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RESUMO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tratamento com o derivado sulfona do 

fexinidazol (SfN) em combinação com o E1224 (pró-fármaco do ravuconazol- Rv) na 

infecção experimental por T. cruzi. Após a determinação dos valores de IC-50 de SfN e Rv 

sobre a infecção de células H9c2 pela cepa Y, foi determinada a natureza da interação entre 

esses fármacos in vitro. As células infectadas foram incubadas com os diferentes fármacos 

isoladamente ou combinados em proporções fixas. SfN e Rv não apresentaram interação in 

vitro na eliminação de formas amastigotas, resultando em efeito aditivo (média de ∑FIC= 

1,08±0,7). Adicionalmente, as combinações de fármacos não induziram citotoxicidade em 

células H9c2 na ausência de infecção. A partir desses dados foi investigado o efeito in vivo 

das combinações usando modelo murino de infecção aguda. Nessa etapa camundongos Swiss 

fêmeas foram inoculados com formas tripomastigotas sanguíneas da cepa Y de T. cruzi. Após 

a detecção da parasitemia os animais foram tratados com doses subótimas de E1224 (2,5 e 5 

mg por Kg de peso corporal-mg/Kg) e fex-sulfona (25 e 50mg/Kg), isoladamente ou em 

combinação por 20 dias. Foi também avaliado o efeito do tratamento na resposta imune 

humoral, por meio da detecção de anticorpos IgG anti-T-cruzi aos 180 dias após o tratamento. 

Os resultados mostraram que todos os tratamentos foram bem tolerados e eficientes em 

proteger os animais da mortalidade que acometeu 100% dos animais infectados e não 

tratados. A subdoses de SfN e E1224 quando combinadas foram mais eficientes em induzir 

cura do que quando usadas em monoterapia. Nos grupos tratados com E1224 nas doses de 2,5 

e 5 mg/Kg, foi observada cura em 2/7 (28,5%) e 3/7 (42,8%) dos animais, respectivamente. 

No caso dos tratamentos com SfN, foi observada reativação natural da parasitemia em todos 

os animais. De forma interessante, nos grupos de animais tratados com ambas as 

combinações, 85,7% de cura foi observada, percentual próximo do obtido com a utilização de 

doses ótimas de cada fármaco. Esses resultados demonstraram o benefício resultante da 

administração combinada de SfN e E1224 in vivo e indicaram que combinações aditivas in 

vitro devem ser submetidas a avaliações in vivo. 
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ABSTRACT 

The drugs used to treat Chagas´ disease, benznidazole and nifurtimox, have limitations related 

to variable efficacy, long treatment courses and toxicity. In the last years, a number of 

compounds have been evaluated in preclinical studies, however, few of them were able to 

induce parasitological cure. New safe and effective treatments are urgently needed. 

Nowadays, combination therapy is the most promising strategy to treat Chagas disease. In this 

way, the aim of this study was to evaluate the effect of drug combinations using fexinidazole-

sulfone and ravuconazole (or E1224, the ravuconazole prodrug) upon T. cruzi infection in 

vitro and in vivo. First, the nature of Rv and SfN interaction was assessed in a standard 72hr 

assay. H9c2 cells infect with Y T. cruzi strain were incubed with the drugs isolated and in 

combination using a modified fixed ratio. To classify the interactions, the fractional inhibitory 

concentration (FIC) and sum FICs ∑FIC were calculated to each combination. The drug 

combinations were considered synergistic for ∑FIC< 0.5, indifferent for ∑FIC between 0.5 

and 4, and antagonistic for ∑FIC >4. The SfN/Rv interaction in vitro can be classified as an 

additive effect,(mean ∑FIC= 1,08±0,7). Considering theses results the in vivo effect of the 

same combinations using a murine model of acute T. cruzi infection was verified. Female 

Swiss mice were infected with blood trypomastigotes of Y strain. Oral treatment of infected 

animals was administered at the detection of parasitemia, 4
th

day post-inoculation. Suboptimal 

doses of SfN (25 and 50 mg per kilogram of bodyweight-mg/Kg) and E1224 (5 and 

2.5mg/Kg) were administered in monotherapy or combinations for 20 days. The results 

demonstrated that all treatments were well tolerated and protected the mice of mortality. The 

combined treatments were more efficient in induce parasitological cure than the same doses in 

monotherapy. The treatments with sulfone at different doses were unable to induce 

parasitological cure, while in mice treated with E1224 at 2.5 and 5.0 mg/Kg a cure rate of 

28,5% and 42,8% was obtained, respectively. On the other hand, the combined treatments 

using different doses induced 85.7% of cure in T. cruzi infected mice. Interesting, the 

combined therapy using suboptimal doses of each compound induce cure indexes near to 

detected among animals that received each drug alone, but in the optimal doses. These results 

showed the beneficial effects of combination therapy using SfN and E1224 and indicated that 

in vitro effect can be predictive  of the in vivo interaction between different compounds. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas 

A doença de Chagas, ou tripanossomíase americana, descoberta e descrita por 

Carlos Chagas em 1909, representa ainda um grave problema de saúde pública. A 

doença é endêmica no México, Américas Central e do Sul, onde afeta cerca de 8 

milhões de indivíduos (Dias e Schofield, 1999; Prata, 2001, WHO, 2013). O agente 

etiológico é um protozoário hemoflagelado, denominado T. cruzi (Chagas, 1909), que 

possui um ciclo de vida complexo, envolvendo diferentes hospedeiros mamíferos e 

insetos pertencentes à ordem Hemiptera, conhecidos popularmente como barbeiros 

(Lambrecht, 1965; Zeledon & Rabinovich, 1981).  

 Os hemípteros transmissores de T. cruzi são insetos hematófagos, da subfamília 

Triatominae, porém somente alguns gêneros são importantes na infecção humana, sendo 

eles: Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus (Silveira et al., 1984). Ao realizar o repasto 

sanguíneo em mamíferos infectados, o triatomíneo ingere formas tripomastigotas 

sanguíneas, dando início ao ciclo do parasito no vetor. Tais formas, ao alcançarem o 

tubo digestivo do inseto se diferenciam em epimastigotas, as quais multiplicam-se por 

divisão binária no intestino médio e alcançando a porção posterior, iniciam o processo 

de metaciclogênese, originando as formas infectantes, os tripomastigotas metacíclicos 

(Garcia  et al., 1999; Teixeira  et al., 2009). As formas tripomastigotas metacíclicas são 

eliminadas nas fezes durante o repasto sanguíneo, penetrando pelo local da picada ou 

mucosas íntegras (Brener, 1973; Andrade & Andrews, 2005). Uma vez no hospedeiro 

mamífero, as formas tripomastigotas metacíclicas infectam células nucleadas e se 

diferenciam em amastigotas, que são as formas intracelulares replicativas. Após vários 

ciclos de multiplicação, essas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, que 

acarretam a lise da célula infectando células adjacentes ou tecidos distantes (Ley et al. 

