via congénita, acidentes laboratoriais, doagao de érgaos e transfusao
sanguinea (Rassi et al., 2010) sendo as duas ultimas as mais comuns por
disseminar a doenga de Chagas nos Estados Unidos e Europa (Requena-Mendez et
al., 2015; Hoetz, 2018). Entre os anos 2000 e 2013, a transmiss&o oral acidental
(alimentos contendo macerado do triatomineo) representava maior porcentagem nos
individuos infectados, de acordo com o boletim epidemiolégico do Ministério da
Saude de 2015 (Santos, 2019).

Figura 5 - Diferentes espécies de triatomineos encontrados no Brasil

Fonte: Representacao das espécies mais recorrentes do estado de Minas Gerais, Brasil. A)
C. pilosa; B) P. diasi; C) P. geniculatus; D) P. lutzi; E) P. tertius; F) R. domesticus; G) R. neglectus; H)
T. arthurneivai; 1) T. melanica; J) T. wygodzinskyi. Adaptacao de Jurberg et al., 2014, Atlas
iconograficos dos triatomineos do Brasil.
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A mudanca nos numeros e porcentagens dos tipos de transmissdo do agente
etiologico, mesmo apos mais de 110 anos de descoberta da doenga, se da devido as
acdes contra o vetor no passado, as mudancas ambientais, da condicdo
socioecondémica da populacdo e da sua instalagdo urbana em ambientes
previamente rurais (Prata, 2001; WHO, 2022; Dias & Matos, 2013), podendo
também ser considerado as limitagdes dos diagndsticos nos paises ndo endémicos,
possuindo assim sua subnotificagdo e também o fluxo migratério (Mendonga et. al.,
2019).

1.3.  QUADRO CLINICO

Apos a infecgao pelo protozoario sao descritas duas fases para a doenga, uma
delas a fase aguda onde n&do se observam, com frequéncia, obitos e sintomatologia
intensa, embora possam ocorrer eventualmente pela presenca de intenso
parasitismo sanguineo e tecidual (Laranja et al., 1956; Higuchi et al., 2003). Nesta
fase a doenga esta associada a altos niveis de parasitemia e sintomas leves.

Apoés alguns meses, os individuos infectados passam para a fase crbnica, na
qual os parasitos ndo sao mais detectaveis pela microscopia do sangue periférico
(Santos et al., 2012). Nesta fase crénica, € quando o sistema imune consegue
controlar a replicagdo do parasito, proporcionando uma queda expressiva no
parasitismo. A maioria dos individuos nesta fase encontram-se em uma forma clinica
oligossintomatica denominada indeterminada, no entanto, pode haver a evolugéo
para quadros sintomaticos levando ao desenvolvimento das formas cardiaca ou
digestiva (Prata, 2001).

Ainda ndo sao totalmente elucidados os mecanismos que levam os pacientes a
desenvolverem as formas sintomaticas da doenga de Chagas embora alguns fatores
paregcam estar relacionados como via e carga parasitaria do inoculo, a gravidade na
fase inicial da infecgao, a resposta imune do hospedeiro e a variabilidade genética
do parasito (Dvorak, 1984; Vago et al., 1996).
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1.4. BENZONIDAZOL

O benzonidazol (BNZ) é um medicamento produzido pelo Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco - LAFEPE, Recife, Brasil e Laboratorio
ELEA, Buenos Aires, Argentina (Coura & Castro, 2002; Castro et al., 2006). Eum
composto ativo com reconhecida atividade tripanocida (Souza et al., 2017). Possui
atividade satisfatéria na fase aguda da doenca de Chagas apresentando cura
parasitologica em até 80% dos pacientes tratados (Cruz-Zetina, 2012). Sendo sua
principal limitagdo, a sua menor atividade antiparasitaria na fase crénica da doenca
(Santos, 2012). Embora descoberto ha mais de 40 anos, ainda existem grandes
preocupacodes relacionadas com a frequéncia de efeitos colaterais graves, incluindo
dermatite alérgica, intolerancia gastrointestinal, anorexia, perda de peso e disturbios
do sono (Viotti et al., 2009; Rial et al., 2017), baixa eficacia de cura e dependéncia
da fase em questdo para maior eficiéncia esses farmacos nao representam uma
estratégia terapéutica ideal (Coura & Castro, 2002; Castro et al., 2006). Diante deste
contexto, uma investigagéo da literatura sobre o tema pode nos levar a respostas de

alguns questionamentos a respeito da terapéutica do benzonidazol.
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2. JUSTIFICATIVA

