UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Curso de Graduacdo em Farmécia-Bioquimica

Doenca de Chagas: analise e perspectivas
futuras

Aline Intaschi Monteiro

Trabalho de Conclusdao do Curso de
Farmacia-Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de Sao Paulo.
Orientador(a):

Prof.(a). Dr(a) Cristina Northfleet de
Albuquerque

Sao Paulo

2019






Lista de Abreviaturas

Lista de Imagens

Lista de Tabelas

RESUMO

1. INTRODUCAO

2. OBJETIVOS

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Estratégias de Pesquisa
3.2. Critérios de inclusao
3.3. Critérios de exclusao

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5. CONCLUSAO

6. BIBLIOGRAFIA

SUMARIO

© 00 00 00 N N o &~ W N P

N N
© 0o



APL
BZ

Ccz
DC
DN
DNDi
ECG
ERO
MGZ
NADH
NF
NFX
NTR
OMS/WHO
P&D
PCR
PIB
POSA
RAVU
SB
TR

LISTA DE ABREVIATURAS

Analogo de Fosfolipideo

Benznidazol

Cruzipaina

Doenca de Chagas

Doencga negligenciada

Drugs for Neglected Diseases initiative
Eletrocardiograma

Espécie Reativa de Oxigénio

Megazol

Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina Reduzido
Nifuroxazida

Nifurtimox

Enzimas Nitro-redutase

Organizacdo Mundial da Saude
Pesquisa e Desenvolvimento

Reacdo em Cadeia da Polimerase
Produto Interno Bruto

Posaconazol

Ravuconazol

Sulfoximina Butionina

Tripanotiona Redutase



LISTA DE IMAGENS

Figura 1. Doencgas negligenciadas de maior incidéncia no Brasil

Figura 2. Distribuicéo global da doenca de Chagas, 2006 - 2010

Figura 3. Projetos de P & D de drogas em andamento sobre a doenca de

Chagas.

Figura 4. Representacdo esquematica do modo de acado dos principais

farmacos com atividade tripanocida

Figura 5. Estutura do megazol

Figura 6. Estrutura do N-((5-nitrofuran-2-il)metileno) bifenil-4-carbo-hidrazida

(C20)

Figura 7. Estrutura do benznidazol

Figura 8. Estrutura do nifurtimox

Figura 9. Estrutura do posaconazol

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.

Estrutura do ravuconazol

Estrutura do itraconazol

Estrutura do fexinidazol

Estrutura da tioridazina

Estrutura da sulfoximina butionina

Estrutura do K-777

Estrutura da edelfosina e miltefosina, respectivamente.
Estrutura do TAK-128

10
11

14

15

17
17
18
20
21
21
22
23
23
25
25



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Situagao atual dos medicamentos usados no tratamento da doenca 19
de Chagas



RESUMO
MONTEIRO, A.M. Doenca de Chagas: analise e perspectivas futuras. 2019.
Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

Palavras-chave: doenca de Chagas, tratamento, doenca negligenciada,

desigualdade, medicamentos.

INTRODUGCAO: Com o avanco da indUstria farmacéutica, os pacientes tém acesso
a novos medicamentos que sao mais bem tolerados, especificos e eficazes do que
0s antigos. Nos paises pobres, no entanto, milhdes de pessoas ainda esperam
para experimentar os beneficios da ciéncia. Algumas doengas, chamadas de
doencas negligenciadas (DN) ainda ndo conseguiram despertar o interesse dos
desenvolvedores de medicamentos. Durante 1975-2004, apenas 21 de 1556
farmacos aprovadas foram especificamente desenvolvidas para lidar com DNs. No
entanto, a paisagem mudou drasticamente nos ultimos 5 anos, pois 0 surgimento
de parcerias privadas e publicas de desenvolvimento estdo preenchendo as
lacunas existentes na pesquisa e desenvolvimento, criando pontes entre as varias
partes interessadas. Com relacdo a doenca de Chagas, foco deste trabalho, &
sabido que existem apenas dois farmacos para o tratamento e ambos atuam
apenas na fase aguda da doenca, sendo eles o benznidazol e nifurtimox (este
possui seu uso descontinuado pela alta toxicidade). Diante disso, a busca por
alternativas farmacoterapéuticas para o tratamento desta doenca é de grande
importancia. OBJETIVO: O objetivo deste trabalho de conclusédo de curso é
destacar estas doencgas e sua importancia, além de discutir novas perspectivas de
tratamento para a doenca de Chagas. MATERIAIS E METODOS: E um estudo do
tipo bibliogréfico e retrospectivo, em que foram utilizados bancos de dados virtuais
como Scielo, NCBI-PubMed e MEDLINE. Foi realizada a leitura exploratéria das
publicacbes apresentadas nas referéncias e as ideias principais compuseram 0
estudo. RESULTADOS: Apos apresentar uma nocéo geral da doenca de Chagas
e sua epidemiologia, foi descrito o cenario atual dos pacientes portadores e de

pessoas suscetiveis a adquirir a doenca, bem como, o0s tratamentos em
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estudo/desenvolvimento no mercado farmacéutico atual. CONCLUSAO: A
conscientizacdo da importancia do papel da inovacao tecnolégica no contexto da
capacidade em responder as demandas da salude das populacdes vem crescendo
com o passar dos anos. O desenvolvimento de novos medicamentos requer a
interacdo das disciplinas de biologia molecular e celular, quimica, bioquimica,
farmacologia e toxicologia. Um medicamento ideal ainda n&o existe e
possivelmente passara um longo tempo até ser obtido. O conjunto destes estudos
enfatiza a importancia do reposicionamento de medicamentos e do tratamento
combinado visando terapias alternativas para esta patologia negligenciada e

silenciosa.