1988; Tyler e Engman, 2001). Uma vez no sangue, passam a ser denominados 

tripomastigotas sanguíneos e podem infectar outras células hospedeiras ou serem 

ingeridos pelo vetor, reiniciando o ciclo biológico do parasito (Brener, 1973; De Souza, 

1984; Kirchhoff, 1989; Andrade & Andrews, 2005; Stuart et al. 2008). 

Apesar de a via vetorial ser a forma de transmissão epidemiologicamente mais 

relevante, o parasito pode infectar os hospedeiros vertebrados por meio de outras formas 
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que incluem a via oral,devido à ingestão de alimentos contaminados (Dias, 2006; 

Nóbrega et al., 2009), transfusões sanguíneas (Schmunis, 1999), transplantes de órgãos 

(Altclas  et  al.,  2005),  transmissão  congênita  (Torrico et  al., 2004) e acidentes  de 

laboratório. Programas de controle que visavam à interrupção da transmissão por via 

vetorial e por transfusão sanguínea obtiveram sucesso em países endêmicos, 

especialmente os países do Cone Sul. A estratégia de controle foi baseada na eliminação 

do Triatoma infestans, a principal espécie domiciliada, e também no controle na triagem 

de doadores de sangue (Dias, 2002; Moncayo, 2009). Por outro lado, nas regiões onde o 

controle vetorial foi alcançado, outras formas de transmissão têm se tornado mais 

relevantes epidemiologicamente. Em países endêmicos, a transmissão oral tem 

assumido essa posição; no Brasil, entre 1965 e 2009, ocorreram sete a oito surtos fora 

da Bacia Amazônica (Shikanai-Yasuda, 2012). Em contraste, de 2000 a 2009, mais de 

1000 casos agudos foram relatados em 138 surtos, sendo a maior parte na Amazônia 

Brasileira (Shikanai-Yasuda, 2012). Muitos destes surtos estão relacionados à ingestão 

de alimentos, como caldo de cana, açaí e água contaminada por triatomíneos ou suas 

fezes infectadas (Medeiros, 2008; Barbosa-Ferreira, 2010; Souza-Lima, 2013; Bastos, 

2010; Dias, 2008).  

Já em países não endêmicos, a doação de sangue e órgãos, além da infecção 

congênita são os principais modos de infecção (Schmunis, 2007, 2010). Em 2005, 

aproximadamente meio milhão de indivíduos da América Latina migraram para países 

da Europa, sendo que 2,9% destes estariam infectados por T. cruzi (Schmunis, 2010). 

Portanto, é necessário haver vigilância epidemiológica contínua e específica nos países 

afetados.  

A doença de Chagas pode ser dividida em duas fases distintas: aguda e 

crônica.A fase aguda da doença humana inicia-se cerca de 7 a 15 dias após a infecção e 

é caracterizada por parasitemia patente, com intensa proliferação do parasito nos tecidos 

do hospedeiro.Neste momento os pacientes podem apresentar-se assintomáticos ou 

oligosintomáticos (Urbina & Do Campo, 2003; Remme e cols., 2006). Nesse caso as 

manifestações clínicas mais comuns são: febre, edema, poliadenia, complicações 

cardíacas, hepatoesplenomegalia (Dias, 1992). Cerca de 5-10% dos casos sintomáticos 

evoluem para óbito. Esses casos estão associados, principalmente, a indivíduos 

imunossuprimidos ou crianças, por apresentarem miocardite ou meningoencefalite 

grave, ou ambos (Brener, 2000; Teixeira, et al., 2006; Rassi et al., 2010). Em 90% dos 
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indivíduos infectados, as manifestações resolvem espontaneamente, em decorrência do 

desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro (Rassi, et al., 2010). 

Após a fase aguda, a infecção evolui naturalmente para a fase crônica, 

caracterizada pela dificuldade de detecção do parasito no sangue periférico e 

parasitismo tissular escasso, sem sintomatologia evidente, não sendo possível detectar o 

parasito por meio de métodos parasitológicos diretos. Logo, a infecção é diagnosticada 

por meio de avaliação sorológica (Rossi & Bestetti, 1995; Dutra et al., 2005). Esta fase 

pode ser subdividida em três formas clínicas: indeterminada, cardíaca e digestiva (Prata, 

1990). A forma indeterminada,observada na maioria dos indivíduos infectados, é 

caracterizada por um longo período assintomático que pode durar toda a vida do 

indivíduo. Entretanto, 30-40% dos indivíduos podem desenvolver a forma cardíaca, 

digestiva ou cardiodigestiva da doença (Coura 1983, 1985; Pereira 1985; Moncayo, 

1999; Rassi et al., 2010). A forma cardíaca é responsável pela maioria dos óbitos 

decorrentes da infecção chagásica, sendo considerada a forma clínica mais grave da 

infecção por T. cruzi. O acometimento cardíaco acarreta em arritmias, fenômenos 

tromboembólicos, falência cardíaca e morte súbita (Chapadeiro, 1999; Nunes et al., 

2012). Aproximadamente 6% dos indivíduos infectados por T. cruzi podem desenvolver 

a forma digestiva, que se expressa por anormalidades esofágicas e intestinais 

caracterizando o megaesôfago e o megacólon chagásicos (Rezende, 2000). Em relação à 

forma cardiodigestiva, não se conhece a sua prevalência. Essa forma é uma combinação 

da forma cardíaca ou com megaesôfago ou com megacólon, ou ambos. Sabe-se que, 

geralmente, o desenvolvimento de megaesôfago precede a doença no coração e doenças 

do cólon (Rassi, et al. 2012). 

As diferentes formas clínicas observadas na infecção por T. cruzi induzem 

significativa morbidade em indivíduos adultos, economicamente produtivos. Isso se 

deve à ausência de medicamentos eficazes no tratamento da fase crônica da doença.   

 

Fármacos disponíveis e estratégias promissoras para o tratamento etiológico 

da doença de Chagas 

Desde a descoberta da doença de Chagas busca-se tratamento efetivo e bem 

tolerado para indivíduos infectados por T. cruzi. Os primeiros compostos testados foram 
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arsênio, fucsina, tartarato emético e cloreto de mercúrio por Mayer e Rocha Lima (1912, 

1914). Porém, todos estes compostos apresentaram resultados insatisfatórios (Coura, 

2010).  

Brener (1968) realizou uma avaliação experimental da atividade anti-T. cruzi,“in 

vivo” e “in vitro”, de várias drogas já utilizadas para o tratamento de outras doenças. 