Devido ao extenso uso do BNZ na tentativa de eliminar o parasito, refletem em
seus distintos padrdes biologicos e na resisténcia as tentativas para eliminar o
parasito. Nota-se que existe uma divergéncia de resultados na literatura envolvendo
estudos imunoldgicos, farmacoldgicos, moleculares e parasitolégicos associados ao
T. cruzi em modelo experimental. Mesmo ciente destas questdes, tem-se buscado
justificar dados obtidos em laboratério, através dos modelos experimentais
principalmente, com a terapéutica do benzonidazol, utilizada em seu processo de
inflamacéo. Neste sentido, a presente revisao avalia a interferéncia do benznidazol

na terapéutica da inflamagao ocasionada pela doenga de Chagas (ou pelo T. cruzi).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Identificar, na base de dados do PubMed, os principais achados relativos a
interferéncia do benzonidazol na terapéutica e na inflamacdo ocasionada pela

doenga de Chagas.

3.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Para que o objetivo geral seja alcangado, temos os seguintes objetivos
especificos:
1. Descrever sobre a interferéncia da terapéutica na inflamacéo;
2. Discutir sobre a influéncia da terapéutica na inflamacao causada pela doenca

de Chagas.
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4. METODOLOGIA

O projeto € um estudo de natureza bibliografica, onde os artigos selecionados
foram pesquisados na base de dados do site de busca Pubmed
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), realizando uma selecao de palavras-chave para a
pesquisa. Essa escolha se baseou em nosso objetivo, na interferéncia no tratamento
da inflamacdo na doenga de Chagas, sendo assim, utilizou como palavras-chave:
Benzonidazol, Inflamagéo e Doenca de Chagas. A partir desse cruzamento foram
encontrados 158 artigos, os quais selecionados e limitados por um periodo de 10
anos, entre janeiro de 2011 e margo de 2021, encontrando 125 artigos; por idioma,
apenas portugués e inglés; e exclusédo de artigos de revisdo. Assim, foi realizada a
analise dos titulos e resumos dos artigos, para aqueles que tiveram informacdes
relevantes sobre o tema do trabalho e puderam ser levados em consideragdao. Os
artigos analisados foram apenas os que nao tiverem associagao do benzonidazol
com outros medicamentos e que n&o se restringiam a temporalidade dos trabalhos
nem no impacto das revistas cientificas. Dessa maneira, foram selecionados 30
artigos com base nos titulos e nos resumos a fim de obter informacdes relevantes e
que possam correlacionar os trabalhos selecionados sobre o tema da doenca de
Chagas junto ao processo inflamatorio, para que assim a tematica fosse orientada
para descrever sobre a interferéncia da terapéutica escolhida, o benzonidazol, diante

do processo de inflamagéo causada pelo T. cruzi.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DOENCA DE CHAGAS

5.1.1. Quadro Clinico

Apos a infeccao pelo protozoario, a doenca de Chagas é caracterizada por
duas fases, sendo a fase aguda e a fase crbnica, que apresentam diferentes formas
clinicas (Jesus et al., 2021). A fase aguda, costuma ser assintomatica, embora
possam ocorrer, eventualmente, os sintomas leves devido aos altos niveis de
parasitismo sanguineo e tecidual, como um mal-estar, febre, linfadenopatia,
esplenomegalia leve, miocardite e meningoencefalite. Tendo sua ocorréncia
prevalente na infancia e com taxa de mortalidade de 5% - 10% (Laranja et al., 1956;
Higuchi et al., 2003; Pérez-Molina, 2009).

Apos 2 a 4 meses da infecgdo, os individuos passam para a fase cronica, na
qual os parasitos ndo sao mais detectaveis pela microscopia do sangue periférico
(Santos et al., 2012). Possui um periodo latente, conhecido como fase crénica
indeterminada, sendo uma forma clinica oligossintomatica com duragcao entre 10 e
30 anos, mas pode durar a vida toda. Nesta fase, quando o sistema imune consegue
controlar a replicagdo do parasito, proporcionando uma queda expressiva no
parasitismo, havendo a descontinuacdo da parasitemia, sendo possivel a deteccao
dos anticorpos IgG através dos testes imunolégicos (Pérez-Molina, 2009; Aguiar et
al., 2012). No entanto, aproximadamente 30 a 40% dos individuos presentes nesta
fase, podem ter evolugao para quadros sintomaticos, conhecido como fase cronica
sintomatica, apresentando manifestagdes clinicas, levando ao desenvolvimento das
formas cardiaca ou digestiva, que podem levar a morte (Prata, 2001; Pérez-Molina,
2009; Cevey et al., 2015; Jesus et al., 2021).