1. INTRODUCAO

Doencas negligenciadas sao aquelas que afetam populagdes que sofrem com
a desigualdade social e pobreza. Sua prevaléncia € mais observada em paises
subdesenvolvidos, porém os desenvolvidos ndo estdo eximidos de sua ocorréncia.
As doencas tropicais negligenciadas afetam mais de 1 bilhdo de pessoas e sao
frequentemente agrupados geograficamente, sendo que os individuos sao
frequentemente afetados por mais de um parasita ou infeccdo. Mais de 70% dos
paises e territorios que relatam a presenca de doencas tropicais negligenciadas
sdo economias de baixa renda ou de renda média baixa, que vivem em areas
rurais remotas, favelas urbanas ou zonas de conflito (CAMARGO, EP, 2008). Elas
incluem dengue, raiva, tracoma, Ulcera de Buruli, treponematoses endemicas,
lepra (hanseniase), doenca de Chagas, tripanossomiase humana Africana
(doenca do sono), leishmaniose, cisticercose, filariose linfatica, oncocercose
(cegueira dos rios), esquistossomose, helmintiases transmitidas pelo solo (vermes
intestinais), dentre outras.

A doenca de Chagas, foco deste trabalho, foi descrita pela primeira vez pelo
Dr. Carlos Chagas em 1909. Estima-se que a doenca afeta 8 a 10 milhdes de
individuos na América Latina, regido endémica da doenca. Além disso, afeta
paises europeus como Australia, Japdo e Estados Unidos devido ao aumento da
imigracdo oriunda de paises endémicos. Estima-se que surgem 55.000 novos
casos a cada ano, com alta taxa de mortalidade anual estimada em 12.000
pessoas (DNDi, 2014).

A doenca € transmitida pelas fezes contaminadas com o parasita
Trypanosoma cruzi, do inseto triatomineo conhecido como “barbeiro”, que ao picar
o humano suga o sangue e defeca; o prurido no local faz com que o0 homem coce
e espalhe as fezes contaminadas para a ferida da picada por onde entra o
parasita, (CDC, 2013). Outras formas de contaminagdo ocorrem, entre elas
destacam-se a ingestdo de alimentos contaminados com o protozoario,
transfusdes de sangue contaminado, no momento do parto - da mée para o filho -,

e através de transplante de 6rgdos (WHO, 2014).



A biologia da doenca de Chagas divide-se em duas fases: a aguda, que dura
aproximadamente 2 meses (WHO, 2014), e a crbnica, que comeg¢a quando 0s
parasitas se proliferam no musculo digestivo e cardiaco (JACKSON, et al. 2009).

A DC é uma enfermidade considerada como super negligenciada, atingindo,
principalmente, populacbes carentes de paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento e é assim considerada por receber pouco investimento em
pesquisa da industria farmacéutica, visto que ndo ha retorno financeiro que
justifique o investimento (LIESE, ROSENBERG, SCHRATZ, 2010).

Existem, atualmente, apenas dois farmacos para o tratamento da doenca de
Chagas. Eles, porém, atuam apenas na fase aguda da doenca e podem propiciar
100% de cura, mas apresentam graves efeitos adversos, que aumentam o
abandono do tratamento (WHO, 2014). Eles sado o nifurtimox, 4-(5-
nitrofurfurilideno)-amino-1,1-dioxido-3-metiltiomorfolina, que tem o uso proibido no
Brasil devido seu alto grau de toxicidade (SOARES SOBRINHO et al., 2007); e o
benznidazol, N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida, que é o farmaco utilizado no
Brasil para o tratamento da doenca.

Visto que ndo ha vacinas para a doenca, a melhor maneira de combaté-la é
através de métodos de prevencéo, que inclui o controle do vetor por meio de telas,
inseticidas e melhoria na qualidade das moradias, o que evita a criacdo de focos
de reproducdo do barbeiro, além do controle de transfusdo sanguinea,

transplantes, e adocao de habitos de higiene alimentar (WHO, 2014).

2. OBJETIVO(S)
O objetivo deste trabalho de concluséo de curso € informar sobre as doencas
negligenciadas e destacar sua importancia, com maior enfoque na doenca de

Chagas e discutir novas perspectivas de tratamento.

3. MATERIAIS E METODOS
Este estudo é do tipo bibliografico e retrospectivo. Foram utilizados os
descritores: doencas negligenciadas, doenca de chagas, megazol, benznidazol,

pozaconazol e politicas publicas em saude.



Apés a coleta dos artigos relacionados ao temas, 0 passo seguinte foi uma
leitura exploratoria das publicac6es apresentadas nas referéncias, e apos leitura
interpretativa e seletiva, os artigos que tinham apontamento para o problema da
pesquisa foram selecionados ressalvando as ideias principais, e os dados mais

importantes para a composi¢do do estudo.

3.1. Estratégias de pesquisa

A escolha do tema ocorreu apés minha iniciacdo cientifica na area de
pesquisa e desenvolvimento de farmacos anti-chagésicos e de pesquisas mais
aprofundadas sobre o tema. O foco passou a ser em moléculas disponiveis ou em
desenvolvimento para o tratamento da doenca de Chagas durante os ultimos 30
anos. Além disso, a discrepancia de investimento para pesquisa e
desenvolvimento de farmacos para doencas negligenciadas também se tornou
foco da pesquisa.

A pesquisa de revisdo da literatura cientifica baseou-se nos bancos de
dados virtuais: Scientific Electronic Library Online (Scielo,), NCBI-PubMed
(National Center for Biotechnology Information) e MEDLINE (National Library of
Medicine). Os artigos foram selecionados através de sua relevancia com o tema
abordado e os tratamentos mais relevantes foram selecionados e abordados neste

trabalho.

3.2. Critérios de incluséo

Este trabalho incluiu artigos referentes a doenca de Chagas, em que foram
incluidos nas busca palavras-chave como Chagas, megazol, posaconazol,
Trypanosoma cruzi, politicas publicas de saude, desigualdade, entre outras que
estavam presentes no resumo, titulo ou corpo dos artigos. Além disso, foram

escolhidos artigos publicados nos ultimos 30 anos.

3.3. Critérios de exclusao
Este trabalho néo incluiu artigos fora do periodo de tempo definido ou que
nao enfocavam possiveis perspectivas de tratamento da doenca de Chagas.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Doencas negligenciadas sao aquelas que afetam populagdes que sofrem com
a desigualdade social e pobreza, sendo as pessoas mais afetadas aquelas que
vivem em areas rurais remotas, favelas urbanas ou zonas de conflito. =~ Na falta
de uma voz politica forte, as pessoas afetadas por essas doencas tropicais tém
um perfil baixo nas prioridades de salde publica. A falta de estatisticas confiaveis
e nomes impronunciaveis de doencas prejudicaram todos os esforcos para tira-los
das sombras.

