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RESUMO

A doenca de Chagas, ou Tripanossomiase Americana, € uma infeccao
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e transmitida a humanos e a animais
por meio do hospedeiro invertebrado triatomineo, também conhecido popularmente
como barbeiro, podendo também ser transmitida por meio da ingestao de alimentos
contaminados com o protozoario, dentre outras formas. A doenca € considerada um
problema de saude publica, pois afeta aproximadamente seis milhdes de pessoas
em todo o mundo. A quimioterapia especifica da doenca de Chagas esta limitada
aos farmacos Benznidazol e Nifurtimox, medicamentos associados a diversos efeitos
colaterais toxicos, a baixa eficdcia no tratamento de pacientes na fase crbénica da
doenca, dentre outras limitacbes que tornam estes farmacos nao ideais para o
tratamento da doenca de Chagas. O desenvolvimento de drogas mais efetivas e
menos toxicas se faz necessario, visando a melhoria da qualidade de vida de
milhBes de pessoas acometidas por esta doenca, porém, os resultados ndo se
fazem promissores. Nesse contexto, a triagem in vitro tornou-se a principal
estratégia na descoberta de farmacos para a doenca de Chagas, porém, ndao ha um
consenso de protocolo a ser adotado durante as pesquisas, 0 que ocasiona um
grande desafio ao se tentar comparar diferentes estudos. Nesse sentido, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os parametros utilizados nas pesquisas in vitro
realizadas na busca por novos farmacos e evidenciar a divergéncia de variaveis
empregadas. Uma revisdo bibliografica de carater narrativo foi realizada
considerando-se artigos publicados entre 2017 e 2022, e 0s seguintes parametros
foram selecionados para andlise: linhagem celular utilizada, cepa e DTU utilizados,
tempo de incubacdo com o medicamento Benznidazol, valor de Clsy com o
Benznidazol e indice de seletividade. Os dados obtidos demonstraram que ha uma
heterogeneidade de protocolos relacionados a quimioterapia experimental in vitro
para doenca de Chagas na literatura. Nesse sentido, a harmonizacdo das
estratégias experimentais in vitro € essencial para definir protocolos de screening
seguros e confiaveis, reduzindo assim os fatores que possam interferir na selecéo
de candidatos a farmacos no ambito dos ensaios pré-clinicos e, consequentemente,

aumentar o numero de compostos a serem testados em fase clinica.

PALAVRAS-CHAVE: Doenga de Chagas; Trypanosoma cruzi; In vitro; Protocolo de
triagem, Benznidazol.



ABSTRACT

Chagas disease, or American Trypanosomiasis, is an infection caused by the
protozoan Trypanosoma cruzi and transmitted to humans and animals through the
triatomine invertebrate host, also popularly known as barbeiro, and can also be
transmitted through the ingestion of food contaminated with the protozoan, among
other ways. The disease is considered a public health problem, as it affects
approximately six to eight million people worldwide. Specific chemotherapy for
Chagas disease is limited to the drugs Benznidazole and Nifurtimox, drugs
associated with several toxic side effects, low efficacy in the treatment of patients in
the chronic phase of the disease, among other limitations that make these drugs not
ideal for the treatment of the disease. The development of more effective and less
toxic drugs is necessary, aiming to improve the quality of life of millions of people
affected by this disease, however, the results are not promising. In this context, in
vitro screening has become the main strategy in the discovery of drugs for Chagas
disease, however, there is no protocol consensus to be adopted during research,
which causes a challenge to compare different studies. In this sense, the present
study aimed to evaluate the parameters used in vitro research carried out in the
search for new drugs and to highlight the divergence of variables used. A narrative
literature review was carried out considering articles published between 2017 and
2022, and the following parameters were selected for analysis: cell line used, strain
and DTU used, time of incubation with the drug Benznidazole, ICsy value with the
Benznidazole and selectivity index. The data obtained showed that there is a
heterogeneity of protocols related to experimental in vitro chemotherapy for Chagas
disease in the literature. In this sense, the harmonization of in vitro experimental
strategies is essential to define safe and reliable screening protocols, thus reducing
the factors that may interfere in the selection of drug candidates within the scope of
pre-clinical trials and, consequently, increase the number of compounds. to be tested

in the clinical phase.

KEYWORDS: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; In vitro; Screening Protocols;

Benznidazole.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), também conhecida como Tripanossomiase
americana, é uma antropozoonose originaria do continente americano e foi
descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas (CHAGAS, 1909).
Estima-se que, atualmente em todo o globo, aproximadamente 6 a 7 milhdes
de pessoas estejam infectadas com o Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoario
causador da doenca, e 65 milhdes de pessoas se encontrem em areas de
exposicao e corram o risco de serem infectadas (OPAS, 2022). Apos mais de
um século desde a descoberta do T. cruzi, a DC ainda representa uma ameaca
consideravel a saude publica, tendo em vista as dificuldades em obter-se um
diagnoéstico coerente, bem como um tratamento adequado (DEL-REI et al.,
2019).

Nifurtimox (NFX) e Benznidazol (BNZ), desenvolvidos na década de
1970, ainda sao as Unicas opc¢des disponiveis para o tratamento da DC, sendo
apenas o Benznidazol disponivel no mercado brasileiro (COURA; DE CASTRO,
2002). Ambos se apresentam eficazes nos estagios iniciais da infeccao, porém,
para o tratamento de pacientes crbnicos, esses medicamentos possuem
eficacia reduzida (COURA, 2009). Outro ponto critico a ser considerado é a alta
incidéncia de efeitos adversos ocasionados pelo uso desses medicamentos,
gue comprometem a continuidade do tratamento, levando cerca de 20 a 30%
de abandono terapéutico (PERES et al., 2021). Desta forma, atuais
pesquisadores investem em pesquisas in vitro e in vivo em busca de novas
alternativas farmacoldgicas, seja pela otimizacdo de medicamentos existentes

ou pela formulacdo de novos compostos, a fim de se obter um tratamento com

menores efeitos adversos e maior eficacia na fase cronica da doenca.

Nos ultimos anos, embora avancos tenham sido alcancados em testes
pré-clinicos, poucos compostos foram testados em fase clinica, e, até o
momento, 0 mercado ndo apresenta inovacdo no que tange a medicamentos
desenvolvidos para o tratamento da DC (PERES et al., 2021). A dificuldade em
elucidar novas moléculas para avanco em testes clinicos pode estar
relacionada a falta de procedimentos e protocolos de triagens bem

estabelecidos durante a avaliacdo in vitro da atividade tripanocida de um
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determinado composto. Existem poucos dados disponiveis na literatura a
respeito de qual modelo experimental in vitro apresenta maior valor preditivo
nas avaliagbes de novas moléculas no ambito da quimioterapia da DC. Ainda
ndo ha metodologia padronizada in vitro e in vivo, assim como protocolos de
avaliacdo a fim de diminuir a variabilidade e melhorar a previsibilidade de
farmacos candidatos (CHATELAIN, 2015).

Neste contexto, o presente trabalho visa a revisdo da literatura sobre
estudos in vitro em busca de novos compostos promissores para o tratamento
da DC, bem como a evidéncia de que os ensaios empregados nesses estudos
nao apresentam parametros padronizados. Essa auséncia de padronizacdo
pode estar relacionada a atual dificuldade em obter resultados seguros e
satisfatorios durante os testes in vitro e, consequentemente, a escassez de

compostos que progrediram para 0s ensaios pré-clinicos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A descoberta do Trypanosoma cruzi e da doenca de Chagas

As linhagens ancestrais do protozoario T. cruzi foram provavelmente
introduzidas na América do Sul por meio de morcegos ha aproximadamente 7 a
10 milhdes de anos (HAMILTON et al.,, 2012). A evidéncia mais antiga da
infecc@o por T. cruzi foi detectada a partir do acido desoxirribonucleico (DNA)
do parasito presente em uma mumia de 9.000 anos de idade na zona costeira
do Deserto do Atacama (AUFDERHEIDE et al., 2004). A partir disso,
considera-se a hipotese de que as pessoas as quais costumavam ter um estilo
de vida nbmade e participavam do ciclo silvestre do T. cruzi, passaram a formar
povoados e, gradualmente, o parasito iniciou seu ciclo domeéstico
(AUFDERHEIDE et al., 2004), o qual foi facilitado pela capacidade dos vetores
de se adaptarem facilmente a vegetacdo mais aberta (WALSH et al., 1993).
Além disso, descobertas histéricas sugerem que muitos pré-hispanicos
possuiam contato com vetores de insetos triatomineos em suas habitacdes
antes da chegada dos europeus na Ameérica do Sul, América Central e México
(AUFDERHEIDE et al., 2004). Ha evidéncias de que no inicio do século XVI a
doenca ja afetava os povos indigenas, bem como os viajantes europeus na
América Latina (MILES, 2004).