5.1.1.1. Processo inflamatorio

Os primeiros estudos sobre a resposta imune na doenga de Chagas comegaram
pela resposta humoral, onde ha a deteccao de anticorpos reativos, que € importante
para identificagdo das infecgbes. Esses anticorpos reativos a epitopos de galactose,
que mediam a lise na formas tripomastigotas, foram encontrados no soro dos
pacientes cronicos e denominados “anticorpos liticos” (AL), presente em niveis mais

elevados, o que sugere um papel protetor. Outras classes de anticorpos foram
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encontradas, capazes de estimular a proliferagao dos linfocitos T e B nos pacientes
chagasicos, principalmente na estimulacdo das células B CD5+, referente aos
processos autoimunes, 0 que sugerem que os anticorpos tém influéncia na evolugao
da doenca de Chagas, preferencialmente pelo fato da destruicdo tecidual dos
portadores da doenga na fase crdnica, que esta associado ao infiltrado inflamatdrio.

Os estudos da fase aguda referentes as respostas imunes, de Menezes (2017),
sugeriram que possui uma “natureza independente de linfécitos T”, o que caracteriza
na expansao da ativagao do mondcitos e das ceélulas B, relacionado a baixa resposta
dos linfocitos, isso devido a baixa expressao do receptor para Interleucina 2 (IL-2).
Ja na fase crénica possui um aumento da resposta celular, como células T CD4 + e
CD8 +, elevando a expressao de HLA-DR e baixando CD28. Essa elevagao esta
associada a expressao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e Interleucina-10
(IL-10). Isso porque, durante a infecgao, as citocinas como interferon gama (IFN-y),
fator de necrose tumoral alfa (TNF), fator de crescimento transformador  (TGF-B),
interleucina-12 (IL-12), IL-4 , IL-10, IL-17 e IL-6 s&o liberados apés ativacdo de
macrofagos e linfécitos T, que desempenham um papel na progressao e na evolugao
da doencga, havendo estudos que mostram alteracdo na expressao e atividade de
transportadores. (Abrahamsohn, 2017; Jesus, et. al., 2021).

Tanto a IL-6 quanto a IL-10 induzem a ativagdo dos fatores de transcrigao
ativados por tirosinas quinases (STAT3), onde a IL-6 é pro-inflamatéria e a IL-10 é
anti-inflamatéria. E a IL-10 junto ao T. cruzi promovem a fosforilagdo de STAT3 e
regulam a expressao do supressor de sinalizagao de citocinas (SOCS3), ja que essa
sendo assim, impedem a translocacao nuclear de NF-kB e a fosforilagdo de ERK1/2
(Cevey, et. al., 2019).

O IFN-y e o TNF-a sao primordiais para ocorrer o controle do parasitismo, sendo
potentes ativadores de macréfagos, de fungbes como a produgdo de radicais
intermediarios de oxigénio (ROI) e de nitrogénio (RNI). Sendo o IFN-y a principal
citocina responsavel na fase aguda e por manter os niveis baixos na fase cronica
(Abrahamsohn, 2017; Menezes et. al.,2017; Jesus et. al., 2021). Sendo assim, as
interagdes podem influenciar a farmacocinética dos medicamentos, havendo a
interacdo medicamentosa e inflamatoria (Abrahamsohn, 2017; Jesus et. al., 2021).

Acredita que o local da producgao das citocinas IL-15 e IL-7 possa contribuir para

a sobrevivéncia das células T CD8 + no tecido cardiaco. Além de sugerir a
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existéncia simultanea da reatividade celular anti e pré-inflamatéria diante o estimulo
antigénico do parasito e do hospedeiro (Abrahamsohn, 2017; Menezes et. al.,2017).