As doencas negligenciadas possuem grande potencial de morbidade,
destacam-se por sua prevaléncia, e ndo possuem alto grau de mortalidade.
(CAMARGO EP, 2008). Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), elas
se disseminam e perpetuam em meios em que ha precaria estrutura sanitéria,
condicdes ruins de moradia e alimentacdo, agua imprépria para consumo, além da
dificuldade em se acessar o sistema de salude pelas pessoas, afetando mais de
um bilhdo de individuos pelo mundo, tornando-se endémicas em 149 paises.
(VASCONCELOS et al., 2016).

Estas patologias, intitulados doencas negligenciadas, matam ou deixam
sequelas em milhdes de pessoas. Elas apontam uma necessidade médica
importante — principalmente porque possuem possibilidade de cura - que ainda
nao foi abstraida de forma incisiva. A falta de interesse do mercado farmacologico,
médico e outros impacta de forma profunda o numero de Obitos dessas
enfermidades. Por serem doencas observadas mais em paises em
desenvolvimento, e por ndo serem tdo rentaveis, enfrentam certo descaso.
(VASCONCELOS et al., 2016).

Embora ndo sejam exclusivas de paises em desenvolvimento como ja dito, a
nao rentabilidade nédo representa um atrativo financeiro por parte da grande
industria farmacéutica. Os dados referentes ao desenvolvimento e pesquisa de
farmacos para essas doengas sdo preocupantes. Estudos demonstram que entre
1975 e 1999, somente 13 novos farmacos foram aprovados para uso no combate

das DNs. Estes numeros representaram 0,9% de todos os medicamentos



aprovados no mesmo periodo, e estdo muito abaixo da necessidade para o0s
casos notificados das doencas no Brasil. (SANTOS et al, 2012).

Podem-se citar no minimo trés caracteristicas para estas doencas: das novas
terapéuticas desenvolvidas entre 2000 e 2011, entre vacinas e medicamentos,
apenas 4% correspondem as DNs; do orgcamento oficial internacional entre 2003 e
2007, 0,6% foram destinados as DNs; e as DNs sdo as mais prevalentes para os
2,7 bilhdes de pessoas que vivem com menos de $2 ao dia (LIESE, 2010).

No campo das pesquisas clinicas para novos medicamentos, € possivel
constatar um quadro global de “imperialismo cientifico”, onde os Estados Unidos
ainda lideram a realizacdo de ensaios clinicos, sendo responsaveis por metade
dos estudos realizados globalmente. Porém, uma tendéncia de reversao desse
quadro tem sido observada nos ultimos anos, com migracao de estudos inclusive
para paises em desenvolvimento (SANTANA, RS, LEITE, SN, 2016).

Entretanto, a pesquisa e a producdo de farmacos parecem estar orientadas
para atender a um mercado consumidor com aparente sustentabilidade de
financiamento, o que determina desigualdades de acesso aos medicamentos. Em
paises ricos, a média de gastos com medicamentos por pessoa é 100 vezes maior
do que em paises empobrecidos. A OMS estima que mais de 90% da producédo
farmacéutica em todo o mundo sejam consumidos por apenas 15% da populacdo
(SANTANA, RS, LEITE, SN, 2016).

O investimento do Brasil em pesquisas voltadas para prevencéo e controle de
DNs sofreu uma reducéo de 42% em apenas um ano. O pais reservou, em 2017,
R$ 21 milhbes para a area, porém, com a drastica retragdo comparada com 2016,
0 pais sai do grupo dos 12 maiores financiadores globais no setor e, pela primeira
vez na histéria, é superado pela Africa do Sul. A queda nos investimentos é
atribuida, sobretudo, a Emenda Constitucional que definiu um teto para gastos
publicos (FORMENTI, L. 2019).
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DOENCAS NEGLIGENCIADAS DE MAIOR INCIDENCIA NO BRASIL

Malaria
Doenga de Chagas
Dengue
Leishmaniose
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I Tuberculose

Figura 1. Doencgas negligenciadas de maior incidéncia no Brasil

Enquanto os investimentos se reduzem, os indicadores das doencas
continuam a assustar. O pais respondeu ainda por 70% das mortes no mundo por
doenca de Chagas. A queda de investimentos registrada pelo Brasil vai a
contramdo da tendéncia internacional. O setor publico responde por quase dois
tercos do investimento total na area. Em seguida, vém instituicdes filantrdpicas,
com 19% e a industria, com 16% do investimento global (FORMENTI, L. 2019).

Apesar do aumento, ha ainda um longo caminho a se percorrer. O Painel de
Especialistas da OMS para a Estratégia Global e Plano de Acdo sobre Saude
Pdblica, Inovacdo e Propriedade Intelectual recomenda que paises membros
comprometam ao menos de 0,01% de seus PIBs para pesquisas de DNs. O Brasil,
por exemplo, destina apenas 0.0004% (FORMENTI, L. 2019).

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana, € uma doenca potencialmente fatal causada pelo parasita protozoario
Trypanosoma cruzi. E clinicamente curavel se o tratamento for iniciado em um
estagio inicial, portanto, o acesso universal ao pronto diagndstico e cuidado é

essencial.
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Estima-se que 8 milhBes de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi em
todo o mundo, principalmente na América Latina, onde a DC continua sendo um
dos maiores problemas de saude publica, causando incapacidade em individuos
infectados e mais de 10 mil mortes por ano. O controle de vetores continua sendo
0 método mais util para evitar infec¢des. A triagem de sangue é vital para evitar a
infeccdo através de transfusdo e transplante de érgaos; e triagem e diagnostico
em mulheres gravidas e seus filhos sdo medidas de controle essenciais (DNDI,
2014).