Alguns séculos depois, em 1908, durante uma campanha anti-malaria
nos servicos de construgdo de uma ferrovia na cidade de Lassance, Minas
Gerais, 0 médico sanitarista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas foi
informado sobre a existéncia de um inseto hematdfago, popularmente
denominado barbeiro, que habitava os domicilios da populagéo local e atacava
as pessoas a nhoite. A partir disso, os hematéfagos foram enviados para o
Instituto de Manguinhos, Rio de Janeiro, e juntamente com o Dr. Oswaldo Cruz
deu-se inicio a diversos estudos sobre 0 novo protozoario flagelado encontrado
no intestino do inseto em questdo (CHAGAS, 1909). A principio foi utilizado
como cobaia um macaco da espécie Callithrix penicillata, que apés 20 dias de
estudo, apresentou em seu sangue periférico tripanosomas de morfologia
distinta das outras espécies conhecidas do género Trypanosoma (CHAGAS,
1909). Em continuidade aos estudos, diversos animais foram infectados com o

protozoario recém-descoberto e depois de verificada a verdadeira natureza

15



taxonbmica do tripanossomideo descoberto, esse passou a ser denominado
Trypanosoma cruzi. A partir disso, os conhecimentos sobre o parasito, bem
como sobre sua biologia nos hospedeiros vertebrado e invertebrado e seus
reservatorios foram se consolidando.

Figura 1: Carlos Chagas em seu laboratério no Instituto Federal de Soroterapia em

Manguinhos, Rio de Janeiro.

Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Carlos_chagas_2.jpg.
Acesso em: 16 de abril. 2022.

Em 1909, Chagas foi convidado a examinar uma menina de dois anos,
Berenice, que se encontrava febril, com o baco e o figado aumentados e
linfonodos inchados (CHAGAS, 1909). A partir disso, as manifestacdes clinicas
ocasionadas a partir da infeccdo pelo T. cruzi foram descritas por Chagas e foi
tornada publica a descoberta da doenca infecciosa humana denominada
Tripanossomiase Americana ou DC (CHAGAS, 1909). Ainda em 1909, Chagas
publicou um artigo no primeiro volume da revista Memdérias do Instituto
Oswaldo Cruz relatando a morfologia e o ciclo de vida da espécie do
tripanosoma recém-descoberta. ApOs este fato, a descoberta da doenca foi
descrita e revisada em diversas publicacbes por varios autores (MOREL,
1999).
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Figura 2: (A) Berenice: primeira paciente diagnosticada com doenca de Chagas. (B) Jornal

brasileiro relatando a historia da doenca de Chagas e de Berenice.

. L Sasine d .' 2V ’ ‘
nuu_n—nE--n-u&a—&-m‘b‘

R S e e o)

Fonte: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpubh.2019.00166/full. Acesso em: 30 de
abril. 2022.

A noticia da descoberta atingiu rapidamente a América Latina e gerou
grande repercussdo entre 0s pesquisadores, dentre 0s quais cita-se 0
microbiologista alemdo Rudolf Kraus, que, durante um congresso Pan-
Americano em Buenos Aires, declarou sua negacéo as descobertas de Carlos
Chagas com base no argumento de que ndo havia identificado casos da
doenca na Argentina (KRAUS; ROSENBUSCH, 1919). Além de Kraus, Chagas
também sofreu forte oposicdo da Academia Nacional de Medicina do Brasil,
fato que ocasionou um efeito devastador sobre a descoberta e essa foi
esquecida por quase 20 anos (WENDEL et al., 1992). Apés a realizacdo do
trabalho de Salvador Mazza na Argentina, o qual descrevia mais de mil casos
de pacientes com a Tripanossomiase Americana em regifes que Kraus havia
estudado 20 anos antes, e com a colaboragéo de varios outros pesquisadores,
a DC se tornou alvo de muitos estudos (KROPF et al., 2009). Esses visavam
elucidar as caracteristicas biolégicas do vetor, do parasito e de seus
portadores; o quadro clinico e patogénese da infeccdo; as caracteristicas
epidemioldgicas; e os mecanismos de transmissdo e técnicas de diagndstico
(KROPF et al., 2009).

Segundo Lannes-Vieira et al., a historia da DC pode ser dividida em trés
fases importantes. A primeira, de 1909 a 1934, a qual se inicia com o brilhante
trabalho de Carlos Chagas e segue com a polémica social no que tange a
definicdo e a legitimacdo da doenca recém-descoberta. A segunda fase, de

1935 a 1960, ocorre apo6s a morte de Chagas, quando Mazza e Romafa
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confirmaram a forma aguda da doenca na Argentina e quando Evandro Chagas
(filho de Carlos Chagas) e Emmanuel Dias identificaram o carater endémico e
cronico. Por fim, a terceira fase, a partir de 1961 até os dias atuais, destaca-se
com o desafio tanto para o controle quanto para a compreensdo da DC
(LANNES-VIEIRA et al., 2010).

2.2 Epidemiologia

Apés sua descoberta, a DC permaneceu por muitas décadas sendo
considerada como uma enfermidade exclusivamente rural associada a pobreza
em areas da América Latina (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Atualmente
sabe-se que a DC estd associada a multiplos fatores sociais e ambientais, e
apresenta distribuicdo em todo continente americano (OPAS, 2022). Dentre os
principais fatores de risco estdo morar em moradias mal construidas -
principalmente em areas rurais e suburbanas, residir em areas de pobreza
social ou em regibes com altas taxas de migracdo e, por fim, pertencer a

grupos ligados ao trabalho agricola sazonal e a colheita (OPAS, 2022).

Mesmo apds completar mais de cem anos de descoberta, a DC ainda é
abordada como um importante problema de saude publica que atinge milhdes
de pessoas (MALAFAIA; DE LIMA RODRIGUES, 2010). Originaria da América
Latina e frequente em outros continentes, a DC pode ser considerada
endémica em 21 paises latinos, desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina e do Chile, e apresenta as maiores prevaléncias na Bolivia (6,8%),
Argentina (4,1%), El Salvador (3,4%), Honduras (3,1%) e Paraguai (2,5%)
(RASSI; MARIN-NETO, 2009).

No inicio da década de 1990, os paises afetados pela DC se
organizaram para combaté-la e adotaram iniciativas a fim de controlar essa
ameaca a saude publica na América Latina (COURA et al., 2002). Juntamente
com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), os representantes de
alguns paises organizaram um plano de cooperacdo denominado: Iniciativas
Sub-regionais para Prevencéo e Controle da DC, o qual abordava a tentativa
de interrupgéo da transmissao vetorial em todo ou parte do territorio dos paises
afetados, a eliminagcdo de espécies exoticas de vetores, a introducdo da
triagem universal de doadores de sangue, a deteccdo de casos de doencas
congénitas, a reducéo da prevaléncia em criangas, a reducédo da morbidade, a
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ampliacdo do acesso ao diagndstico e ao tratamento, a melhoria da qualidade
do diagndstico, do atendimento clinico e do tratamento de pessoas infectadas e
de doentes (OPAS, 2022).

Como consequéncia das medidas adotadas, o numero estimado de
pessoas infectadas pelo T. cruzi no mundo reduziu de 30 milhdes em 1990
para 6 a 7 milhdes em 2010. Ao longo desses 20 anos, a incidéncia anual
diminuiu de 700.000 para 28.000 novos casos de infec¢do (OPAS, 2022). Além
disso, a transmissao vetorial classica foi interrompida no Uruguai em 1997, no
Chile em 1999, e na maior parte do Brasil em 2000 (COURA et al., 2002). No
entanto, a frequéncia de transmissao aumentou em regides como na bacia
amazonica devido a transmissdo oral (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO,
2012).
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Figura 3: Transmisséo da doenca de Chagas pelo vetor triatomineo (setembro, 2014).
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Fonte: Adaptado do programa de controle da doenca de Chagas da Organizacdo Mundial da

Saulde Pan-Americana. Acesso em: 16 de maio. 2022.