Porém, os mecanismos que levam os pacientes a desenvolverem as diferentes
formas da doenga de Chagas nao sao totalmente elucidados, embora alguns fatores
parecem estar relacionados com a via e a carga parasitaria do in6culo, a gravidade
durante sua fase inicial, a resposta imune do hospedeiro e a variabilidade genética
do parasito (Dvorak, 1984; Vago et. al., 1996). Havendo dois mecanismos que
podem explicar o desenvolvimento da doencga, sdo a hipétese da autoimunidade,
que se aplica aos pacientes cronicos, devido a aparente auséncia de parasitos nos
tecidos, onde sugere uma resposta inflamatéria nos tecidos do hospedeiro; E
estudos recentes reforcam a hipotese de persisténcia do parasito, onde ha presenca
do mesmo nos tecidos danificados dos pacientes cronicos cardiacos e digestivos
(Aguiar et. al., 2012).

5.2. BENZONIDAZOL (BNZ)

O benzonidazol (BNZ) € um composto quimico de 2-nitroimidazol, com formula
quimica 2-Nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida (Figura 6), sendo um pé
cristalino e levemente amarelado, com significativa atividade tripanocida (Souza et
al., 2017; FB 62 Ed, 2019). Possui atividade significativa na fase aguda da doencga de
Chagas e apresenta cura parasitolégica de até 80% nos pacientes tratados
(Cruz-Zetina, 2012). Sendo sua principal limitagcdo, a sua menor atividade
antiparasitaria na fase crénica da doenga (Santos, 2012). Autores afirmam um uso
duvidoso do farmaco na fase crénica da doenga de Chagas, mesmo alguns estudos
demonstrando vantagem clinica (Pérez-Molina et al., 2009).

Figura 6 - Estrutura do benzonidazol
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Fonte: Autoria propria através do chemdraw.
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Os primeiros registros de ensaios publicados com este farmaco foram por Richle
no ano de 1973, que avaliou a atividade antichagasica do BNZ em camundongos
infectados pelo T. cruzi e in vitro, obtendo resultados expressivos com relagcado a
supressao da parasitemia. A partir de entdo, alguns pesquisadores avaliaram a
eficacia do farmaco em modelos animais experimentais, clinicamente na fase aguda
e cronica e associado a outros farmacos (Boainaim, Rassi, 1979; lanni, Mady, 1998;
Coura, 2009; Dias et al., 2009).

Embora descoberto ha mais de 40 anos, ainda existem grandes preocupagdes
relacionadas com a frequéncia de efeitos colaterais graves, incluindo dermatite
alérgica, intolerancia gastrointestinal, anorexia, perda de peso, disturbios do sono,
baixa eficacia de cura e dependéncia da fase em questdo para maior eficiéncia esse
farmaco nao representa uma estratégia terapéutica ideal (Coura & Castro, 2002;
Castro et al., 2006; Viotti et al., 2009; Rial et al., 2017). Autores descreveram
diferentes tratamentos com o BNZ com reducéo parasitaria e diminuicdo dos efeitos
colaterais, porém sem diminuir as lesdes. Por isso, € necessario ainda encontrar
doses mais baixas com eficacia para uma melhor resposta clinica ao paciente (Rial,
et al., 2017; Caldas et al., 2019).

5.2.1. Tratamento e posologia

O BNZ é o farmaco de primeira escolha e é o unico disponivel mundialmente
para o tratamento da fase aguda da doenga de Chagas, sendo recomendado em
todos os casos de infeccdo da doenga de Chagas. No mercado foi iniciado através
da empresa Roche, com nome comercial de Rochagan®. Mas desde 2003 a patente
foi cedida para o Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE),
sendo exclusivo a produgdao e distribuicdo (Coura, 2009). No Brasil, ha
comercializacdo de duas formulagbées em comprimidos de liberacdo imediata: uso
adulto de 100 mg e de uso pediatrico de 12,5 mg (Bula Benzonidazol). O tratamento
de adultos e criangas requer duas administragdes ao dia (12 horas de intervalo entre
as doses), durante 30 ou 60 dias, de acordo com o peso corporal do paciente. No
adulto entre 5 a 7 mg/Kg do peso corporal; e na crianga menor de 12 anos entre 5 a
10 mg/Kg do peso corporal (Tabela 1) (Bula Benzonidazol; Soares Sobrinho et al.,
2007; Medeiros, 2010).