Os resultados obtidos por ele evidenciaram 27 compostos e mais de 30 antibióticos 

inativos. Algumas drogas apresentaram efeito supressor da parasitemia, mas não foram 

capazes de curar a infecção, como a bisquinaldina, as aminoquinoleínas, os arsenicais 

trivalentes, os aminoglicosídeos, os nitrofuranos e alguns antibióticos (Coura & Castro, 

2002). 

Entre as décadas de 60 e 70, uma nova classe de fármacos, os nitro-

heterocíclicos, foi introduzida na terapêutica da doença de Chagas (Bock et al., 1969), o 

nifurtimox-Nfx (nitrofurano) e o benznidazol-Bz (nitroimidazol). Até os dias atuais, eles 

ainda são os únicos medicamentos disponíveis para o tratamento da doença de Chagas. 

Eles atuam como pró-drogas que necessitam ser reduzidas por nitroredutases do parasito 

a fim de se tornarem ativas (Wilkinson et al., 2008). O Bz gera metabólitos glioxal 

tóxicos para o parasito, enquanto o Nfx libera cátions nitroaniônicos e abre cadeias de 

nitrilas. Estes compostos interagem com uma série de biomoléculas, formando ligações 

com DNA e grupos tiol, gerando substâncias altamente reativas (Hall et al., 2012). A 

utilização do nifurtimox no Brasil foi descontinuada, e o benznidazol é atualmente 

comercializado pelo Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE). 

De forma geral, quanto antes é instituído o tratamento com Bz, maiores são as 

chances de cura. Sua posologia baseia-se na administração oral de 5 a 7mg/kg, dividido 

em duas doses diárias durante 60 dias. Por possuir baixa solubilidade em água (Leonardi 

et al., 2009) e limitada absorção gastrintestinal, é necessário administrar doses elevadas 

desse fármaco (Lamas et al., 2006), o que induz muitas reações adversas. Em muitos 

casos há descontinuação do tratamento, contribuindo para o fracasso terapêutico 

(Cançado, 2002; Coura & Castro, 2002). Este composto tem sido recomendado no 

tratamento específico da infecção congênita; fases aguda e crônica recente, promovendo 

cura parasitológica em cerca de 60% a 75% desses casos (Russomando et al., 1998; 

Blanco et al., 2000; Schijman et al., 2003; Burgos et al., 2009; Chippaux et al., 2010); 

De Andrade et al., 1996; Sosa-Estani et al., 1998; Shikanai-Yasuda et al.,1990; Andrade 

et al., 1992; Bahia Oliveira et al., 2000; Cançado, 2002; Sosa Estani e Segura, 1999; 

Silveira et al., 2000;  Streiger et al., 2004; Escriba et al., 2009; Yun et al., 2009).  
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De forma diferente, índices de cura significativamente inferiores são 

encontrados quando o tratamento é iniciado na fase crônica tardia da doença.Estudos 

clínicos mostram ausência de cura ou índices de cura variando entre 5 a 19,1% 

(Ferreira, 1990; Viotti et al.,1994; Braga et al., 2000; Suasnabar et al.,2000; Lauria-

Pires et al., 2000; Fernandes et al.,2009; Lana et al.,2009). As razões para a diferença 

na eficácia dos compostos em relação às fases da doença ainda não são muito bem 

compreendidas. Podem estar relacionadas com propriedades farmacocinéticas 

desfavoráveis dos fármacos (Molina et al., 2000); fatores inerentes ao hospedeiro 

(genética, resposta imune) e ao parasito, como a existência de cepas naturalmente 

resistentes ao Bz e ao Nfx in vivo (Filardi e Brener, 1987). 

Como o tratamento etiológico disponível para a doença de Chagas é limitado, 

apresentando eficácia dependente da fase da infecção e efeitos colaterais importantes 

(Jackson et al., 2010; Pinazo et al., 2010), a busca por novos alvos e/ou novas 

estratégias terapêuticas é necessária.  

Historicamente é observado um investimento extremamente reduzido na busca 

por novas drogas e estratégias para o tratamento da doença de Chagas, especialmente 

por razões econômicas, apesar da reconhecida expansão dessa doença para diversas 

partes do mundo (Coura e Vinas, 2010).Durante 1975 e 2004 somente 21 produtos, dos 

1556 registrados, foram especificamente desenvolvidos para atender alguma doença 

negligenciada (Chatelain & Ioset, 2011).  No entanto, o cenário tem melhorado nos 

últimos anos, com a criação de parcerias entre diversas iniciativas, organizações e 

instituições público-privadas. O preenchimento dessa lacuna melhorou a perspectiva da 

terapêutica da doença de Chagas, possibilitando otimizar o processo de 

desenvolvimento dos fármacos, desde as etapas de triagem de compostos até a 

disponibilização deles (Chatelain & Ioset, 2011). 

Uma destas importantes organizações foi criada em 2003, a Drugs for Neglected 

Tropical Diseases initiative (DNDi). A missão dessa organização é buscar opções para 

tratamentos eficazes, seguros e acessíveis para pacientes com alguma doença 

negligenciada (Chatelain & Ioset, 2011). Nesse sentido, em 2006 foi iniciada, por meio 

da DNDi, uma extensa triagem de compostos a fim de identificar e resgatar drogas com 

atividade tripanocida. Dentre os compostos triados, o fexinidazol (fex), da classe dos 

nitroheterocíclicos, que está atualmente em estudos clínicos para tratamento da 

tripanosomíase africana (Torreele, et al., 2010; Tarral, et al., 2014). Neal & Bueren 

(1988) demonstraram in vitro e in vivo a atividade anti- T. cruzi do fexinidazol. Raether, 
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em 1983, havia demonstrado que este fármaco possui atividade ligeiramente superior ao 

benznidazol e ao nifurtimox na infecção murina experimental. No mesmo ano, a 

administração do fexinidazol em combinação com suramina foi eficaz em curar 

camundongos infectados por T. brucei (Jennings & Urquhart , 1983). Embora a eficácia 

deste fármaco tenha sido demonstrada, o seu desenvolvimento foi abandonado pela 

indústria farmacêutica Hoechst nos anos 70-80, que decidiu encerrar suas atividades em 

medicina tropical. 

 Em 2012, Bahia et al., confirmaram que o fexinidazol é eficaz na cura da 

infecção experimental por T. cruzi em modelo murino, tanto na fase aguda como na fase 

crônica da doença, incluindo infecções por cepas resistentes ao Bz. O mecanismo de 

ação do fexinidazol não é estabelecido, porém sabe-se que ele é metabolizado por 

oxidação resultando em dois compostos farmacologicamente ativos: o fex-sulfóxido 

(SfX) e fex-sulfona (SfN), ou seja, o fexinidazol atua como um pró-fármaco, com 

atividade atribuída a estes metabólitos (Brun et al., 2011). 