Devido ao sucesso do plano de cooperacdo adotado em 1990 para
controle vetorial e prevengdo da transmisséo do T. cruzi em areas endémicas,
em 1991 foi criada a “Iniciativa Cone Sul”’, um programa instaurado nos Paises
do Cone Sul (Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Paraguai e Uruguai) que visava a
eliminacdo do vetor Triatoma infestans. Nos anos seguintes, programas
semelhantes foram criados em areas endémicas com o mesmo objetivo, a
exemplificar a “Iniciativa dos Paises Andinos” (1997), “Iniciativa da América
Central e México” (1998) e “Iniciativa dos Paises Amazdénicos” (2004) (COURA,
2013). Como consequéncia destes programas, foi observada uma reducéo
significativa no numero de casos consequentes de transmissdo vetorial
classica, fato que contribuiu indiretamente para a redugéo das infec¢des por
transfusdo sanguinea e via materno-fetal (COURA et al., 2014).
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Embora a prevaléncia da DC na América Latina tenha reduzido nas
tltimas décadas, um aumento no nimero de casos de pacientes em paises
ndo endémicos foi observado, tornando-a um problema de saude publica
mundial (MONCAYO; SILVEIRA, 2017). As migracdes de pessoas infectadas
tém sido apontadas como o fator critico principal para o surgimento da doenca
em areas nas quais anteriormente esta ndo era descrita (CONNERS et al.,
2016). Neste contexto, a DC ja foi detectada em &reas ndo endémicas, como
em paises da América do Norte (Canada e EUA), na Europa (principalmente na
Espanha) e em regides do Pacifico Ocidental (Australia, Nova Zelandia e

Japao) (GASCON et al., 2010; JACKSON et al., 2014).

Figura 4. Dados de mapeamento mostrando mudancas epidemioldgicas relativas a doenca de
Chagas entre 2002 e 2011.
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Fonte: (LIU; ZHOU, 2015). Acesso em: 16 de maio. 2022.
2.3 Agente etiolégico

O T. cruzi € um protozoario hemoflagelado pertencente a Ordem
Kinetoplastida e a Familia Trypanosomatidae (CHAGAS, 1909). E um
organismo que compreende populacdes altamente heterogéneas que diferem
em caracteristicas morfolégicas, biologicas, patologicas, clinicas, imunologicas
e bioquimicas (TEIXEIRA et al.,, 2006), além de apresentarem diversas
peculiaridades de interesses filogenético e evolutivo (MARCILI, 2008). Uma das
principais caracteristicas do T. cruzi € a existéncia de uma Unica mitocéndria
que contém uma regido rica em acido desoxirribonucleico denominada

cinetoplasto (KkDNA), constituida por moléculas dupla-fita circulares,
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minicirculos e maxicirculos (FIDALGO; GILLE, 2011). Durante o ciclo biolégico,
0 protozoario pode assumir trés principais formas evolutivas, as quais sao
identificadas morfologicamente através da posi¢do do cinetoplasto com relacéo
ao nucleo da célula e a emergéncia do flagelo (TEIXEIRA et al., 2012) e

possuem variacdes quanto a infectividade e patogenicidade.

Figura 5: Formas evolutivas do T. cruzi

Amastigota Epimastigota Tripomastigotas

Fonte:https://repositorio.ufu.br/bitstream/123456789/16732/1/ExpressaoGenicaProteinas.pdf.
Acesso em: 20 de Junho. 2022.

As amastigotas sao as formas proliferativas e sao encontradas no
interior das células dos hospedeiros vertebrados. Sdo células ovoides com
aproximadamente 2um de didmetro, com nucleo centralizado e arredondado, e
apresentam um reduzido flagelo (figura 6A e 6B) (BRENER, 1973). Essa forma
pode ser encontrada no interior de células de hospedeiros infectados, bem
como em cultivo axénico (ELIAS et al., 2001). Epimastigotas s&o formas
proliferativas encontradas no intestino do hospedeiro invertebrado e
apresentam forma fusiforme e alongada, apresentando o cinetoplasto proximo
a saida do flagelo e posterior ao nucleo (figura 6C) (BRENER, 1973). Por fim,
as formas tripomastigotas sdo altamente infectantes e sdo encontradas na
porcéo final do intestino do inseto vetor (tripomastigota metaciclica), no sangue
e no espaco intercelular do hospedeiro vertebrado. E uma forma alongada e
levemente achatada, apresentando um flagelo que percorre toda a extensao
lateral do parasito, formando uma membrana ondulante (figura 6D) (BRENER,
1973).

22



Figura 6: A) Formas amastigotas intracelulares do T. cruzi; B) Musculo estriado cardiaco de
camundongo infectado com formas amastigotas do protozoario; C) Formas epimastigota; D)

Formas tripomastigotas sanguineas do T. cruzi.

Fonte: http://chagas.fiocruz.br/parasita/organizacao-estrutural/. Acesso em: 25 de junho. 2022.

Desde o final da década de 1970, a evolugéo e a estrutura populacional
do T. cruzi tornaram-se as mais estudadas dentre os modelos de
epidemiologistas moleculares e geneticistas de populacdes (ZINGALES et al.,
2012). A espécie é subdivida em seis unidades discretas de tipagem (Discrete
Typing Units - DTUS) ou gendtipos, designadas Tcl a TcVI (ZINGALES et al.,
2012), embora um sétimo genotipo, Tcbat, tenha sido proposto recentemente
(FRANCISCO et al.,, 2017). Todos os seis DTUs sdo capazes de infectar
humanos, e essa diversidade genética tem sido relacionada a distribuicdo, a
patogénese, as caracteristicas clinicas e a resposta a terapia (ZINGALES et al.,
2012).
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Figura 7: Caracteristicas dos principais DTUs do T. cruzi
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Fonte: Adaptado de FRANCISCO et al., 2017. Acesso em: 04 de setembro. 2022.

O DTU Tcl € o mais abundante e amplamente disperso de todos os
DTUs e esta associado a espécies tanto do ciclo silvestre quanto do ciclo
doméstico. A prevaléncia da infeccdo humana por Tcl € maior no norte das
Américas do Sul e Central, e estd intimamente ligada a ocorréncia de
cardiomiopatia chagasica em seus portadores. Cerca de 52 géneros de
mamiferos sdo naturalmente infectados com esse DTU, assim como todos 0s
principais géneros de triatomineos (ZINGALES et al., 2012). J4 o DTU Tcll é o
segundo mais prevalente no Brasil e é encontrado predominantemente nas
regides sul e central da América do Sul. Foi isolado principalmente de ciclos

domésticos de transmissdo e esta associado a manifestacdes cardiacas,
megaesdfago e megacélon (LISBOA et al., 2008).

O DTU Tclll esta principalmente associado ao ciclo silvestre no Brasil e
em paises vizinhos, com raras infec¢des humanas documentadas. J& o DTU
TclV apresenta um padréo de distribuicdo similar ao Tclll na América, porém,
ao contrario do Tclll, o TclV ocorre com bastante frequéncia em humanos e € a
principal causa da tripanossomiase americana na Venezuela (ZINGALES et al.,
2012). Por fim, os DTUs TcV e TcVI sao hibridos de Tcll e Tclll, e essa
hibridizacdo pode ter ocorrido como um resultado das atividades humanas, a
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medida que co-infec¢cdes surgiram em humanos. Ambos os DTUs estédo

associados a DC no sul e centro da América do Sul e sao isolados
principalmente de ciclos domésticos de transmissao (ZINGALES et al., 2012).

Figura 8: Distribuicdo geogréafica aproximada dos DTUs do T. cruzi nos ciclos de

transmissdo doméstico e silvestre.
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Fonte: ZINGALES et al., 2012. Acesso em: 04 de setembro. 2022.