O longo periodo de tratamento, contribui com a série de efeitos adversos

causados e assim, contribui com o abandono da terapia. Além disso, a resisténcia
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de algumas cepas ao farmaco e a baixa eficacia na fase cronica tornam ainda mais

dificil o tratamento desta parasitemia (Castro et al., 2006; Dias et al., 2009).

Tabela 1 - Resumo de categorias de dose por peso ponderal para comprimidos

de benzonidazol

Peso em Kg Dose recomendada (5 a 10 mg/Kg)
2,5 até 5Kg 1 comprimido de 12,5 mg em duas doses diarias por
60 dias
acima de 5Kg até 10 Kg 2 comprimidos de 12,5 (25 mg) em duas doses

diarias por 60 dias (dose total diaria de 50 mg)

acima de 10 Kg até 15Kg 3 comprimidas de 12,5 (35,7 mg) em duas doses
diarias por 60 dias (dose total diaria de 75 mg)

Fonte: Bula do Benzonidazol - modelo de bula para profissionais da saude.

5.2.2. Farmacocinética

Embora descoberto ha mais de 40 anos, a farmacocinética ainda é restrita na
literatura cientifica. E segundo Raaflaub e Ziegler (1979), com estudo em 6
voluntarios, a farmacocinética se da através da absorc¢ao pelo trato gastrointestinal
de forma rapida e praticamente total, com niveis plasmaticos alcangados entre 2 a 4
horas de 2,2 a 2,8 yg/mL e sua meia-vida de eliminagao (t 2 ) sendo de 12 horas,
variando entre 10,5 e 13,6 horas (Flgura 7). O farmaco se encontra de forma
inalterada, mas rapidamente eliminado pela urina e fezes (Bula Benzonidazol).

Figura 7 - Relagao entre Farmacocinética e Farmacodinamica.
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Fonte: Adaptacao de Davanco, 2015.
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5.2.3. Mecanismo de agao

Seu mecanismo de acao nao é bastante claro. Evidéncias recentes indicam que
0 mecanismo de agdo age por meio de radicais livres nitrogenados por
nitro-redutases, envolvendo modificacbes covalentes das macromoléculas ou outras
interacbes de intermediarios de nitro-reducdo. E esses radicais podem danificar o
DNA do parasito, gerando bases oxidadas e quebras de fitas de DNA, além de
oxidar células e exercer efeito inibitorio na sintese de proteinas e do RNA nas
células do parasito. (Bula Benzonidazol; Coura, 2000; Rajao, 2014). Na presenca de
oxigénio os radicais sao convertidos em radicais livres e devido a falta de atividade
desintoxicante do parasito, o torna sensivel. (Pérez Molina, 2009).

Segundo Rajao e seus colaboradores (2014), o BNZ atua através do seu grupo
nitro (NO,), que é reduzido ao grupo amino (NH,) pelas enzimas nitro-redutases que
atuam nesse sistema NO,, formando entdo, os radicais livres e metabdlitos
eletrofilicos, sem formar espécies reativas do oxigénio. Apos essa formacao, a
reagcdo € catalisada pela NADPH P450 redutase (citocromo) formando um
intermediario radicalar (R- NO, -) para entdo formar a hidroxilamina (R - NHOH).
(Figura 8). Acredita-se que esse radical nitro formado estaria atuando no efeito
tripanocida através da ligacdo covalente com o parasito pelo DNA (Castro & Diaz de
Toranzo, 1988; Urbina, 2002).

Outros mecanismos de acdo do farmaco citados, seria pelo aumento da
fagocitose que atua na elevagao da produgao de IFN-y, que causa a lise celular. E
havendo evidéncia de que o farmaco atue na inibicado enzimatica NADH-fumarase
redutase, que bloqueia o crescimento do parasito (Figura 8) (Rajao, 2014; Romanha,
2002).
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Figura 8 - Esquema dos mecanismos de agado do Benznidazol
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Fonte: Adaptagado de Davango, 2015.