A infeccdo causada pelo T. cruzi existiu entre os animais silvestres, mas
depois se espalhou para animais domeésticos e seres humanos, com relativa
intensificacdo observada no inicio do século XX. Por muitas décadas, a DC foi
uma doenca estritamente rural. No entanto, as mudancas socioecondémicas, 0
éxodo rural, o desmatamento e a urbanizagdo transformaram o pefrfil

epidemioldgico da doenca, tornando-a um fendmeno mais urbano (DNDi, 2014).

b bt ol v & g e Inmed e et e, 306 £

Figura 2. Distribuic&o global da doenca de Chagas, 2006 - 2010

Nas ultimas décadas, a infeccdo tem sido cada vez mais detectada em
paises onde a DC nao é endémica. A presenca da doenca fora da América Latina
deve-se a mobilidade populacional, principalmente & migracdo, mas ha casos de

infeccd@o entre viajantes que retornam da América Latina e até mesmo em criangas
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adotadas. A transmissdo subsequente decorre principalmente de transfusao de
sangue, meios congeénitos e vias de transplante (WHO, 2014).

A DC tem duas fases sucessivas: uma fase aguda e uma fase cronica. A
fase aguda inicial dura cerca de dois meses apoés a infec¢cdo. Durante esta fase,
um grande numero de parasitas circula no sangue. Ela pode ocorrer em qualquer
idade, mas é frequentemente mais grave em criancas com idade menor do que 2
anos. A fase aguda € seguida pela fase crbnica, durante a qual os parasitas estéo
escondidos principalmente no coracdo e no musculo digestivo. Durante a fase
crdnica, os pacientes também podem estar livres dos sintomas, mas alguns
podem progredir para formas clinicas da doenca, que podem ser fatais se
deixados sem diagnostico e sem tratamento (WHO, 2014).

Dependendo do dano cardiaco, a taxa de mortalidade em um periodo de
10 anos pode variar de 9% a 85%. Os pacientes geralmente morrem, por ordem
de frequéncia, de morte subita causada por arritmias, insuficiéncia cardiaca e
acidente vascular cerebral, geralmente no inicio da vida adulta (WHO, 2014).

Investimentos em pesquisas com foco nessa doenca também tem sido
alvo de editais governamentais que disponibilizam em torno de R$ 75 milhdes ao
ano; entretanto, esses recursos nado se destinam exclusivamente a pesquisa de
novos farmacos, nem sao suficientes para o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes. A meta de pesquisadores em todo o mundo - incluindo o Brasil - é
desenvolver medicamentos que sejam de facil aplicacdo e, de preferéncia, que
dispensem refrigeracdo. Produtos com essas caracteristicas ajudam a ampliar o
acesso de terapias a areas mais remotas (SANTANA, RS, LEITE, SN, 2016).

Existem alguns projetos promissores na fase inicial de descobertas e
estagios clinicos; no entanto, apenas um em cada dez compostos progredira da
descoberta para o teste pré-clinico; e nos estagios finais, apenas um em cada
cinco medicamentos que entram em ensaios clinicos torna-se disponivel para os
pacientes (NWAKA, et al. 2003).
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Figura 3. Projetos de P & D de drogas em andamento sobre a doenga de Chagas.

O tratamento da doenca de Chagas é focado no uso de dois pro-farmacos
nitroheterociclicos: o nifurtimox (NFX), um 5-nitrofurano e o benznidazol (BZ), um
2-nitroimidazol. Nenhum desses agentes € ideal devido a efeitos colaterais
secundarios indesejaveis. Resultados variaveis tém sido observados com esses
agentes dependendo da fase da doenca (eles sdo apenas eficazes nas fases
aguda e cronica recente da infeccéo), a dose e duragéo do tratamento, a idade do
paciente e a regidao endémica (CASTRO, et al. 2006, SOEIRO & DE CASTRO,
2011).

A figura abaixo mostra o0 mecanismo de acgéo do nifurtimox, benznidazol e

outros farmacos tripanocidais.
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Figura 4. Representagcdo esquematica do modo de acdo dos principais farmacos com atividade

tripanocida.

Na figura 4, as caixas verdes representam farmacos usados atualmente
para tratamento, as caixas amarelas representam farmacos em ensaios clinicos e
as caixas vermelhas representam farmacos experimentais. (A) Os bisfosfonatos
inibem a farnesil pirofosfato sintase, que reduz os niveis de esterbis e outros
compostos poli-isoprendides essenciais, afetando a viabilidade celular. (B)
Nifurtimox (NFX) e benzonidazol (BZ) sao reduzidos pela nitroredutase do
parasita, resultando na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que
danificam diretamente as células do parasita. A tripanotiona redutase ajuda a
aliviar o estresse oxidativo, e os inibidores dessa enzima, como a tioridazina e a
sulfoximina butionina (SB), aumentam a quantidade de ERO no espaco
intracelular. (C) A via biossintética do ergosterol é essencial para a sobrevivéncia
do parasita. O bloqueio desta via leva a perda de viabilidade celular através do
esgotamento de esterdis essenciais e da acumulacdo de intermediarios toxicos.

Os inibidores de ergosterol e analogos de fenarimol visam lanosterol C14
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demetilase e amiodarona e dronedarona inibem parcialmente a oxidosqualeno
ciclase. Os inibidores fosfolipidicos bloqueiam a sintese de esterdis, inibem a
sintese de fosfolipidios através da via de Greenberg e inibem enzimas de
transducdo de sinais como fosfatidilinositol fosfolipase C. (D) Amiodarona e
dronedarona liberam Ca2 + de mitocondrias, 0 que aumenta os niveis de Ca2 + no
espaco citoplasmatico e compromete a sobrevivéncia celular. (E) A cruzipaina
(CZ) localiza-se tipicamente no aparelho de Golgi, na bolsa flagelar e nos
glicossomas e é uma protease de cisteina essencial envolvida na diferenciacéo do
parasita, invasao celular, multiplicacdo e evasao imune. Inibidores da CZ alteram o
aparelho de Golgi devido ao acumulo de precursores da CZ ndo processada
(SALES JUNIOR, PA, et al, 2017).