Bahia et al.(2014a) desmonstraram que após a administração de fex-sulfóxido, 

tanto fexinidazol (fex) quanto os metabólitos fex-sulfona e fex-sulfóxido são detectados. 

Porém, as concentrações do fex são relativamente baixas e declinam rapidamente. 

Portanto, o fex não é o provável composto que contribui para o perfil da eficácia. 

Curiosamente, os valores da área sob a curva (AUC) para fex-sulfona eram comparáveis 

aos valores obtidos após a administração de fex-sulfóxido. Tal constatação sugeriu que 

o fex-sulfóxido é convertido em fex-sulfona. Logo, concluiu-se que não há benefícios, 

em termos de eficácia, em administrar o fex-sulfóxido e a fex-sulfona, quando 

comparados com a administração somente de fex-sulfona. 

Ambos metabólitos do fexinidazol são eficazes no tratamento da infecção por T. 

cruzi com taxas de cura superiores ao fexinidazol e benznidazol em modelo murino na 

fase aguda (Bahia, et al., 2014a). In vitro, a potência de ambos metabólitos é semelhante 

ao fexinidazol no tratamento da tripanosomíase africana (Torreele et al., 2010). Em 

2010, a DNDi deu início à ensaios clínicos de fase I do fexinidazol para avaliar sua 

segurança e farmacocinética em humanos, administrando doses simples e múltiplas. Em 

2012, os ensaios de fase II e III foram iniciados para verificar a sua eficácia e segurança 

clínica (Tarral et al., 2014). 

Outras classes farmacológicas também têm sido testadas contra o T. cruzi. 

Podem ser citados derivados azólicos, os quais inibem a biossíntese de ergosterol 

(Molina et al., 2000; Urbina & Docampo, 2003), inibidores da cruzipaína (Engel et 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jennings%20FW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6636983
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Urquhart%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6636983
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al.,1998), as arilimidamidas (Soeiro et al.,  2013a), inibidores da tripanotiona redutase 

(Blau  et.  al., 2013), complexos de rutênio carreadores de moléculas com atividade 

tripanocida (Silva et al., 2010) e inibidores da via de salvação de purinas (Perez-

Mazliah et al., 2013). 

Dentre estas classes, os inibidores da biossíntese do ergosterol (IBE), têm sido 

considerados os candidatos mais promissores (Urbina, 2009; Buckner, 2008; Buckner et 

al., 2011; Soeiro et al., 2013b; Benaim et. al., 2006.). O ergosterol é um componente 

estrutural essencial da membrana celular de fungos e de T. cruzi e a inibição dessa 

síntese tem provado ser eficaz em interferir na viabilidade e proliferação do parasito 

(Maya et al., 2007; Urbina et al., 1998; Urbina et al., 2000; Urbina et al., 2003b). A 

figura 1 demonstra a via de biossíntese de ergosterol e as várias enzimas que atuam 

nesta via. Dessa forma, muitos são os alvos para desenvolvimento de fármacos 

(Furlong, 1989; Duschak e Couto, 2007; Soeiro et al., 2013b), pois a depleção do 

ergosterol pode causar a inibição da proliferação e induzir a morte destes parasitos 

(Braga et al., 2004; Garzoni et al., 2004).  
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Figura 01: Enzimas da via de biossíntese do ergosterol que são alvos de drogas anti-Trypanosoma cruzi. O 

esquema mostra as estruturas químicas e nomes dos compostos principais e intermediários da biossíntese de 

ergosterol. Enzimas são mostradas em itálico azul e classes das drogas que atuam sobre elas são mostrados nos 

quadrados vermelhos. Adaptado de Duschack, 2011. 

 

Particularmente um conjunto de fármacos tem se destacado por apresentar 

potente atividade anti-T.cruzi; são os inibidores da C-14α-demetilase (CYP51). Estes 
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podem ser classificados em azólicos e não azólicos. Villalta et al., (2013) investigaram 

o efeito de um composto não azólico, o VNI, sobre a infecção de camundongos com a 

cepa Tulahuen. Os autores demonstraram que esse composto foi eficaz em curar 

camundongos, tanto na fase aguda quanto na fase crônica da infecção por esta cepa. 

Entretanto, não foi eficaz em curar camundongos infectados pelas cepas Y e 

Colombiana (Soeiro et al., 2013b). Outro composto não azólico com potente atividade 

anti- T. cruzi é o fenarimol. Análogos desta molécula foram desenvolvidos com o 

objetivo de otimizar seu efeito (Keenan et al., 2012). Dentre esses análogos, dois 

apresentaram índice de cura de 60% em camundongos (Keenan et al., 2013). De 

qualquer forma, os resultados demonstraram que a resposta do tratamento experimental 

da infecção por T. cruzi com inibidores específicos da CYP51 é cepa-dependente, assim 

como verificado para derivados azólicos (Molina et al., 2000; Urbina et al., 2003; 

Toledo et al., 2003). 

Os derivados azólicos são os inibidores “clássicos” da CYP51. Desenvolvidos 

originalmante como drogas antifúngicas, têm se mostrado promissores como 

alternativas para o tratamento da doença de Chagas (Urbina et al., 2010). Esses 

compostos azólicos incluem derivados imidazólicos e triazólicos. Compostos 

triazólicos, como o posaconazol e o ravuconazol, apresentaram propriedades 

farmacocinéticas favoráveis no homem (amplo volume de distribuição e meia vida 

plasmática longa) e ação seletiva e potente contra o T. cruzi, apresentando eficácia em 

diferentes modelos animais e em ambas as fases da doença (Urbina, 2009). 

A atividade anti-T. cruzi do posaconazol já foi comprovada por diversos estudos 

in vitro (Urbina et al., 1998; Molina et al., 2000; Benaim et al., 2006; Veiga-Santos et 

al., 2012) e in vivo (Molina et al., 2000; Cencig et al., 2012; Ferraz et al., 2007; Olivieri 

et al., 2010). Já o ravuconazol, apresenta potente atividade anti- T. cruzi in vitro (Urbina 

et al., 2003b). Entretanto, sua ação in vivo no modelo de infecção aguda em 

camundongos e cães foi limitada (Urbina et al., 2003b; Diniz et al., 2010). Acredita-se 

que a falha terapêutica tenha ocorrido devido ao tempo de meia vida curto em ambos 

modelos que são 4,5h e 8,8h, respectivamente. Outro dado importante é que sua fração 

inibitória mínima em amastigotas foi de 1nM e seu tempo de meia vida em humanos é 

aproximadamente 120h (Mikamo et al., 2002), além de possuir amplo volume de 

distribuição.  