5.2.4. Formulagoes do BNZ

Como ja citado nesta presente revisao, o tratamento com BNZ requer algumas
administragdes ao longo do dia durante 60 dias. Com isso, esse longo periodo do
tratamento associada a constante administracdo no dia trazem consigo uma elevada
taxa de abandono da terapéutica e a presenca dos eventos adversos contribuem
ainda mais para tal interrupcdo. Havendo crescentes casos de infecgdo da doencga
de Chagas em criangas, a divisdo de comprimidos se tornou uma pratica comum
com a ideia de ajustar essas doses administradas para as criangas, 0 que leva a
fragmentos de comprimidos desiguais, um regime de dosagem incerto e também
contribui com a diminuicao da adesao do paciente e modificagdo do desempenho do
farmaco. A juncao destes fatores mais a resisténcia de algumas cepas e a baixa
eficacia na fase cronica, tornam o tratamento ainda mais dificil (Castro et al., 2006;
Dias et al., 2009; Souza et al., 2017).

Frente a esse cenario, alguns pesquisadores caracterizaram e desenvolveram
novas formulacdes do BNZ a fim de possibilitar melhorias no tratamento da Doencga
de Chagas. Para tal desenvolvimento, € de extrema importancia o conhecimento das

propriedades fisico-quimicas do farmaco, pois traz o planejamento racional de uma
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nova forma farmacéutica. Assim, deve-se iniciar com a caracterizagéo do principio
ativo a fim de otimizar os parametros de qualidade da forma farmacéutica final.

Segundo Maximiano e seus colaboradores (2010), o BNZ € um farmaco pouco
hidrossoluvel e classificado como classe 4 no Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica, o que sugere uma absorgéo limitada ou variavel. Havendo um
interesse consideravel no desenvolvimento de estratégias para melhorar a taxa de
dissolugdo e aumentar a disponibilidade como Souza e seus colaboradores (2017)
propuseram em seu estudo, uma vez que essa baixa solubilidade em agua, limita a
producao das solucbes orais e com isso restringe os co-solventes e surfactantes,
que precisam ser adicionados nas formulacoes.

As solugbes de BNZ eram desenvolvidas por co-solvéncia com um liquido capaz
de dissolver o composto. Essa formulagao a base de polietilenoglicol 400 (PEG 400),
mais adicdo de etanol e de tampéao biftalato de potassio, aumentou a solubilidade do
BNZ em até 10 mg/mL. Segundo Souza et al. (2017), esses resultados foram
promissores e possibilitaram desenvolver solugdo nao etilica no pH neutro, devido
ao uso pediatrico.

Com isso, as técnicas de dispersdes solidas (SD) sdo as mais utilizadas a fim de
melhorar a biodisponibilidade de farmacos, o que aumenta a solubilidade e a
dissolugédo. Essa técnica consiste em homogeneizar o farmaco disperso em matriz
biologicamente inerte, podendo se utilizar diferentes tipos de carreadores para a
preparagao de SD, como o polietilenoglicol, que € um dos mais utilizados (Rowe et
al., 2003).

5.2.4.1. Desenvolvimento de outras formas farmacéuticas

Um estudo de pré-formulagao utilizando propilenoglicol, polietilenoglicol, etanol,
alcool benzilico, éter dietilenoglicol monoetilico e tensoativos como o polissorbato 40
e 80 e dioctilsulfosuccinato de sddio como agente solubilizante para o BNZ, foi
desenvolvido por Souza e seus colaboradores (2017) a fim de aumentar a
solubilidade do farmaco de 0,23 até 10 mg/mL e nado tiveram resultados de
toxicidade contra o parasito ou as células in vitro quando testado a 1%. Essa analise
foi realizada utilizando a metodologia de superficie de resposta (RSM) e o modelo
previu que a solubilidade aumentaria na presenca da PEG 400 (100%) e
PEG400/PPG (50%/50%). Isso porque o BNZ, como ja citado, € um composto apolar

necessitando de solventes menos polares.
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Como discutido no tépico anterior deste projeto, uma abordagem de qualidade
deve ter o conhecimento das propriedades fisico-quimicas e um design de
delineamento para poder desenvolver uma formulagdo final a fim de otimizar e
controlar sua produgao com qualidade. Sendo a polaridade do soluto e solvente um
fator chave na determinagdo, pois o fato hidrofébico do BNZ pode ocorrer a
formacao de agregados ou precipitados do farmaco. Isso leva aos altos valores de
coeficientes de particdo (log P) indicarem uma melhor solubilidade em solventes
polares para BNZ como mostra Souza e seus colaboradores (2017) em seus relatos,
onde utilizaram softwares, conseguindo uma previsdo para solugdes de BNZ com
quantidades dos solventes sugeridas por modelos e avaliadas quanto a solubilidade
do farmaco. Sendo o valor 6timo encontrado de 18,38 mg/mL correspondendo aos
seguintes valores dos fatores de influéncia: PEG 400: 0,85, PPG: 0,15 e W: 0,00.