Em 1968, Berkelhammer e Asato sintetizaram um composto do tipo 5-
nitroimidazol, que contém um grupo substituinte 1,3,4-tiadiazol. A este composto
deram o nome de megazol (MGZ).
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Figura 5. Estutura do megazol

Este composto demonstrou um largo espectro de acdo biologica e
excelente atividade contra o Trypanosoma cruzi. Esses resultados iniciais
estimularam pesquisas destinadas a revelar o mecanismo pelo qual o composto
MGZ media suas atividades antiparasitas. Varios estudos indicaram claramente
gue esse composto entra no parasita por difusdo passiva (BARRETT, et al. 2003)
e, uma vez dentro da célula, sofre ativagdo por enzimas nitro-redutase (NTR).
Essas enzimas catalisam uma ou duas reaclOes elétricas do grupo nitro
conservado encontrado no anel imidazol (VIODE, et al. 1999, WILKINSON &
KELLY, 2009). Os mecanismos posteriores que respondem pelo modo de agéo do

MGZ néo sao claros. Baseado em estudos usando T. cruzi, foi proposto que este
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composto pode interferir no metabolismo de oxigénio (VIODE, et al. 1999),
possivelmente afetando os niveis de tiol intracelular, especialmente tripanotiona
(MAYA, et al. 2003) e/ou via inibicdo da atividade da redutase do fumarato de
NADH (TURRENS, et al. 1996).

De Castro & Meirelles sugerem que, no caso do T. cruzi o efeito
antiparasitario esta relacionado, em um primeiro momento, a uma interferéncia
com a sintese proteica das formas amastigotas. Os autores sugerem, entretanto,
gue este ndo seria 0 Unico mecanismo responsavel pelo efeito encontrado. Viodé
e colaboradores demonstraram que redutases presentes na fracdo microssomal
do T. cruzi catalisam a reducdo do MGZ, dando origem ao radical nitro-anion. Os
autores sugerem que o MGZ interfere com o metabolismo do oxigénio parasitario
induzindo um estado de estresse oxidativo. Maya e colaboradores sugeriram que
a atividade tripanossomicida do MGZ envolveria o metabolismo do oxigénio, ou
seja, o MGZ sofreria dismutacdo originando uma espécie eletrofilica (forma
nitrosa) que seria tiol “scavenger” eficiente, principalmente para a tiol tripanotiona,
cofator para a detoxificacdo da tripanotiona redutase, enzima essencial para a
sobrevivéncia do T. cruzi.

Outras investigacdes sobre o uso deste composto como um agente
trypanocidal foram descontinuadas. Assim, o0 MGZ é um composto alvo promissor
gue pode ser utilizado para procurar novos analogos que nédo tenham estes efeitos
secundarios. Atualmente, muitos esfor¢cos tém sido feitos na busca de novos
compostos sintéticos de chumbo, como triazGis, quinolinos e outros
(PAPADOPOULOU, et al. 2011, 2013, DA SILVA, et al. 2012) e derivativos
sintéticos de nitroimidazol (MITAL, 2009, PAULA, et al., 2009).

Outra molécula nitrohererociclica, a nifuroxazida (NF), foi usada como
protétipo para um conjunto de vinte e um compostos planejados e sintetizados a
fim de melhorar a atividade anti-T. cruzi (PALACE-BERL, F., 2015). O conjunto de
hidrazidas substituidas com NO - [(5-nitrofuran-2-il) metileno] foi ensaiado contra
trés cepas de T. cruzi, que representam as unidades de tipagem discretas mais
prevalentes em pacientes humanos: Y, Silvio X10 cl1 e Bug 2149 cl10. Todos o0s

derivados, com excecdo de um, mostraram atividade tripanocida aumentada
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contra as trés cepas em comparacdo com BZ. Na cepa Y, 62% dos compostos
foram mais ativos que o NFX. O composto mais ativo foi o N - ((5-nitrofuran-2-il)
metileno) bifenil-4-carbo-hidrazida (C20), que apresentou valores de IC50 de 1,17
+0,12 uM; 3,17 £ 0,32 uM; e 1,81 + 0,18 uM para as cepas Y, Silvio X10 cll e Bug

2149 cl10, respectivamente.
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Figura 6. Estrutura do N-((5-nitrofuran-2-il)metileno) bifenil-4-carbo-hidrazida (C20)

Ensaios de citotoxicidade com fibroblastos humanos demonstraram altos
indices de seletividade para varios compostos. A analise exploratoria dos dados
indicou que propriedades principalmente topolégicas, estéricas/geométricas e
eletrdnicas contribuiram para a discriminacdo do conjunto de compostos
investigados, o que pode auxiliar na orientacdo do planejamento e,
subsequentemente, a sintese de outras drogas promissoras contra a doenca de
Chagas.

Desde a introducdo de BZ e NFX, apenas o alopurinol e os azéis itraconazol,
fluconazol, cetoconazol, posaconazol (POSA) e ravuconazol (RAVU) foram

estudados em ensaios clinicos, estudos observacionais ou casos clinicos.

AN
@H ] D’}S\—<N_N\\—ijz
TH DRT
O
Fgura 7. Estrutura do benznidazol Figura 8. Estrutura do nifurtimox
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Ao projetar novos farmacos, alvos especificos do T. cruzi devem ser
identificados usando abordagens celulares e moleculares para alcangar tanto alta
eficacia quanto baixa toxicidade. Atualmente, as principais abordagens
experimentais/pré-clinicas para T. cruzi sdo baseados nos inibidores do ergosterol,
metabolismo de tripanotiona, protease de cisteina, metabolismo de pirofosfato,
proteina e sintese de purinas, analogos de lisofosfolipideos (APLs) e drogas
naturais (SALES JUNIOR, PA, et al, 2017). Infelizmente, apenas alguns poucos
ensaios clinicos para o tratamento da DC estdo em andamento ou foram

realizados recentemente (Tabela 1).