Baseado nessas considerações, a DNDi e Eisai são parceiras em um estudo 

clínico de fase II da pró-droga do Rv, o E1224. O E1224 é um pró-fármaco do Rv e tem 
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o mesmo alvo do composto paternal, a enzima esterol C14α-demetilase. Após 

metabolização hepática ele se converte em Rv, que é o fármaco ativo no organismo 

humano. Essa modificação garantiu melhora na absorção e biodisponibilidade do 

composto. Recentemente, o E1224 e o posaconazol foram avaliados em estudos clínicos 

de fase II para determinação de segurança e eficácia no tratamento da doença de Chagas 

crônica. Os resultados destes estudos demonstraram que apesar de ambos os fármacos 

apresentarem perfil favorável de segurança e toxicidade e terem sido eficazes na 

supressão da parasitemia durante o tratamento, houve falha terapêutica em cerca de 90% 

dos pacientes tratados. Logo, novos protocolos e estratégias de tratamento devem ser 

considerados (Torrico, 2013; Molina et al.,2014) .  

Neste contexto, a possibilidade mais imediata para melhorar a eficácia do 

tratamento da doença seria a otimização de esquemas terapêuticos atuais e combinação 

de drogas. (Bahia et al., 2014b). Essa estratégia já tem demonstrado bons resultados no 

tratamento de outras doenças infecciosas e parasitárias, como SIDA (Dybul et al., 

2002), tuberculose (Lienhardt et al., 2012), malária (Hwang, 2006), toxoplasmose (Nye, 

1979; Romand, 1993) e leishmaniose (Dastgheib, 2012).  

A estratégia de combinar drogas de diferentes classes e mecanismos de ação 

pode melhorar a eficácia de tratamento, além de reduzir o tempo e a dose utilizada 

(Bahia et al., 2014b). Neste contexto, estudos pré-clinicos visando à avaliação do tipo 

de interação entre diferentes fármacos são pertinentes, especialmente considerando a 

possibilidade de se detectar efeito sinérgico, ou mesmo aditivo entre os compostos 

avaliados em combinação (Planer et al., 2014, Espuelas et al., 2012; Bahia et al.,2014). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Por se tratar de uma doença negligenciada e sem tratamento efetivo durante a 

fase crônica, a doença de Chagas necessita de novas alternativas para o seu tratamento. 

Uma alternativa promissora e já utilizada com sucesso em tratamentos de diversas 

doenças (câncer, tuberculose,SIDA,toxoplasmose, leishmaniose e malária) é a terapia de 

combinação de fármacos. De forma similar, no tratamento da doença de Chagas 

experimental, essa estratégia também tem demonstrado ótimos resultados (Maldonado 

et al., 1993; Araújo et al., 2000; Benaim et al., 2006; Fáundez et al., 2008; Valdez et 

al., et.al., 2011; Cencig et al., 2012; Batista et.al., 2012; Diniz et al., 2013; Grosso et 

al., 2013; Bustamante et al., 2014).  

Neste contexto, tendo em vista: (i) o potente efeito tripanocida dos compostos 

E1224 e do fexinidazol na infecção de camundongos, (ii) a falha em curar a doença 

humana do E1224; (iii) as altas doses de fexinidazol necessárias para o tratamento de 

camundongos, (iv) o efeito benéfico da combinação benznidazol/posaconazol no 

tratamento da infecção de camundongos pelo T. cruzi; este estudo foi designado para 

avaliar a interação do E1224 e o metabólito fex-sulfona do fexinidazol sobre a infecção 

de camundongos por T. cruzi. 
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3. OBJETIVOS  

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito do tratamento combinado utilizando o ravuconazol ou o seu pró-

fármaco e o metabólito sulfona do fexinidazol na infecção por Trypanosoma cruzi in 

vitro e in vivo. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

o Avaliar comparativamente a atividade anti-T. cruzi in vitro dos compostos 

ravuconazol e metabólitos sulfóxido e sulfona do fexinidazol isoladamente 

utilizando células H9c2 infectadas pela cepa Y de T. cruzi; 

o Verificar a citotoxicidade das combinações dos diferentes fármacos em células 

H9c2; 

o Classificar a natureza da interação entre o metabólito sulfona e o ravuconazol 

quando utilizados em combinação sobre células H9c2 infectadas pela cepa Y de 

T.cruzi; 

o Identificar o efeito do tratamento com diferentes doses de E1224 e fex-sulfona, 

em monoterapia ou em combinação, na evolução da infecção aguda de 

camundongos Swiss pela cepa Y de T. cruzi por meio dos parâmetros: exame de 

sangue a fresco e PCR. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Parasito 

Utilizou-se a cepa Y do T. cruzi (DTU II) (Zingales et al., 2009). Essa cepa foi 

isolada de um paciente na fase aguda da doença de Chagas por Pereira de Freitas, em 

1950, em Marília (SP) e posteriormente estudada e descrita por Silva & Nussenzweig 

em 1953. A cepa Y foi escolhida por apresentar, nos estudos in vivo, características 

biológicas como a indução de alta parasitemia e 100% de mortalidade na infecção 

murina, facilitando, neste caso, a avaliação da atividade tripanocida de diferentes doses 

de cada composto, bem como das combinações. Além disso, possui perfil de 

resistência/susceptibilidade caracterizado como parcialmente resistente ao benznidazol 

(Filardi e Brener, 1987).  

4.2 Fármacos 

Os fármacos (Figura 2) utilizados para as avaliações in vitro e in vivo, em 

monoterapia ou em combinação foram: 

 Fex-sulfona (SfN): 1-methyl-2-(4-methylsulfonyl phenoxymethyl)- 5-

nitro imidazole (Axyntis/Centipharm, France), utilizado nos 

experimentos in vitro e in vivo; 

 Fex-sulfóxido (SfX): 1-methyl-2-(4-methylsulfinylphenoxymethyl)-5-

nitro imidazole (Axyntis/Centipharm, France), utilizado nos 

experimentos in vitro; 

 Ravuconazol (Rv): ([R-(R*,R*)]-4-[2-[2-(2,4-difluorophenyil)-2-

hydroxy-1-metlyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]-4-

thiazolyl]benzonitrile) (Eisai, Japão), utilizado no experimento in vitro;  
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 E1224: pró-fármaco do ravuconazol, é um sal (monolisina-fosfato) 

fosforilado derivado do ravuconazol (Eisai, Japão), utilizado no 

experimento in vivo, devido às propriedades farmacocinéticas favoráveis; 

 Benznidazol (Bz): 2-nitro-imidazole-(N-benzil-2-nitro-

1imidazoleacetamide) (Lafepe), utilizado como fármaco de referência 

nos experimentos in vitro e in vivo; 

A

 

C 

 

E 

 

B

 

D 

 

Figura 2: Estruturas químicas dos fármacos. (A) fex-sulfóxido; (B) fex-sulfona; (C) benznidazol; (D) ravuconazol 

e (E) E1224. 
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4.3. Experimentos in vitro 

4.3.1 Cultivo de células H9c2 

A linhagem celular H9c2 (American TypeCultureCollection, ATCC: CRL 1446) 

que provém de cardiomioblastos de ratos, foi mantida em garrafas de 75 cm
2 

com meio 

DMEM (Dulbecco’s Minimum Essential Medium) suplementado com 10% de SBF, 1% 

de glutamina 2mM e 0,2% de gentamicina 200µg/ml e mercaptoetanol 50mM. 