2.4 Vias de transmissao

As vias de transmissao da DC séao geralmente divididas em dois fluxos,
com base na frequéncia de transmissao e na importancia epidemioldgica (LIU;
ZHOU, 2015). As vias mais comuns de transmissdao do T. cruzi incluem
transmissao vetorial, transmissao oral, transfusdo de sangue contaminado com
0 parasito e transmissao congénita (PEREIRA; NAVARRO, 2013). J&a as vias
incomuns incluem transmisséo durante transplante de 6rgaos, ingestao de leite
materno contaminado com o protozodario, acidentes de laboratorio, picadas de
artropodes contaminados e transmissdo sexual (DIAS; NETO; DE
ALBUQUERQUE LUNA, 2011).
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Em areas endémicas, a forma mais comum de infeccdo por T. cruzi é
por meio da transmissdo vetorial por insetos triatomineos (MUNOZ-
CALDERON et al., 2013). Essa via é considerada o mecanismo de transmiss&o
de maior relevancia epidemiolégica e é responsavel pela manutencdo da
doenca, apresentando maior impacto nos paises da América Latina (DIAS;
NETO; DE ALBUQUERQUE LUNA, 2011). Os tripomastigotas metaciclicos
eliminados nas fezes e urina do barbeiro penetram pelo local da picada e
interagem com células do sistema macrocitico fagocitario da pele ou das
mucosas do humano (DIAS; COURA, 1997). Na célula hospedeira, os
tripomastigotas se diferenciam em amastigotas e realizam o processo de
divisdo binaria intracelular. Em seguida, ocorre a diferenciacdo das formas
amastigotas em tripomastigotas, as quais lisam a célula hospedeira e alcancam
a corrente sanguinea, podendo atingir outras células de outros tecidos ou

orgaos e realizar um novo ciclo celular (DIAS; COURA, 1997).

Ja no hospedeiro invertebrado, os triatomineos se infectam ao ingerir as
formas tripomastigotas presentes na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado. Ao longo do tubo digestivo do inseto, o T. cruzi sofre uma
sequéncia irreversivel de transformacbes no estomago do inseto,
transformando-se em epimastigotas e, posteriormente, ao atingir o intestino, se
diferencia em tripomastigotas metaciclicos, os quais sédo eliminados nas fezes
ou na urina do inseto (DIAS; COURA, 1997).
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Figura 9: Ciclo de vida do T. cruzi em triatomineos e humanos
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Fonte: Adaptado de LIU; ZHOU, 2015. Acesso em: 28 de Junho. 2022.

Outra via de infec¢@o destacada na ultima década foi a transmisséo por
via oral. Até 2004, a infeccdo por T. cruzi a partir de alimentos e bebidas
contaminados por triatomineos ou por suas fezes ndo era frequente, no
entanto, a partir de 2005, surtos de transmissao do protozoario via oral foram
relatados, iniciando-se no estado de Santa Catarina e, posteriormente, na
regido norte (NOBREGA et al., 2009). Acredita-se que a contaminagdo ocorra
pela presenca de triatomineos infectados inadvertidamente esmagados, ou a
partir da presenca de fezes do inseto durante o processamento do alimento
(NOBREGA et al., 2009). Como consequéncia dos inimeros casos registrados,
as autoridades brasileiras implementaram diretrizes de boas préaticas de
fabricacdo e pasteurizacdo obrigatoria de bebidas e alimentos relacionados a
transmisséo oral da DC (NOBREGA et al., 2009).

Atualmente, a maioria dos casos de transmissdo oral tem sido relatada
no Brasil, porém também ocorrem em outros paises. Surtos da transmissao
oral do T. cruzi relacionados ao consumo de sucos de goiaba e frutas silvestres

contaminados com fezes de triatomineos ja foram registrados na Guiana
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Francesa, Venezuela e Bolivia (DE NOYA et al., 2010). Um caso de
transmissao oral foi confirmado na Argentina devido a ingestdo de carne de
caca (STORINO; JORG, 1994). Também foram descritos casos suspeitos de
transmissao alimentar da DC a partir da ingestdo de carnes de animais
silvestres no Equador e na Colémbia (Amunarriz et al., 1991; Rodriguez et al.,
1992).

A transmisséo da doenca por transfusdo de sangue foi apontada pela
primeira vez em 1936 na Argentina, por Mazza e colaboradores, e confirmada
em 1952 no Brasil (WENDEL, 2010). O risco de transmissao por transfusao de
sangue depende de varios fatores como: a presenc¢a do parasito no sangue ou
no hemocomponente transfundido; o tipo e o numero de hemoderivados
infectados transfundidos; o estado imunoldgico do receptor; a qualidade da
triagem clinico-epidemiolégica; o nivel de cobertura da triagem sorolégica de
doadores; e da sensibilidade dos testes soroldgicos utilizados para rastrear a
doacdo de sangue (WENDEL, 2010). Até o final da década de 1970 no Brasil,
as transfusdes de sangue eram realizadas em sua grande maioria nas grandes
cidades, a tecnologia era rudimentar, ndo havia controle do material
transfundido e a cobertura de testes sorologicos para DC em doadores de
sangue era menor que 20% e se apresentava como uma técnica de dificil
execucao e com sérios problemas de padronizacéo. (DIAS, 2006). O conjunto
desses fatores ocasionava grande numero de pessoas infectadas pelo
protozoario por meio de transfusdo sanguinea a cada ano, sendo entre 100 mil

casos novos, 20 mil correspondentes a transmisséo transfusional (DIAS, 2006).

Na década de 80, com a VIII Conferéncia Nacional de Saude, surgiram
importantes avancos na luta contra a DC no Brasil e esses ocasionaram um
enorme impacto na transmissao da parasitose. Houve a proibicdo de doador
remunerado, normatizou-se a pratica da hemoterapia, criou-se um sistema
nacional de sangue e hemoderivados e foi instituida a obrigatoriedade da
selecdo sorolégica dos candidatos & doacdo (WENDEL, 2010). A partir das
medidas preconizadas, o0 risco de transmissdo transfusional da DC foi
amplamente reduzido na Ameérica Latina como um todo (DIAS et al., 2016a).
No Brasil da década de 1950, a prevaléncia média estimada de sorologia
positiva para T. cruzi entre potenciais doadores de sangue foi de 8,3%, e no

final dos anos 1980 e inicio dos anos 90 esse numero reduziu para 3,2% (DIAS
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et al.,, 2016a). Aléem do avanco na seguranca da transfusdo de sangue, o
processo de hemovigilancia também sofreu melhorias, com o estabelecimento
de um sistema nacional que integre bancos de sangue e vigilancia

epidemioldgica e sanitaria (DIAS et al., 2016a).

Ja a transmissdo congénita ou transmissao vertical da DC ainda é
relativamente importante no Brasil, apesar da auséncia de medidas
sistematicas preventivas contra essa forma de transmissdo no pais (DIAS et
al.,, 2016a). A gestante infectada transmite o protozoario para seu bebé
durante a gestacdo ou no momento do parto, e a transmissao pode ocorrer por
via transplacentéria, em qualquer fase da doenca (aguda ou crbnica), por
transmissao pelo leite ou ainda durante o ato de amamentar, em casos de
sangramento por fissura mamaria (BRASIL, 2017). A estimativa geral da
prevaléncia da infecgdo por T. cruzi em gestantes varia de 1 a 40%, e
aproximadamente 1,8 milhdo de mulheres em idade fértil na América estdo
infectadas (DIAS et al., 2016a).

2.5 Manifestacdes clinicas

A compreenséo do ciclo de vida do T. cruzi e da patogénese da doencga,
descrita inicialmente em 1908, permitiu aos clinicos diferenciar os dois estagios

da doenca: a fase aguda e a fase cronica.

A fase aguda se inicia logo apés a infeccdo, quando ha um elevado
namero de parasitos circulante na corrente sanguinea do hospedeiro.
Apresenta duracdo de 4 a 8 semanas, e, na maioria dos casos, ocasiona
sintomas inespecificos, sendo apenas 10% dos casos que desenvolvem
sintomas mais especificos em uma sindrome clinica que tende a se desdobrar
em semanas (DIAS et al.,, 1956). Os sintomas sao geralmente leves e
inespecificos, incluindo febre, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (DIAS et
al., 1956). Na transmissao vetorial classica, ha sinais de porta de entrada do T.
cruzi: a entrada do parasito pela pele produz o chagoma de inoculagdo, uma
area de eritema e inchaco, enquanto a entrada do protozoario através das
membranas mucosas oculares produz o sinal de Romafia, achado classico na
DC aguda, que consiste em um edema unilateral indolor das palpebras e
tecidos perioculares (DIAS et al., 1956), como mostrado na figura 10. A doenca

aguda grave ocorre em menos de 5% dos pacientes e inclui manifestacdes
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como miocardite aguda, derrame pericardico e meningoencefalite (risco de
mortalidade 0,2 - 0,5%) (DIAS et al.,, 1956). A transmissdo oral do parasito
parece estar associada a uma maior incidéncia de miocardite e a uma maior
taxa de letalidade em relacéo a infec¢des transmitidas por vetores (SHIKANAI-
YASUDA; CARVALHO, 2012).