Tabela 1. Situacéo atual dos medicamentos usados no tratamento da doenca de Chagas

Farmaco Desenvolvimento Ensaio Ensaio Estudo Estudo Estudo Estudo fase
do Farmaco invivo invitro fasel fase ll fase lll IV/Aprovad
Bz
NFX
POSA
RAVU
ITRA
KETO
VORI
ALBA
DO8701
TAK-187
K-777
FENARI
FEXINI
MILTEFO
EDELFO
ILMOFO
NANO Bz
SELENIUM
ALOPU
AMIO

AN NI N N NI N YN

X - - -
Planejado - - -

AN NN NN NN VR NE VR NENENEN

AN NI N U N N NN N Y N U N U N N N N RN
AN NI N N N N N VA VN N U N U N N N N TN

AN NN

v

v X - -

v Em - -

progresso

Em - Em -
progresso progresso
ALBA = albaconazol; ALOPU = allopurinol; AMIO = amiodarone; BZ = benznidazol; EDELFO
edelfosina; FENARI = fenarimol; FEXINI = fexinidazol; ILMOFO = ilmofosina; ITRA = itraconazo
KETO = cetoconazol; MILTEFO = miltefosina; NANO BZ = benznidazol nanoformulado; NFX
nifurtimox; POSA = posaconazol; RAVU = ravuconazol; SCYX-7158 = oxaborole; VORI
voriconazol; X = interrompido.

<
AN
<

SCYX-7158
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Inibidores da biosintese de ergosterol, como o POSA, sdo potentes e
seletivos inibidores de fungos e protozoéarios CYP51, um membro da familia do

NN

citocromo P-450.
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Figura 9. Estrutura do posaconazol

Esta comercialmente disponivel para a profilaxia de infeccbes fungicas
invasivas e tratamento da candidiase resistente (URBINA, J, 2009). A POSA
também possui atividade tripanocida potente in vitro e in vivo (URBINA, JA, et al.,
1998; MOLINA J, et al, 2000) contra cepas de T. cruzi naturalmente resistentes a
nitrofuranos, nitroimidazéis e antifingicos azodlicos convencionais. Mais
importante, POSA foi mais ativo que o BZ contra cepas de T. cruzi resistentes a
drogas em modelos murinos de CD aguda e crénica. No entanto, estudos recentes
demonstraram uma vantagem do BZ sobre a POSA. Em um estudo in vitro
comparando a atividade dos nitroheterociclicos com a atividade de POSA e RAVU
contra amastigotas intracelulares de T. cruzi, os nitroheterociclicos mostraram
eficAcia ampla, mas menos potente contra todas as unidades de tipagem discretas
atuais de T. cruzi testadas, enquanto POSA e RAVU mostraram atividade variavel
e foram incapazes de erradicar a infec¢do intracelular mesmo apds 7 dias de
exposicdo continua aos compostos (MORAES, CB, et al., 2014).

Em um estudo in vivo, o POSA falhou como tratamento Unico e em
combinacdo com o BZ para eliminar uma infeccdo com um gene resistente ao BZ
e foi menos eficaz na cura de infeccbes com estirpes sensiveis a BZ. O sucesso
demonstrado com POSA em um paciente com DC crbnica e lUpus eritematoso
sistémico (PINAZO, M, 2010) encorajou o inicio de dois ensaios clinicos de fase Il
em pacientes com DC. Um desses ensaios clinicos (CHAGASAZOL) foi concluido

em agosto de 2012 (MOLINA, |, et al., 2014). Esse ensaio clinico multicéntrico,
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randomizado e aberto comparou o BZ (5mg/kg/dia por 60 dias) e dois esquemas
de POSA (100mg/12h e 400mg/12h por 60 dias) em 78 pacientes com DC cronica.
Durante o seguimento, uma propor¢cdo maior de pacientes apresentou falha no
tratamento com POSA do que com o BZ, medida pela positividade com PCR em
tempo real do T. cruzi no sangue periférico. Outro estudo, STOP CHAGAS, foi
concluido em 2015. A resposta bem-sucedida, que foi definida como um valor de
PCR qualitativa negativo no dia 180 de acompanhamento, foi a seguinte: POSA
(13,3%), Placebo (10%), POSA + BZ (80%) e BZ + Placebo (86,7%), o que reforca
a ideia de que a monoterapia com BZ € superior a POSA como monoterapia ou
como terapia combinada (MORILLO, CA, et al, 2017).

O RAVU é um derivado triazolico com atividade antifiUngica potente e de

amplo espectro.

Figura 10. Estrutura do ravuconazol

Em modelos murinos de DC aguda, a RAVU apresentou alta atividade
parasitolégica de cura contra cepas de T. cruzi suscetiveis a nitrofurano e
nitroimidazol e parcialmente resistentes a drogas, mas nenhuma atividade curativa
em camundongos infectados com cepas totalmente resistentes a farmacos de
estirpe colombiana em um modelo de CD crénica (URBINA, JA, et al., 2003). Uma
vantagem é a necessidade de uso menos frequente do RAVU do que o0 BZ e o
NFX. As principais vantagens do RAVU incluem sua estrutura quimica mais
simples e preco baixo comparado com o POSA (BUCKNER, FS, URBINA, JA,
2012).

Em 2009, a DNDi colaborou com a Eisai Co. Ltd.,, uma empresa

farmacéutica japonesa que descobriu o E1224, para desenvolver um novo
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composto quimico contra CD. E1224 é um pro-farmaco que se converte em
RAVU, levando a uma melhor absor¢cdo e biodisponibilidade do farmaco. Um
estudo randomizado, multicéntrico, controlado por placebo, de fase Il avaliou a
seguranca e eficacia de trés regimes de dosagem oral de E1224 (dose alta por 4
ou 8 semanas; dose por 8 semanas) e BZ (5 mg/kg/dia) em 231 pacientes adultos
com DC cronica indeterminada. O E1224 mostrou boa seguranga e foi eficaz na
limpeza do T. cruzi, mas um ano apdés o tratamento, apenas 8-31% dos pacientes
tratados com E1224 mantiveram a depuracdo do parasita em comparacdo com
81% dos pacientes tratados com BZ, demonstrando que E1224 tem baixas taxas
de erradicacao de parasitas (DNDi, 2013).

O itraconazol € um derivado de imidazol sintético e demonstrou boa
eficacia contra o T. cruzi tanto in vitro quanto in vivo (MCCABE, E, REMINGTON,
J, ARAUJO, F, 1986).