Semanalmente, ou assim que atingiam a subconfluência, as células eram repicadas, 

utilizando-se tripsina 0,025% (p/v), para sua manutenção ou utilização nos 

experimentos. 

4.3.2 Obtenção de formas tripomastigotas de cultura celular 

Para se obter as formas tripomastigotas da cepa Y, células H9c2 cultivadas em 

garrafas de 75cm
2
 em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, foram infectadas 

na proporção de 10 parasitos por célula, com tripomastigotas sanguíneos provenientes 

de sangue de camundongos infectados no pico de parasitemia, ou seja, no 8
o
 dia de 

infecção. Após 24 horas de interação célula-parasito, em estufa a 37ºC, 5% CO2, o meio 

de cultura foi removido e as células foram lavadas sucessivamente com PBS para a 

retirada de parasitos não internalizados. Após lavagem, foi adicionando meio DMEM 

suplementado com 10% de SFB e as células incubadas a 33ºC por 72 a 96 horas, 

quando o sobrenadante foi coletado e centrifugado, a 900rpm, 24ºC, por 2 minutos, para 

remoção dos debris celulares. Posteriormente, o sobrenadante, rico em parasitos, foi 

centrifugado a 3000rpm, 4ºC, 15 minutos e o sedimento ressuspendido em meio de 

cultura para posterior utilização nos experimentos. Os parasitos foram quantificados em 

câmara de Neubauer.   
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4.3.3 Avaliação da atividade anti-T. cruzi dos fármacos ravuconazol, fex-

sulfóxido, fex-sulfona e benznidazol sobre formas amastigotas: 

determinação da IC-50 

A avaliação do efeito do tratamento com Rv, SfX e SfN sobre amastigotas da 

cepa Y foi realizada utilizando células H9c2 como hospedeiras. Foram plaqueadas 

1x10
4
células por poço, sobre lamínulas de 13mm de diâmetro, em placas de 24 poços e 

incubadas por 24 horas a 37ºC, 5% CO2. Formas tripomastigotas originadas da cultura 

de células foram utilizadas para infecção em uma razão de 10:1 (parasitos:célula). Após 

24 h de interação, o sobrenadante foi removido e cada poço foi lavado sucessivamente 

com PBS estéril, a fim de remover os parasitos não internalizados. Meio de cultura 

fresco contendo ou não os fármacos em diferentes concentrações foi adicionado a cada 

poço, em um volume total de 1mL. As células foram novamente incubadas por 72h, a 

37ºC. As concentrações iniciais de cada composto foram definidas a partir de 

experimentos preliminares (dados não mostrados), sendo 60μM para os metabólitos do 

fex e Bz e 0,4 nM para o Rv. Os fármacos foram avaliados em no mínimo 6 diluições 

seriadas 1:2. Em todos os experimentos foram utilizados controles, que corresponderam 

a células não infectadas e tratadas, não infectadas e não tratadas, infectadas e não 

tratadas.  

 Finalizadas as 72 horas de incubação das células infectadas e na presença ou 

ausência dos fármacos, as lamínulas foram lavadas com PBS, fixadas com metanol por 

10 minutos e em seguida, coradas pela solução de Giemsa (10% em água destilada). 

Após secagem das lamínulas e montagem em lâmina com Entellan (Merck), 

determinou-se o número de células infectadas em uma contagem de no mínimo 200 

células ao microscópio ótico (aumento de 1000x). O percentual de infecção observado 

nos poços tratados foi utilizado para calcular o percentual de redução do número de 

células infectadas com relação àqueles infectados e não tratados. 

Esse percentual de inibição foi utilizado para a construção de curvas de dose-efeito e 

cálculo da IC-50 com auxílio dos softwares Graph Pad Prism5  e CalcuSyn. Todos os 

experimentos com amastigotas foram realizados em duplicatas, em no mínimo 2 

repetições.  



Reis-Mota, L. W.                                                                                              Metodologia 
 

21 
 

4.3.4 Ensaio de citotoxicidade 

Para excluir os efeitos tóxicos das drogas sobre as células hospedeiras, culturas e 

células H9c2 não infectadas por T. cruzi foram tratadas com concentrações dos 

fármacos (SfN, SfX, Rv), superiores ao valor de IC-50, isoladamente e em combinação. 

O experimento foi realizado conforme previamente otimizado (Diniz, 2013), utilizando 

a resazurina, um indicador colorimétrico de proliferação. Esse método se baseia na 

redução química do reagente devido à atividade metabólica celular. Através de reações 

de oxi-redução, o corante passa da cor azul (forma oxidada e não fluorescente) para rosa 

(forma reduzida, fluorescente), e esta mudança de cor pode ser medida pela leitura 

colorimétrica ou fluorimétrica (Fields e Lancaster, 1993; Ahmed et al., 1994). 

Assim, duzentos microlitros de suspensão das células H9c2, na concentração de 

1x10
3
/mL foram pipetados em placas de 96 poços e incubados a 37º, 5% CO2 por 24 

horas. O meio de cultura foi removido e substituído por 200 µL de meio contendo ou 

não concentrações decrescentes de SfX, SfN(6 diluições 1:2, a partir de 200µM), ou Rv 

(6 diluições 1:2, a partir de 1nM) isoladamente ou em diferentes combinações, e a placa 

novamente incubada por 72 horas, a 37ºC. Como controle de morte celular, foram 

utilizadas diferentes concentrações decrescentes de DMSO sabidamente tóxicas para as 

células (10%, 5%, 0,325% v/v). A placa também continha os controles negativos 

(meio+resazurina e apenas meio), controles positivos (meio+células) e controles para 

avaliar o potencial dos fármacos (meio+droga, na ausência de parasitos) ou do DMSO 

(meio+DMSO) em reduzir o corante. Após as 72 horas de incubação, foram adicionados 

20 µL de resazurina1mM a cada poço. Passadas 6 horas de incubação a 37ºC, a placa foi 

submetida à leitura em espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 570nm e 