Figura 10: Manifestacdes clinicas da fase aguda da infec¢éo por T. cruzi
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Fonte:https://repositorio.unb.br/bitstream/10482/32942/1/2018 AgenordeCastroMoreiradosSant
0sJ%C3%BAnior.pdf. Acesso em: 03 de setembro. 2022.

Posteriormente a fase aguda, a resposta imunoldgica da pessoa
infectada controla a replicacdo do parasito e a partir disso, os sintomas, bem
como a parasitemia patente, desaparecem espontaneamente em 4 a 8
semanas (RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012). Inicia-se entédo
a fase crbnica da DC, na qual 60% a 70% dos pacientes apresentam-se na
forma crbnica indeterminada, ou seja, ndo apresentam sintomas clinicos. Essa
forma € caracterizada pela positividade para anticorpos anti-T. cruzi no soro,
eletrocardiograma (ECG) de 12 derivacdes normal e exames radiologicos do
térax, esdfago e colon normais. Os demais pacientes (30% - 40%)
desenvolvem a forma determinada, podendo ser a forma cardiaca, digestiva
(principalmente megaesdfago e megacélon), ou cardiodigestivo — geralmente
10 a 30 anos apos a infeccéo inicial (JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

A forma cardiaca é a manifestacdo mais grave e frequente da doenca
cronica (RASSI; RASSI; LITTLE, 2000). Essa forma se desenvolve em 20% a
30% dos individuos e normalmente ocasionam sintomas e sinais fisicos que
estdo relacionados a quatro sindromes, insuficiéncia cardiaca,
tromboembolismo, arritmias e manifestagbes anginosas, as quais podem existir
concomitantemente no mesmo individuo portador da doenca (RASSI; RASSI;

LITTLE, 2000). A insuficiéncia cardiaca é frequentemente uma manifestacao
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tardia da cardiopatia chagasica e esta associada a uma maior mortalidade por
insuficiéncia cardiaca quando comparada a outras causas (FREITAS et al.,
2005).

Figura 11: Corte sagital de coragéo chagéasico com insuficiéncia cardiaca congestiva

Fonte: (SIMOES et al., 2018). Acesso em: 03 de setembro. 2022.

A forma digestiva da DC € caracterizada por alteracBes no sistema
motor, nas funcBes secretoras e absortivas do es6fago e do trato
gastrointestinal (TGI). Embora possa se manifestar em todos os 6rgéos do TGlI,
a forma digestiva da tripanossomiase acomete principalmente o eséfago e o
intestino grosso, acarretando o aparecimento de megaeséfago e megacélon,
respectivamente (DIAS et al., 2016b). No megaesbéfago, os sintomas incluem
disfagia, sensacdo de plenitude, dor toracica, regurgitacdo e hipertrofia das
glandulas salivares devido a hipersalivacdo. O acometimento esofagico ocorre
em diferentes graus, podendo variar morfologicamente e apresentar
anormalidades no comportamento motor do 6rgao, desde pequenas alteracdes
do transito esofagico até formas avancadas de dolicomegaes6fago, com
grande prolongamento do tempo de transito dos alimentos (DIAS et al., 2016b).

Ja no megacdélon, os principais sinais e sintomas séo diarreia paradoxal,
disquesia, distensdo abdominal, fecaloma, constipacdo e a ruptura da viscera.
O bolo fecal acumulado e/ou esforco devido a dificuldade de evacuar
estimulam a dilatagdo do coélon, causando dor e desconforto (DIAS et al.,
2016b). Outras doengas podem existir concomitantemente com a patologia,
como o cancer colbnico (raramente) e a doenca diverticular colbnica. A
dilatacdo coldnica pode ser diagnosticada em até 80% dos casos e pode
ocorrer apenas no reto, apenas no sigmoide ou em todo o colon (DIAS et al.,
2016b).
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2.6 Tratamento

Desde a descoberta da DC, muitas substancias foram testadas contra o
T. cruzi. Os primeiros compostos desenvolvidos experimentalmente para o
tratamento da doenca foram o atoxyl (arsénico), a tintura de fucsina, o tartaro
emético (antimonial pentavalente) e o cloreto de mercuario, porém ao serem
testados, esses se apresentaram ineficazes contra o protozoario (CROFT,
1999). A partir disso, foram descobertos novos compostos, dentre os quais
destacam-se os derivados quinoleinicos, os arsenobenzois sulfurados, os
derivados fenantridinicos, os compostos nitrofuranicos e os antagonistas
purinicos (RASSI; FERREIRA, 1971). Apesar de evidenciarem nitida atividade
tripanocida e reducdo do indice de mortalidade dos animais inoculados, esses
compostos ndo foram capazes de combater a persisténcia da infec¢cdo (RASSI;
FERREIRA, 1971). No final da década de 60 e inicio dos anos 70, houve o
surgimento dos farmacos NFX (5-nitrofurano) e o BNZ (2 - nitroimidazol), os
quais foram introduzidos na terapéutica em 1967 e em 1972, respectivamente
(BOAINAIN; RASSI, 1979).

Figura 12: Estrutura quimica do Benznidazol e Nifurtimox
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O BNZ, um derivado do nitroimidazol, é considerado o tratamento de
primeira linha, foi sintetizado em 1972 por Wineholt e Liebman e produzido pelo
laboratério Hoffman - La Roche, na Suica (SCHOFIELD; JANNIN;
SALVATELLA, 2006). Em abril de 2003, os direitos e a tecnologia de fabricacao
do BNZ foram cedidos ao Brasil pela Roche e hoje esse € produzido pelo
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (Lafepe), sendo,
atualmente, o Unico medicamento disponivel no Brasil para o tratamento
especifico da DC (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 2006). Por sua vez, o
NFX é um derivado nitrofurano comercializado pela industria farmacéutica

Bayer e foi lancado em 1967 com o nome comercial Lampit®, sendo o primeiro

32



farmaco utilizado no tratamento da fase aguda da DC (BOAINAIN, 1979). A
partir da década de 1980, o NFX teve sua comercializagdo interrompida,
primeiramente no Brasil e depois em outros paises da América do Sul
(Venezuela, Chile, Argentina), por motivo de seguranca, ja que seus efeitos
adversos eram mais evidentes quando comparados ao BNZ (COURA; DE
CASTRO, 2002).

O mecanismo de acdo destes compostos ainda ndo é totalmente
elucidado (SALES et al., 2017). Acredita-se que o BNZ atue por via de estresse
redutor envolvendo modificacdo covalente de macromoléculas como DNA,
proteinas e lipidios (DOCAMPO, 1990). Além disso, 0 BNZ e seus metabdlitos
podem afetar o metabolismo da tripanotiona do T. cruzi (SALES et al., 2017),
melhorar a fagocitose, aumentar a morte de tripanossomas por meio da
inducdo de IFN-y, e inibir a NADH fumarato redutase do protozoario
(TURRENS et al., 1996). O NFX, por sua vez, sofre uma reducdo a um radical
de anion nitro, seguido pela autooxidacdo deste radical, o que produz
metabolitos de oxigénio altamente toxicos (DOCAMPO, 1990). O T. cruzi, por
nao apresentar mecanismos de desintoxicagdo metabdlica de oxigénio, se
apresenta altamente suscetivel a produtos de reducdo de oxigénio,
principalmente a peroxido de hidrogénio (DOCAMPO, 1990).