Figura 11. Estrutura do itraconazol

Em um estudo cego sobre o uso de itraconazol (6 mg/kg/dia por 120 dias)
em 46 pacientes com DC crénica de uma endemica area do Chile, houve a
monitoria de anomalias no ECG e exames xenodiagnodsticos para a infecgéo por T.
cruzi, que foi conduzida antes do tratamento e anualmente durante 20 anos (APT,
W., et al., 2013). O grupo de controle consistiu em 67 pacientes com CD
indeterminada crbnica que foram seguidos por 4 anos, e por razdes éticas, este
grupo foi tratado apds o periodo experimental. Apds os 20 anos, apenas 10,86%
dos pacientes desenvolveram anormalidades no ECG e 32,6% tiveram resultados
negativos nos exames de xenodiagnostico, indicando que o itraconazol previne

anormalidades no ECG. A principal limitacdo deste estudo é que o0s
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xenodiagnoésticos e a PCR ndo séo indicadores confiaveis de cura, pois mostram
baixa sensibilidade para a deteccao do T. cruzi em pacientes com DC crénica.
O fexinidazol € um 5-nitroimidazol com potente atividade tripanocida que

foi redescoberto através da extensa mineracdo de compostos pela DNDi.

o NN\ e
/1@,
| 0

Figura 12. Estrutura do fexinidazol

Pode induzir altos niveis de cura parasitologica em camundongos
infectados com BZ suscetivel, estirpes parcialmente resistentes e resistentes ao T.
cruzi, que € um melhoramento importante em comparacdo com o0 tratamento
padrdao atual com BZ (BAHIA, MT, et al., 2012). Um estudo recente demonstrou
que sulfoxidos e metabdlitos de sulfona fexinidazol foram mais eficazes do que
qualquer fexinidazol em si ou BZ no tratamento de camundongos infectados com a
cepa parcialmente resistente do T. cruzi (BAHIA, MT, et al., 2014).

Varios outros estudos identificaram as enzimas envolvidas no metabolismo
da tripanotiona como potenciais alvos quimioterapicos (FAIRLAMB, AH, CERAMI,
A, 1992; SCHMIDT, A, KRAUTH-SIEGEL, RL, 2002). A tripanotionina redutase
(TR) desempenha um papel essencial na vida do T. cruzi, pois mantém o
ambiente redutor intracelular. Essa via bioquimica é exclusiva dos protozoarios
cinetoplastideos. As diferengas estruturais entre TR e sua contraparte humana, a
glutationa redutase, também fazem da TR um alvo promissor; enquanto a
glutationa redutase possui um sitio ativo estreito e carregado positivamente para
acomodar os carboxilatos de glicina de seu substrato glutationa, TR tem um sitio
ativo mais largo, ndo carregado e mais hidrofébico. Os inibidores da via TR
recentemente receberam a atencdo de muitos grupos de pesquisa, e uma
variedade de compostos foram identificados como inibidores da TR (GUTIERREZ-
CORREA, J, et al., 2001; LI, Z, 2001; SALMON-CHEMIN, L, BUISINE, E, 2001,
RIVAROLA, HW, PAGLINI-OLIVA, PA, 2001).
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Tioridazina, um inibidor da TR in vitro, aumentou a sobrevida e reduziu a
parasitemia e a lesdo cardiaca em modelos murinos de infeccdo aguda
(RIVAROLA, HW, et al., 1999; LO PRESTI, MS, et a., 2004), embora a cura

parasitologica ndo tenha sido observada.

Figura 13. Estrutura da tioridazina

Os inibidores do metabolismo da tripanotiona, como a SB, sdo candidatos
potenciais, sozinhos ou combinados com drogas que produzem radicais livres,
como NFX e BZ (MAYA, J, et al., 2010).
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Figura 14. Estrutura da sulfoximina butionina

A cruzaina, também conhecida como cruzipaina, é a principal cisteina
protease do T. cruzi e € expressa em todas as formas de desenvolvimento de
diferentes isolados do protozoario (CAZZULO, JJ, 2002; URBINA, JA, DO
CAMPO, R, 2003). Inibidores de protease bloquearam proliferacdo de amastigotas
e epimastigotas e metaciclogénese in vitro, reduzindo significativamente
parasitemia e aumento da sobrevida dos animais em modelo murino em ambas as
fases da DC (ENGEL, JC, et al., 1998). Na fase aguda da DC, o tratamento de
camundongos com inibidores irreversiveis da cruzaina reduziu o nimero de lesdes

cardiacas e amastigotas intracelulares e os niveis de infiltrados inflamatérios.
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Embora seja um bom alvo, sua curta meia-vida precisa de grandes doses e
administracdo continua para alcancar seu efeito. O K-777, que foi originalmente
caracterizado pelo Centro Sandler de Pesquisa em Doencas Parasitarias Tropicais
na Universidade da Califérnia, em San Francisco, foi 0 mais promissor inibidor de

cisteina protease.
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Figura 15. Estrutura do K-777.

E uma vinil sulfona que efetivamente bloqueia a atividade da cruzaina e
resgatou camundongos da fase aguda de uma infeccao letal experimental do T.
cruzi e limpou a parasitemia em camundongos cronicamente infectados, sem
toxicidade para o hospedeiro mamifero (URBINA, JA, DO CAMPO, R, 2003).
Promove o acumulo de moléculas precursoras de cruzaina ndo processadas no
complexo de Golgi, levando a morte do parasita (ENGEL, JC, et al., 1998). Em um
modelo agudo de infeccdo em cées, o K-777 ndo promoveu cura parasitologica,
mas reduziu significativamente os danos cardiacos induzidos por parasitas
(BARR, SC, et al., 2005). Infelizmente, o desenvolvimento deste composto foi
interrompido devido aos achados de tolerabilidade em baixa dose em primatas e
céaes.