Visando o grande numero de criangas infectadas pelo T. cruzi e a falta de formas
farmacéuticas que atendem essa demanda, Souza e seus colaboradores (2017)
propuseram a criagdo de uma forma farmacéutica liquida, obtendo através de um
sistema cossolvente otimizado sendo preparada com PEG 400 e PPG como os
agentes solubilizantes; sal sédico de metilparabeno como conservante e o sabor
cereja, que foi o mais agradavel e mascarou o amargor do BNZ, segundo este
estudo citado. Como resultados, conseguiram uma solubilidade de 18,38 mg/mL, o
que representa 80 vezes do valor inicial e uma formulagao estavela4 £ 2 °C, 25+ 2
°C e 45 + 2 °C, com teor de farmaco adequado e sem variabilidade significativa.
Além disso, a formulacdo reduziu tanto a parasitemia quanto a mortalidade. Assim,
essa abordagem deve ser considerada para avaliagéo e disponibilidade.

Também foi possivel permitir desenvolver através de técnicas de caracterizacao,
com objetivo de diminuir a cristalinidade do BNZ em suas SD, segundo
Palmeiro-Roldan e colaboradores (2014). Foram preparadas por meétodos de
evaporagdao de solvente através de liofiizacdo com dois carreadores:
Hidroxipropilcelulose de baixa substituicao (L-HPC) e desoxicolato de sédio (NaDC).
Sendo utilizados as técnicas de Microscopia eletrénica de varredura (SEM); Difragcao
de p6 de raios X (XRPD) e de Calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Como
resultados obtiveram a SD de BNZ:L-HPC na proporgdo de 1:3 (p/p —
SD-1:3L-HPC) melhorando a taxa de dissolugdo do BNZ em 85% no tempo de 5
minutos, em comparagéo com a matéria-prima BNZ, de 23% em 5 minutos. Mas, as

formulagbes de NaDC mostraram uma liberagcao prolongada, de 24% em 30 min,
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isso devido ao processo de agregacdo de acido desoxicolico. Estudos in vivo
realizados em um modelo murino da doenga de Chagas mostraram que a
formulagdo que atingiu a maior supressdo de parasitemia em uma dose baixa de
25mg/kg/dia apos cinco dias de tratamento foi SD-1:3 L-HPC, de 60% de supressao
de parasitemia versus 33% de supressao exercida pelo BNZ, sugerindo que os
sistemas BNZ:L-HPC aumentam a biodisponibilidade do farmaco.

A fim de diminuir os efeitos adversos causados pela terapéutica hoje utilizada,
Cevey e colaboradores (2016), realizaram um estudo onde propuseram uma dose
minima efetiva. Eles avaliaram 500 camundongos a partir do 5° dia de infecgéo e
separados por diferentes grupo foram tratados com BNZ em concentragcdes desde a
dose baixa até uma dose alta, sendo elas: 10mg/Kg/dia como a dosagem menor, 25
mg/Kg/dia uma dosagem média e 100 mg/Kg/dia, sendo essa considerada a
dosagem alta pelo estudo e a usual nos dias atuais. Assim, tiveram resultados
eficazes em sua agdo comparando a dosagem menor com a dosagem usual perante
a agao tripanocida no 7° dia de infecgdo, mas no 13° dia a dosagem baixa nao
apresentou efeito ao ser comparado. Em ambas as dosagens possuiram taxa de
sobrevivéncia semelhante, podendo ser observada a redugcédo na taxa parasitaria
tecidual na analise histopatologica, além do ndo aparecimento de células
inflamatdrias e nem ninhos de amastigotas.

As baixas doses de BNZ também foram estudadas por Rial e colaboradores em
2017, a fim de demonstrar a importadncia do uso de nanoformulagbes para tal
tratamento. As dosagens utilizadas foram 10, 25 e 50 mg/Kg/dia de BNZ e obtiveram
resultados semelhantes aos de Cevey et al. (2016), com dano inflamatério em
niveis mais baixos e semelhante as dosagens de 25 e 50 mg/Kg/dia.