Atualmente, os farmacos BNZ e NFX sdo o0s unicos medicamentos
disponiveis no mercado com a eficacia comprovada contra a DC (BERN et al.,
2007). De acordo com as recomendacdes, o tratamento com esses compostos
é indicado para todos os casos de infeccao aguda, congénita e reativada, bem
como para todas as criangcas com a infeccéo e para pacientes com até 18 anos
de idade que estejam na fase crbnica da doenca (BERN et al., 2007). O
tratamento medicamentoso geralmente é recomendado a adultos entre 19 a 50
anos sem cardiopatia chagasica avancada, e é opcional para aqueles maiores
de 50 anos, j4 que o beneficio ndo foi comprovado nesta populacdo (BERN et
al., 2007). Por outro lado, o tratamento é contraindicado durante a gravidez,
para pacientes com insuficiéncia renal ou hepética grave, e para aqueles com
cardiopatia chagasica avancada ou com megaesdofago em que haja
comprometimento da degluticdo (BERN et al., 2007).

Apesar de o0 BNZ e o NFX serem utilizados para o tratamento da DC,
esses compostos ndo sao considerados farmacos ideais de acordo com 0s

critérios preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a qual
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determina que para um farmaco ser ideal, esse deve atender as seguintes
exigéncias: cura parasitolégica de casos agudos e cronicos; acdo eficaz com
uma unica dose ou poucas doses; acessibilidade aos pacientes a partir de um
custo reduzido; baixos efeitos colaterais e auséncia de efeitos teratogénicos;
nenhuma necessidade de hospitalizacdo para o tratamento e nenhuma inducao
da resisténcia (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Ambos os compostos apresentam eficicia limitada especialmente em
pacientes com a forma crénica da doenca, em pacientes com imunossupressao
medicamentosa ou ainda em portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (LAMAS et al., 2006). Além disso, tanto o NFX quanto o BNZ
ocasionam diversos efeitos adversos, dentre os quais destacam-se 0s mais
comuns: vomitos, polineuropatia, dermatite e depressdo da medula éssea, e,
esses efeitos aliados a necessidade de administrar doses elevadas, conduzem
0 paciente a interrupcdo do tratamento medicamentoso (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005).

A partir disso, atualmente, varios novos compostos estdo em
desenvolvimento pré-clinico, e diferentes abordagens tém sido utilizadas para a
identificagdo de novos farmacos (MCKERROW et al., 2009). Embora muitas
tentativas tenham sido realizadas a fim de alcancar um tratamento ideal para a
doenca, desde a introducéo dos farmacos BNZ e o NFX no mercado, apenas o
alopurinol e alguns antifungicos avancaram para ensaios clinicos (APT et al.,
2005). Em 2009, a iniciativa Medicamentos para Doencas Negligenciadas
(DNDi) e seus parceiros langaram a Plataforma de Pesquisa Clinica da doenca

de Chagas (https://dndi.org/diseases/chagas/), que visa promover discussoes

técnicas, desenvolver uma massa critica de conhecimentos, fortalecer as
capacidades institucionais de pesquisa e vincular pesquisadores por meio de
uma rede colaborativa. Como resultado, trés ensaios clinicos de fase |lI
iniciaram-se em 2011 com o objetivo de investigar a potencial acdo do
posaconazol (POS) (um analogo estrutural do itraconazol) e de um pré-farmaco
do ravuconazol (RAV) no tratamento da DC (DA SILVA et al., 2014).
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Figura 13: Estrutura quimica do Posaconazol e do Ravuconazol
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Fonte: Adaptado de (DA SILVA et al., 2014). Acesso em 04 de Setembro. 2022

Esses farmacos sao frequentemente utilizados como antifingicos de uso
oral e ttm como alvo a enzima esterol 14alfa-desmetilase (também conhecida
como CYP51), necesséaria para a biossintese de ergosterol. Ensaios iniciais
utilizando POS demonstraram uma potente e especifica atividade in vitro e in
vivo contra T.cruzi, no entanto, quando testado em ensaios clinicos de Fase II,
o farmaco apresentou falha terapéutica em 92% dos casos, 0s quais
reincidiram durante o periodo de acompanhamento de 10 a 12 meses (MOLINA
et al., 2014). Um estudo de Fase Il mais recente envolvendo pacientes
assintomaticos também relatou alta taxa de reincidéncia da doenca ao testar o
POS sozinho (87%), ou associado com BNZ (13%), com descontinuacdo do
tratamento em 32% dos pacientes devido a efeitos colaterais adversos
(MORILLO et al., 2017). O mesmo pode ser citado para o RAV, o qual teve seu
pro-farmaco E1224 testado contra o T. cruzi, e, embora tenha demonstrado
eficacia na eliminacdo do parasito durante testes pré-clinicos, um ano apds o
tratamento, apenas 8-31% dos pacientes tratados com E1224 mantiveram a
eliminacdo do parasito em comparagdo com 81% dos pacientes tratados com
BNZ, demonstrando que esse tem baixa erradicacdo do parasito (SALES et al.,
2017).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar uma revisdo narrativa da literatura sobre pesquisas in vitro

utilizadas na busca por novos farmacos para o tratamento da DC.

3.2 Objetivos especificos

e Tracar estratégias de busca na literatura;
e Selecionar as publicacfes de acordo com os parametros pré-estabelecidos;

e Extrair de cada publicacdo selecionada a partir dos bancos de dados as
informagdes sobre: linhagem celular utilizada, cepa e DTU utilizados,
tempo de incubacdo com BNZ, valor de Clsy (Concentracdo inibitéria

meédia) com BNZ, composto testado e IS (indice de seletividade);
e Reunir e organizar as informacfes chaves de maneira concisa;

e Relacionar a ndo padronizacdo dos ensaios com a divergéncia dos

resultados encontrados.
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4. METODOLOGIA

A fim de atingir o objetivo proposto, foram tracadas as estratégias de
busca na literatura, conforme descrito na figura 14. A coleta de dados ocorreu
em setembro de 2022 a partir de artigos cientificos publicados nas bases de
dados disponibilizadas no portal de periodicos PUBMED (Publisher Medline).
Foi realizado o cruzamento entre as palavras chaves “Chagas disease”, “In

” 13 i “

vitro”, “Trypanosoma cruzi”’, “New drug” e “Treatment” utilizando-se o operador
booleano “AND” para fornecer a intercessdo entre os descritores e filtrar
apenas artigos que continham as palavras chaves escolhidas, assim,
restringindo-se a dimenséo da pesquisa.

Figura 14: Estratégia de busca

PUBMED
Setembro
2022

Chagas , Trypanosoma
‘ diseace ‘ ‘ In vitro ‘ ‘ crzi New drug ‘ Treatment
AND

Foram filtrados os estudos publicados entre 2017 e 2022, e a partir
disso, esses foram pré-selecionados pelos titulos e resumos, 0s quais
deveriam conter como primeiro critério os termos Trypanosoma cruzi, in vitro, e
0 nome do composto a ser testado. Posteriormente, foi realizada a leitura na
integra dos artigos pré-selecionados, e apenas aqueles que realizavam estudo
in vitro utilizando alguma linhagem celular e BNZ como farmaco de referéncia
foram selecionados para esse trabalho. Foram excluidos os estudos que nao
apresentavam resultados de pelo menos um parametro do BNZ, sendo esses:
tempo de incubacdo, Clsp ou IS. Também foram excluidos os artigos néo

acessiveis, bem como aqueles indisponiveis.
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Figura 15: Critérios de selegao

—— Pesquisa in vitro
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Benznidazol como

‘ Selecdo o referéncia

Presenca de pelo
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Para a coleta das informacdes dos artigos selecionados, foi elaborada
uma tabela com o intuito de reunir e organizar as informacdes-chave de
maneira concisa. A tabela contemplava os seguintes itens: nome do autor; o
composto a ser testado; a linhagem celular utilizada no teste intracelular da
atividade tripanocida do composto; a cepa e o DTU do T. cruzi; a concentragao
de BNZ utilizada como referéncia; o tempo de incubagdo com BNZ; o valor do
Clso € do IS com BNZ. Por fim, as informac¢des foram analisadas a fim de

estabelecer uma compreenséo e conclusao sobre o tema presente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao realizar uma busca na plataforma Pubmed, foram detectados 290
artigos. A partir disso, os artigos cuja publicacdo tenha ocorrido nos ultimos
cinco anos, ou seja, entre 2017 e 2022, foram filtrados e 147 resultados foram
encontrados. Dentre esses, levando-se em consideracdo os titulos e os
resumos, foram excluidos aqueles que ndo se enquadravam na proposta deste
estudo, permanecendo na pesquisa 79 artigos para serem analisados na

integra.