600nm. A porcentagem de reduçãodo corante induzida pelos compostos foi calculada 

considerando o percentual de redução das células incubadas na ausência de drogas, 

utilizando-se a fórmula abaixo: 

        % redução = [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle+] 

Nessa fórmula, A570= Absorbância a 570nm, A600= Absorbância a 600nm, Controle 

+ é o poço contendo células, meio e resazurina, na ausência do fármaco. R0 é o fator de 

correção, calculado a partir dos valores de absorbância do controle negativo (C-), ou 

seja, apenas meio de cultura e resazurina na ausência de células [Ro = (A570 /A600)C-]. 
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4.3.5 Avaliação da interação fex-sulfona/ravuconazol sobre formas amastigotas 

Para avaliar o tipo de interação entre SfN e Rv in vitro, os experimentos 

realizados basearam-se no método de proporções fixas (Fivelman et al.,2004). Os 

valores de IC-50 obtidos nos experimentos com cada fármaco isoladamente, foram 

utilizados para determinar as concentrações iniciais de SfN e Rv a serem usadas nos 

experimentos de combinação, de forma a garantir que o IC-50 de cada composto 

estivesse próximo da quarta diluição de uma série de 6 diluições. Dessa forma, as 

concentrações iniciais de SfN e Rv definidas a partir da IC-50 foram usadas para o 

preparo de soluções contendo ambos os fármacos, sempre em proporções fixas, numa 

razão de 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5 de SfN:Rv. 

As interações SfN e Rv foram avaliadas sobre amastigotas da cepa Y em células 

H9c2. Seis diluições 1:2 de cada fármaco isoladamente, assim como das misturas, foram 

utilizadas nestes experimentos (Tabela 1). Células não infectadas e tratadas foram 

avaliadas a fim de determinar a toxicidade da terapia de combinação. Células infectadas 

e não tratadas e células não infectadas e não tratadas foram utilizadas como controles. 

Células tratadas com benznidazol (concentração inicial de 60µM e diluição de 1:2) 

também foram utilizadas como controle. As concentrações iniciais de SfN e Rv, 

utilizadas isoladamente e no preparo das misturas foram, respectivamente, 60µM e 

0,4nM. O sobrenadante foi removido após 72 horas de incubação a 37ºC, e as células 

foram lavadas em PBS, fixadas e coradas para avaliação do percentual de infecção, 

como já descrito (item 4.3.3).  
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4.3.6. Análise estatística – experimentos in vitro 

Os valores de IC-50 foram obtidos através do software CalcuSyn. Para classificar a 

natureza da interação entre SfN e Rv in vitro, utilizou-se a fração de concentração 

inibitória (FIC) e análise do isobolograma.  FICs e a soma dos FICs (∑FICs) foram 

calculadas da seguinte forma:  

FIC A=
A emcombinação

A em monoterapia
 

Sendo A fex-sulfona ou ravuconazol 

Esse cálculo foi feito para os valores obtidos em cada uma das diluições.  

O índice de combinação CI (combination index), que corresponde ao somatório de 

FIC (Chou e Talalay, 1984) foi calculado de acordo com a seguinte fórmula:  

∑ 𝐹𝐼𝐶𝑠 = 𝐹𝐼𝐶𝐴 + 𝐹𝐼𝐶 𝐵 

Sendo, A fexinidazol-sulfona e B ravuconazol 

A média do ∑ FICs calculada foi usada para classificar a natureza da interação. Se 

<0,5 indica sinergismo; >0,5 e < 4, aditividade e se >4 indica antagonismo. Os 

isobologramas foram construídos plotando-se a FIC da IC-50 do SfN versus Rv. Os 

valores de IC-50 foram obtidos através do software CalcuSyn. 

 

Tabela 1: Proporções fex-sulfona e ravuconazol utilizadas no experimento de 

combinação in vitro – Método de proporções fixas 

SfN Mistura 1 Mistura 2 Mistura 3 Mistura 4 Ravuconazol 

4 x IC50 4 + 1 3 + 2 2 + 3 1 + 4 4 x IC50 

2 x IC50     2 x IC50 

IC50     IC50 

𝟏

𝟐
 IC50     1

2
 IC50 

𝟏

𝟒
IC 50     1

4
IC 50 

𝟏

𝟖
 IC50     1

8
 IC50 

 

Foram realizadas 6 diluições seriadas na proporção de 1:2. Os valores de IC50 de cada fármaco aproximam-

se daquele observado na terceira ou quarta diluição de cada fármaco isoladamente (monoterapia). Cada 

mistura é obtida a partir de proporções definidas de SfN ( fexinidazol-sulfona) e Rv (ravuconazol). 
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4.4 Experimentos in vivo 

 

4.4.1 Modelo Animal 

 

Foram utilizados camundongos Swiss, fêmeas, com idade entre 28 a 30 dias, 

pesando entre 17 e 24g, fornecidos e mantidos pelo Centro de Ciência Animal da 

Universidade Federal de Ouro Preto. Todos os experimentos e protocolos experimentais 

foram conduzidos de acordo com as diretrizes para o uso de animais em pesquisa do 

COBEA (Colégio Brasileiro de experimentação) e aprovada pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da UFOP (Protocolo 2011/79). 

 

4.4.2 Infecção e esquema de tratamento 

Os animais foram infectados por via intraperitoneal com 5.000 formas 

tripomastigotas sanguíneas da cepa Y, obtidas durante o pico de parasitemia. O 

tratamento foi iniciado no primeiro dia de parasitemia patente, isto é, 4
o
 dia após a 

infecção e teve a duração de 20 dias. Os animais infectados foram divididos em grupos 

de 7 animais, os quais receberam os fármacos em diferentes doses isoladas ou em 

combinações de SfN e E1224. A administração foi realizada por via oral usando 

gavagem. As doses utilizadas foram metade e um quarto das doses ótimas (cura 100%), 

segundo Bahia et. al., 2014 e Diniz et.al. (dados não publicados). 

Os seguintes grupos experimentais foram avaliados: 

(i) monoterapia utilizando SfN 25mpk e 50mpk; 

(ii) monoterapia utilizando E1224 2,5 mpk e 5,0 mpk; 

(iii)combinação utilizando SfN 25mpk + E1224 5 mpk; 

(iv) combinação utilizando SfN 50mpk + E1224 2,5 mpk; 

(v) benznidazol 100 mpk (tratamento de referência); 

(vi) controle não infectado; 

(vii) controle infectado e não tratado. 
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4.4.3. Avaliação da eficácia do tratamento com fex-sulfona em combinação 

com ravuconazol 

 

A eficácia terapêutica foi determinada a partir da análise de testes independentes 

(Caldas, et.al.,2008): exame de sangue a fresco, antes e após imunossupressão com 

ciclofosfamida (Cy) (Baxter Oncology, Alemanha), além do teste de PCR em tempo real 

30 e 180 dias após o tratamento. Os animais foram considerados curados quando 

apresentaram resultados negativos nos testes realizados.  