Com isso, os resultados apresentados com as dosagens de 25mg/Kg/dia em
ambos os estudos trouxeram resultados positivos a fim de incentivar mais estudos
nessa area para que haja uma dosagem minimamente efetiva e com seguranca

esperada.

5.2.5. Benzonidazol na inflamagao

O objetivo da terapéutica do BNZ é a reducdo dos niveis inflamatérios no
paciente, tendo a capacidade de inibir a via NF - kB, que é o fator nuclear kappa B,
um complexo proteico que desempenha funcbes de transcricdo. A eliminacado da

carga parasitaria tecidual também atenua a reacdo inflamatoria e, segundo Cevey
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(2016), normaliza a atividade da creatina quinase e leva também a ativagao de
STAT3 e regulacao positiva de SOCS3 (Cevey et al., 2019).

Cevey e colaboradores (2016), ja propuseram diferentes pesquisas a fim de
estudar o BNZ, suas dosagens e também sua agao inflamatdéria. Como ja citado no
tépico anterior, o estudo com uma dosagem menor para tal ser efetiva, também pode
contribuir para uma imunomodulacdo na fase crénica e uma ampla mudanca da
resposta imune nos pacientes na fase cardiaca, onde macréfagos séo estimulados
com os lipopolissacarideos (LPS), sendo tratados com alta concentragdao. Alguns
relatos citados nesses estudos demonstraram o efeito inibitério do BNZ na producao
de oxido nitrico (NO), que depende o Oxido nitrico sintetase-2 (NOS2) pelos
macréfagos e assim, determinaram a expresséo desses marcadores inflamatorios e
das citocinas, como IL-6, IL-10 e TNF- a. Sendo utilizada uma concentragao de 15
MM de BNZ e estimulado com 10 mg/L de LPS foi observada essa produgao
dependente de NO e os niveis baixos de IL-6 e IL-10, possivel nas culturas com
imunofluorescéncia, através da inibicao por via NF - kB apds o estimulo inflamatério,
assim tendo o seu inibidor, IkBa, diminuido. Sendo restaurado com a estimulagao
de LPS.

Em 2019, Cevey e colaboradores, estudaram os mecanismos envolvidos nas
propriedades anti-inflamatérias do BNZ através da via IL-10/STAT3/SOCSS3, onde
utilizaram método in vivo em modelo de cultura estimulando com LPS, que
aumentando tanto a expressdo de SOCS3 quanto a fosforilagdo de STAT3. Para
este estudo, realizou a dissociacdo dos efeitos antiparasitarios e anti-inflamatorios
do BNZ. Assim, realizaram um silenciamento de SOCS3, o que demonstrou a
inibicdo do farmaco na expressao de TNF-q, IL-6 e liberacdo de NO, mas nao pode
impedir a fosforilagdo de IKK nem a degradacdo de IkBa, o que questionou a
dependéncia de IL-10 para tal degradagéo, sendo comprovada quando houve adigao
exdgena de IL-10 que restaurou os efeitos e 0 aumento de SOCS3 estimulado por
LPS depende da via IL-6 de ativacdo de STAT3. Assim vemos que IL-6 induz a
resposta pro-inflamatéria e a IL-10 a resposta anti-inflamatéria, que junto ao T. cruzi
promovem a fosforilagdo de STAT3 e regulam a expressao SOCS3, ja que essa
impede a translocacéo nuclear de NF-kB e a fosforilagdo de ERK/MAPK. Além disso,
foi possivel ver a importancia da IL-10 na modulagao da resposta, que vem sendo
amplamente descrita na resposta inflamatéria como mediador do mecanismo

anti-inflamatério do BNZ.
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6. CONCLUSAO

O tratamento com BNZ além de reduzir a carga parasitaria no paciente
chagasico pelo dano causado no DNA do parasito, também possui agéo no sistema
imune por intermédio da resposta inflamatoria com grande relevancia de IL-6 e
IL-10. Sendo assim, observamos que essas interacbes podem influenciar a
farmacocinética do medicamento.

Adicionalmente, o tratamento usual descrito, leva a efeitos colaterais graves,
culminando em elevada taxa de abandono da terapéutica. Neste sentido, estudos
com formulagdes e dosagens menores tém apresentado resultados positivos, o que
se faz necessario para que possamos incentivar mais estudos nesse cenario, a fim

de requerer uma nova posologia.
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