Durante a analise completa da metodologia dos artigos selecionados,
observou-se que embora estes apresentassem titulos e resumos interessantes
para a pesquisa, alguns ndo se adequavam aos critérios de selegdo, e,
portanto, 38 estudos foram excluidos. Além disso, também foram excluidos 11
artigos pagos os quais nao foi possivel realizar a leitura na integra. Ao final,
considerou-se um total de 29 estudos, dos quais foram retiradas as
informacdes necessérias para este trabalho, e estas se encontram descritas na

tabela abaixo.
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Tabela 1: Dados extraidos dos artigos que atenderam aos critérios de selegao

X TEMPO DE
LINHAGEM CONCENTRACAO - VALOR DE Cls,

AUTOR COMPOSTOS CEPA E DTU INCUBACAO COM VALOR DE IS
CELULAR DE BNZ BNz COM BNZ

Martin-Escolano, R.; Arequipa (DTU 1) 8.3+0.7 uM 10
Etxebeste-Mitxeltorena, Compostos derivados de
. . Vero SN3 (DTU I) 0,1 -50 uM 72h 16.6 £ 1.4 uyM 5
M.; Martin-Escolano, J.; et Selénio
al. (2021) Tulahuen (DTU VI) 10.0 £ 0.8 yM 8
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Torchelsen, F. K. V.; Silva, o .
Silibinina (monoterapia e

T. M.; Milagre, M. M.; et al. Vero Y (DTU II) 10 uM 24h 229+ 3.0uM 7,7
(2020)

associagdo com BNZ)

Simées-Silva, M. R.: De Tulahuen (DTU VI) 96h 41+1.3uM >12
Araujo, J. S.; Peres, R. B.; Imantimib e derivados L929 0-50 uM
etal. (2019) Y (DTU II) 48h 28+1.9uM >18
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Leite, D. I.; Fontes, F. de Analogos de BNZ
V.; Bastos, M. M.; et al. contendo anéis 1,2,3- L929 Tulahuen (DTU VI) * 96h 4+1.5uM >50
(2018) triazol

Rojas Vargas, J. A; Derivados de imidazéis
Lopez, A. G.; Pérez, Y.; et substituidos com grupo MRC-5gy, Tulahuen (DTU VI) * 72h 2.8 £ 0.56 uM *
al. (2019) aril
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Bustamante, C.; Diez- .
Composto organico

Mejia, A.F.; Arbeldez, N.; huMDM Tulahuen (DTU VI) 20 uM 72h 1.1 £0.03 uM >655
et al. (2022)

denominado UBMC-4

Martinez-Peinado, N.;
Lorente-Macias, A.;
Garcia-Salguero, A.; et al.
(2021)

Quimiotipos de purina Vero Tulahuen (DTU VI) * 96h 1.8 uM 115.11
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Puente, V.; Demaria, A.;
Frank, F.M.; et al. (2018)

Vitamina C Macréfagos® Tulahuen (DTU VI) 0.5-40 pM 10h 4.1+0.55uM 20.1

Varela, M.T.; Lima, M.L.; Alquenil e analogos
Galuppo, M.K.; et al. derivados de Piper Macréfagos® * * 72h 52+03uM 51.9
(2017) malacophyllum
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De Aradjo, J. S.; da Silva,
P. B.; Batista, M. M.; et al.  Derivados de ftalazinona L929 Tulahuen (DTU VI) 0—-200 uMm 96h 2.7%+0.4 uM 51
(2019)

Barros Freitas, L. A.;

Caroline da Silva Santos, Derivados de tiazolil-

L . L929 Tulahuen (DTU VI) * 168h 5.6 uM 21.87
A.; de Cassia Silva, G.; et isatina

al. (2021)
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Lopes, C. D.; Possato, B.; Complexo
Giovanini, A. P. S. G.; et Organometalico de LLC-MK2 Y (DTU 1) * 24h 0.8 +0.29 yM *
al. (2019) Ouro(lll)

Clemente, C. M.; Robledo,
S.M.; Ravetti, S. (2022)

Carbonatos de mentol U-937 Tulahuen (DTU VI) * 72h 60.1+12.2 uM 12,8
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Velasquez, A. M. A,;
Ribeiro, W. C.; Venn, V,; Macrofagos® Y (DTU 1) 0.5-100 pm 24h 53+1.4puM 187.2

Composto ciclopaladado

binuclear
et al. (2017)

* Informacao ndo encontrada
! Nao especificado
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Ao interpretar os resultados, observou-se a utilizacdo de 12 linhagens
celulares diferentes, as quais estdo descritas no gréfico 1. Foi possivel
observar a linhagem L929 (fibroblastos murinos) como a mais utilizada pelos
autores e presente em 31,03% dos estudos considerados. Em sequéncia,
macrofagos também foram frequentemente utilizados nos estudos, sendo a
linhagem J774 utilizada em dois artigos (6,89%), a linhagem humMDM, assim
como a RAW264.7, citadas em um artigo (3,44%) e quatro estudos (13,79%)
nao especificaram qual a linhagem de macrofago utilizada. As células epiteliais
renais de macaco verde africano (Vero) e de macaco Rhesus (LLC-MK2)
estiveram presentes em 10,34% dos estudos, respectivamente. Células do
musculo cardiaco sem origem especificada foram utilizadas em dois artigos,
juntamente com outras linhagens celulares, sendo essas linhagens: Vero
(3,44%), e células L929 e Macrofagos ndo especificados (3,44%). Por fim, as
células de tecido pulmonar humano MRC-5sy,, bem como células de musculo
cardiaco de rato H9C2, a linhagem monocitica humana U-937 e as células de
fibroblasto de prepucio humano HFF-1, foram utilizadas em apenas um estudo
e artigo representa 3,44% do total. Tais resultados podem ser observados no
grafico 1 abaixo:

Gréfico 1: Linhagens celulares
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O T. cruzi € um parasito que apresenta capacidade de infeccdo em
diversos tipos de células, portanto, a escolha da célula hospedeira em um
ensaio in vitro normalmente esta relacionada a facilidade de uso levando-se em
consideracdo o estabelecimento, a manutencédo e a deteccdo quantitativa da
infeccdo pelo parasito (CHATELAIN; IOSET, 2018). Cardiomiécitos sao
frequentemente utilizados em experimentos in vitro devido a patogénese da
doenca, mas esse dogma tem sido alterado ap6s a demonstracdo do tropismo
do parasito por células nervosas e por células do sistema endotelial
(ROMANHA et al., 2010; DURANREHBEIN et al., 2014). Apés a realizacdo de
uma revisao da literatura, Duran-Rehbein e colaboradores (2014) concluiram
que a linhagem celular mais utilizada pelos pesquisadores em ensaios in vitro é
a Vero, as quais sao células epiteliais, seguida pela HUVEC, células endoteliais
da veia umbilical humana (DURANREHBEIN et al., 2014). Esses dados
corroboram com o fato de que os cardiomiécitos ndo sdo mais a primeira
escolha de linhagem celular entre os pesquisadores, e o tropismo do T. cruzi é

um fator que deve ser levado em consideracao durante os testes in vitro.

Romanha e colaboradores (2010) recomendaram protocolos in vitro e in
vivo para triagem de farmacos, com o objetivo de aprimorar a harmonizacao
desses. Foi sugerida a utilizacdo de linhagens celulares como Vero (células
epiteliais renais de macaco verde africano), HelLa (célula derivada de cancer
cervical humano), L929 (fibroblastos de camundongos) e L6 (musculo
esquelético de camundongo) para screening de novos farmacos ou compostos
tripanocidas (ROMANHA et al., 2010). Os dados encontrados estdo de acordo
com a literatura, pois 41,37% dos estudos considerados utilizaram uma das
linhagens celulares recomendadas por Romanha e colaboradores, sendo

essas: Vero ou L929.