Os anéalogos de lisofosfolipidios (APLs) foram desenvolvidos ha
aproximadamente quatro décadas como potenciais imunomoduladores e
antimetabdlitos do metabolismo dos fosfolipidios (BRACHWITZ, H, VOLLGRAF, C,
1995). Os alquil-lisofosfolipideos sao derivados sintéticos de APLs que
compreendem uma nova classe de compostos promissores para quimioterapia de

doencas causadas por cinetoplastideos e tém efeitos in vitro e in vivo contra cepas
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de T. cruzi suscetiveis, parcialmente resistentes e naturalmente resistentes aos
nitrofuranos e nitroimidazoéis (CROFT, SL, SNOWDON, D, 1996; SARAIVA, VB, et
al., 2002; LUNA, KP, et al., 2009). Diversos estudos descreveram seu mecanismo
de acao contra o T. cruzi (SANTA-RITA, RM, et al., 2005; LIRA, R, et al., 2001).
Em modelos murinos, os alquil-lisofosfolipideos miltefosina e a edelfosina
apresentaram atividade supressora, mas nao curaram a infeccdo pela cepa
resistente do T. cruzi (CROFT, SL, SNOWDON, D, 1996).
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Figura 16. Estrutura da edelfosina e miltefosina, respectivamente.

Quatro meses apo6s o tratamento, ndo foram detectados parasitas nas
seccbes de sangue ou baco mantidas em cultura; no entanto, métodos mais
sensatos para avaliar a cura nao foram utilizados (SARAIVA, VB, et al., 2002). O
desenvolvimento de APLs como agentes anticancerigenos permite o
conhecimento de sua farmacologia, toxicologia e tolerancia em seres humanos e
reduz o custo de desenvolvimento de medicamentos para doencas tropicais
(CROFT, SL, SNOWDON, D, 1996).

O TAK-187 é um triazol com potente atividade contra o T. cruzi in vitro e in
vivo devido a sua atividade inibidora da biossintese de ergosterol. Em um modelo
murino de DC aguda usando cepas de T. cruzi com diferentes suscetibilidades aos
farmacos atualmente disponiveis, o tratamento com TAK-187 resultou em
protecdo completa contra a morte e altos niveis (60-100%) de cura parasitologica

contra todas as cepas.
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Figura 17. Estrutura do TAK-128.

Nos modelos de doencas cronicas, o TAK-187 resultou em 80-100% de
sobrevivéncia, com cura parasitolégica em 80-100% dos sobreviventes (URBINA,
JA, et al.,, 2003). E importante ressaltar que nenhum efeito colateral téxico foi
observado em nenhum dos protocolos experimentais. Outro estudo demonstrou
gue o TAK-187 € mais eficaz que o BZ na prevencao de danos cardiacos na DC
experimental.

A encapsulagdo de BZ em lipossomas, nanoparticulas e outras
microparticulas também é uma maneira promissora de aumentar a atividade e/ou
seletividade de farmacos. O objetivo é microencapsula-los em polimeros
biodegradaveis que liberam continuamente seu conteddo ao longo do tempo. Os
poucos estudos que avaliaram o BZ encapsulado em sistemas de liberacao,
especialmente em vesiculas de lipossomos (MORILLA, MJ, et al., 2002;
MORILLA, MJ, et al.,, 2003; MORILLA, MJ, et al., 2004; MORILLA, MJ, et al.,
2005), tentaram melhorar a farmacocinética do BZ para diminuir a dose
terapéutica e diminuir os efeitos colaterais. Espera-se que as novas formulacgdes,
como lipossomas, nanoparticulas e outras microparticulas, melhorem a
farmacocinética e farmacodinamica das terapias DCs reais, diminuindo a dose
total de droga usada, minimizando o perfil de toxicidade, reduzindo o
aparecimento de resisténcia e aumentando a concentragdo tecidual. A principal
limitacdo do uso de tais tecnologias € que a carga de encapsulamento pode nao

ser suficiente para fornecer uma dosagem totalmente eficiente.
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5. CONCLUSAO

A conscientizacdo da importancia do papel da inovacdo tecnoldgica no
contexto da capacidade em responder as demandas da saude das populacdes
vem crescendo com o passar dos anos. Em contrapartida, apesar das iniciativas
governamentais de fortalecimento da area de pesquisa e desenvolvimento, o
namero de inovagdes tecnoldgicas obtidas pelos pesquisadores, ainda € muito
baixo, quando comparado com paises desenvolvidos.

O Brasil precisa de ciéncia e tecnologia para o desenvolvimento nacional,
devemos, portanto, pensar em um pais de forma totalitaria, apostando em
planejamento publico, para um trabalho que erradique as doencas negligenciadas.
Para obtermos uma mudanca no cenario da saude do pais, programas de
governo, no campo da saude publica devem ser cada vez mais apoiados e
financiados para que seja oferecido a sociedade conhecimentos de prevencao as
doencas, alcancando assim taxas menores de morbidade e mortalidade, bem
como a extincdo de grupos de doencas. Lideranca politica € fator prioritario para
gue se definam as prioridades de saude global, o estimulo ao campo de pesquisa
e desenvolvimento é essencial para criar meios de financiamento, e acautelar um
acesso equanime aos medicamentos essenciais.

O desenvolvimento de novos medicamentos requer a interacdo das
disciplinas de biologia molecular e celular, quimica, bioquimica, farmacologia e
toxicologia. O advento da genbmica, sequenciamento rapido de DNA e
bioinformética fortaleceram a interacdo entre grupos de diferentes expertises de
modo a se buscar compostos com alta eficicia, incluindo aqueles que podem ser
administrados em pacientes imunossuprimidos, com auséncia ou baixa toxicidade
e custos reduzidos de produgéo.

Um medicamento ideal ainda ndo existe e possivelmente passara um longo
tempo até ser obtido. Infelizmente, apesar dos grandes avan¢os na tecnologia e
no conhecimento sobre T. cruzi e desenvolvimento da infeccéo, o quadro persiste
sombrio, e em um futuro proximo, observamos trés promissores caminhos: novos
esquemas dos antigos medicamentos que venham a reduzir as doses e 0 tempo

de tratamento; o uso de combinacbes de BZ ou NFX, como é a prioridade de
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estudo em desenvolvimento pelo DNDi, e o reposicionamento de medicamentos.
O conjunto destes estudos enfatiza a importancia do reposicionamento de
medicamentos e do tratamento combinado visando terapitas alternativas para esta

patologia negligenciada e silenciosa.
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