Em contrapartida, Lewis et al (2014) demonstrou que durante a fase
cronica da DC, o TGI é o unico local em que o T. cruzi permanece de forma
persistente (LEWIS et al., 2014). Mais tarde, Ward e colaboradores (2020), a
partir de experimentos com bioluminescéncia e imagens confocais, demonstrou
que os locais de persisténcia do parasito durante a infeccdo crénica em
camundongos englobam células musculares lisas na camada muscular circular
do colon, células musculares esqueléticas e a pele (WARD et al., 2020). Esses

dados nos levam a questionar a recomendacao de Romanha e colaboradores,
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bem como escolha dos autores com relacdo as linhagens celulares utilizadas
Nnos ensaios in vitro, uma vez que essas células em grande maioria nao

correspondem aos reservatérios do T. cruzi em fase crébnica em humanos.

Com relagéo a cepa do parasito utilizada, observou-se a utilizacdo de 6
cepas distintas, as quais estédo descritas no grafico 2. Dos artigos selecionados,
44,82% utilizaram a cepa Tulahuen, e 24,13% selecionaram a cepa Y. Trés
artigos utilizaram tanto a cepa Tulahuen quanto a Y durante o mesmo estudo, e
outros trés artigos citaram a utilizagdo da cepa CL-B5, os quais equivalem a
10,34%, respectivamente. Um estudo utilizou a cepa Dm28 em associacdo com
a'Y (3,44%), e outro artigo citou o uso das cepas Arequipa e SN3 juntamente

com a Tulahuen (3,44%). Por fim, um artigo ndo informou qual a cepa utilizada.

Gréfico 2: Cepas do Trypanosoma cruzi
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De acordo com os resultados, a maioria dos protocolos de triagem utiliza
cepas pertencentes ao Tcll (por exemplo, Y) ou TcVI (por exemplo, Tulahuen e
CL-B5) os quais estao frequentemente associados a infeccdes crbnicas que
causam cardiomiopatia e megasindromes em pacientes (ZINGALES et al.,
2012). Além disso, Cunha et al (2022) a partir de uma revisao sistematica
concluiu que o Tcll é o DTU mais encontrado nas regides Nordeste, Centro-
Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, enquanto na regido Norte do pais, 0 principal
DTU associado as infecgoes humanas foi o TclV (DA CUNHA et al., 2022). Ja o
Tcl foi constatado presente em apenas 25,2% das infecgbes (DA CUNHA et al.,

2022). Por outro lado, a atual epidemiologia do T. cruzi, bem como as
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implicacdes clinicas dos DTUs na DC demonstraram que Tcl € o DTU mais
comumente associado a fase aguda da doenca, e frequentemente encontrado
em pacientes cronicos com cardiomiopatia dos paises do norte da América do
Sul, bem como em individuos imunocomprometidos com reativagdo da doenca
(ZINGALES et al., 2012).

A patrtir de resultados do estudo de Moraes et al. (2014), o qual compara
a susceptibilidade de cinco cepas de T. cruzi pertencentes a diferentes DTUS,
concluiu-se que as cepas mais infectantes e com crescimento mais rapido
foram associadas a perfis de sensibilidade mais baixos com base em medicdes
de Clsg, sugerindo-se que cepas de crescimento rapido requerem maiores
concentracbes de compostos para inibir seu crescimento (MORAES et al.,
2014). Sabe-se que as cepas Tulahuen e Y, as cepas mais utilizadas pelos
pesquisadores de acordo com os resultados encontrados, sdo sensiveis e
parcialmente resistentes ao BNZ, respectivamente (FILARDI; BRENER, 1987;
MURTA et al.,, 1998). J& a CL-Brener, outra cepa também encontrada com
frequéncia nos estudos in vitro, apresenta sensibilidade aos atuais compostos
nitroderivados disponiveis (FILARDI; BRENER, 1987; MURTA et al., 1998). Os
dados encontrados corroboram com a literatura, visto que os valores
encontrados de Clsp do BNZ para a cepa Tulahuen variaram entre 1,1 e 10 uM,
destacando-se apenas um estudo no qual o valor de Clsy encontrado foi
discrepante (60.1 £ 12.2 uM). J4 os estudos que utilizaram a cepa Y em seu

protocolo, obtiveram uma variacao de valor de Clsg entre 5,3 e 25 uM.

Durante a analise dos resultados, observou-se que 48,27% dos autores
nao informou a concentracdo de BNZ utilizada durante o ensaio in vitro. Dentre
os estudos que apresentaram valores para esse parametro, observou-se uma
consideravel variacdo entre 0,1 uM e 200 uM. Além disso, observou-se que a
maioria dos autores utilizou um tempo de incubagdo com o BNZ equivalente a
72 horas (37,93%) ou a 96 horas (20,68%). Dentre os estudos selecionados,
também se observou um tempo de incubagdo de 48 horas (6,89%) e de 24
horas (10,34%). Dois artigos utilizaram diferentes tempos de incubacao durante
o estudo, sendo 96h e 48h (6,89%), enquanto um artigo realizou a incubacéo
por 96h e 48h simultaneamente (3,44%). Trés autores citaram o tempo de

incubacao superior a 96h, dentre os quais dois estudos utilizaram 168 horas
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(6,89%) e um incubou o farmaco por 120 horas (3,44%). Apenas um estudo

realizou 10 horas de incubacao, representando 3,44% do total.

De acordo com Romanha e colaboradores (2010), o tempo ideal de
tratamento das células infectadas com BNZ é equivalente a 96 horas
(ROMANHA et al., 2010). Foi possivel observar que a maioria dos autores
(58,60%) realizou um estudo com tempo de incubagcdo com o farmaco inferior
em relacdo ao tempo recomendado, e, 10,33% dos estudos citou um tempo de

incubacéo superior.

Para os parametros de Clsy e IS, os quais medem a dose capaz de
eliminar 50% do agente etioldgico e 0 quanto 0 composto é ativo contra o
parasito sem causar danos as células de mamiferos, respectivamente,
observou-se que os autores obtiveram uma grande variabilidade de resultados,
0S quais apresentaram valores entre 0,8 uM e 60,1 uM para Clso, € entre 5 e
904 para IS. Cinco estudos (16,66%) ndo apresentaram pelo menos um dos

dois parametros citados acima.

Romanha e colaboradores (2010) propuseram ponto de corte no fluxo de
screening baseado no valor de Clsp do BNZ, o qual assumiram ser 3,8uM
(ROMANHA et al., 2010). Em recente revisdo da literatura, Bonilha et al
identificaram que a faixa de valores de Clso do BNZ sobre formas intracelulares
em estudos in vitro varia de 3,73 uM a 48,4 uM, levando-se em consideracao o
tipo de célula hospedeira, a cepa do parasito, o tempo de infec¢do, o tempo de
incubacdo com os farmacos e a técnica de quantificacao utilizada (BONILHA,
2021). Entretanto, neste estudo foi observado que o Clsp variou de 0,8uM a
60,1uM, fato que evidencia a necessidade de padronizacdo de testes in vitro,
visto que, pode-se observar uma grande variedade de tipos celulares e cepas
de T.cruzi utilizadas, dentre outras variaveis experimentais que interferem

diretamente nos resultados encontrados pelos autores (CHATELAIN, 2015).

Por fim, sabe-se que o IS é determinado com base na raz&o do valor do
Clsop da célula hospedeira pelo valor do Clsy do parasito, e apenas 0s
compostos que atingem um valor de IS superior a 50 s&o considerados para a
proxima etapa (NWAKA; HUDSON, 2006). Ao analisar os estudos, 48,27%
encontraram um valor de IS para BNZ superior a 50, demonstrando que em
mais da metade das triagens in vitro, o farmaco referéncia néo seria viavel para

posteriores testes in vivo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir dessa revisdo bibliografica narrativa
demonstram que h& uma alta heterogeneidade nos experimentos de screening
de produtos naturais, sintéticos e mesmo naqueles que avaliaram o farmaco de
referéncia. Portanto, essas constatacfes evidenciam que € necessaria a
harmonizacdo de protocolos utilizados pelos grupos de pesquisa na area, de
forma a obter-se estratégias experimentais de maior valor translacional,
otimizando-se tempo e recursos na busca de alternativas terapéuticas para a
DC. Além disso, ensaios in vitro robustos possibilitaria a reprodutibilidade dos
parametros observados para o farmaco de referéncia, reduziria os fatores que
possam interferir na selecdo de candidatos a farmacos no ambito dos ensaios
pré-clinicos e, consequentemente, aumentaria 0 numero de compostos a

serem testados em fase clinica.
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