O exame de sangue a fresco foi realizado durante e até 30 dias após o tratamento 

para detectar a ocorrência de supressão da parasitemia e/ou a reativação natural desta 

após o término do tratamento. Assim, os animais que não apresentaram a reativação 

após o tratamento foram submetidos a três ciclos de imunossupressão com Cy, dose de 

50mg/Kg, via intraperitoneal. Cada ciclo foi composto de 4 dias consecutivos de 

administração, com intervalo de 3 dias entre cada ciclo. Logo, a parasitemia foi avaliada 

diariamente, durante e até 10 dias após a imunossupressão. Amostras de sangue para 

avaliação sorológica dos níveis de anticorpos anti-T. cruzi (IgG total) foram coletadas 

aos 180 dias após o fim do tratamento. Apenas os animais que apresentaram resultados 

negativos nos testes anteriores tiveram o sangue coletado para análise por PCR em 

Tempo Real (Figura 03). 

 

Figura 3: Representação cronológica do experimento utilizado para avaliação de cura.Os 

camundongos foram inoculados com 5000 tripomastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi e tratados 

com 25 e 50mg/kg de fex-sulfona e  2,5 e 5,0 mg/Kg  de E1224 em monoterapia ou em combinação. Foi 

realizado exame de sangue a fresco antes e após a imunossupressão com Ciclofosfamida e coletas de 

sangue para PCR e sorologia 30 e 180 dias após o fim do tratamento. 
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20 dias 

Tratamento 
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4.4.4. Exame de sangue fresco 

 

 Para a realização deste procedimento, 5µL de sangue da veia caudal de cada 

camundongo foram coletados e a quantificação foi feita pela técnica descrita por Brener 

(1962). 

  

4.4.5. Extração do DNA e realização da PCR de sangue periférico 

 A PCR de sangue periférico foi realizada 30 e 180 dias após o fim do 

tratamento. Coletou-se 200µL de sangue de cada camundongo pelo plexo venoso retro-

orbital e adicionados a 35μL de solução de citrato de sódio com concentração de 

129mM. O material foi utilizado no mesmo dia. Os 200µL de sangue coletado de cada 

animal foram transferidos para microtubos de 1,5mL contendo 600µL de Solução de 

Lise Celular (Wizard® Genomic). Este conteúdo foi homogeneizado por lenta inversão 

(seis vezes) e mantido a temperatura ambiente por 10 minutos. Os microtubos foram 

centrifugados por 40 segundos a 14000 rpm e o sobrenadante foi retirado com auxílio de 

uma pipeta, restando apenas 10-20μL de líquido residual, os quais foram levados ao 

vórtex por 30 segundos, a fim de haver a ressuspensão das células brancas do sangue. 

Posteriormente foram adicionados 200μL de solução de lise nuclear (Wizard® 

Genomic) aos microtubos, os quais foram incubados por 60 minutos em banho-maria a 

37
o
C. Os microtubos foram retirados do banho-maria, e após 10 minutos, quando 

atingiram a temperatura ambiente, foram adicionados 67μL da solução de precipitação 

protéica (Wizard® Genomic) aos microtubos, os quais foram homogeneizados em 

vórtex por 30 segundos e, posteriormente, centrifugados por 4 minutos a 14.000 rpm. O 

sobrenadante de cada amostra, contendo o DNA, foi transferido para novos microtubos 

de 0,6mL, contendo 200μL de isopropanol. Os microtubos foram invertidos cerca de 10 

vezes e agitados para que houvesse a precipitação do DNA e centrifugados por 90 

segundos a 14000 rpm. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 300μL de 

etanol 70% seguido de centrifugação por 90 segundos a 14000 rpm. Após o descarte do 

sobrenadante, o microtubo foi invertido sobre papel absorvente para secagem por cerca 

de 30 minutos, sendo o DNA reidratado em seguida com 67μL da solução de 

reidratação (Wizard® Genomic) e incubado a 4
o
C por 24 horas. 

Para cada amostra, analisada em duplicata, a reação de PCR continha 2μL de DNA 

genômico (50ng), 0,35μM de oligonucleotídeos iniciadores específicos para a repetição 

de 195 pares de bases (pb) do DNA do T. cruzi, TCZ-F 5’-
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GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3’, onde M = A ou C (Invitrogen), e TCZ-R 5’-

CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’, (Cummings & Tarleton 2003)o qual amplifica 

um produto de 182 pb, 5μL de Sybr®Green PCR Mastermix, e água Milli-Q para um 

volume final de reação de 10μL. Separadamente, para cada amostra era também 

realizada uma reação em duplicata para dosar o TNF-α, utilizado como controle 

endógeno normalizador contendo 2μL de DNA cgenômico (50ng), 0,50μM de 

oligonucleotídeos iniciadores TNF-5241 5’-TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3’ 

e TNF-5411 5’-CAGCA AGCATCTATGCACTTAGACCCC-3’ 

(Cummings&Tarleton, 2003), o qual amplifica um produto de 170 pb, 5 μL de “Sybr® 

Green PCR Mastermix”, e água Milli-Q para um volume final de reação de 10 μL. As 

reações foram distribuídas em placas de 96 poços (Fast 96-Well Reaction Plate, 0,1 mL, 

MicroAmp™), centrifugadas por 2 minutos a 200 x g e levadas ao termociclador Step 

One Plus (Apllied Biosystems). O programa de termociclagem consistia de aquecimento 

a 95
o
C por 10 minutos, 40 ciclos de 94

o 
C por 15 segundos e 64,3

o 
C por 1 minuto, com 

aquisição da fluorescência a 64,3
o 

C. A amplificação foi imediatamente seguida por um 

programa de melting com desnaturação inicial a 95
o
C por 15 segundos, resfriamento a 

60
o
C por 1 minuto e aumento gradual de temperatura de 0,3

o
C/s até 95

o 
C. Cada placa 

continha um controle negativo da extração (proveniente de camundongo normal), em 

duplicata, para sangue, e um controle negativo da PCR, em duplicata, com água no 

lugar de DNA, para a reação com oligonucleotídeos iniciadores do T. cruzi e do TNF-α 

(Cummings & Tarleton, 2003). 

 

4.4.6.  Mortalidade e peso 

A taxa de mortalidade foi avaliada a partir do 4° dia pós infecção até o 30° dia pós 

fim do tratamento, pela observação diária dos animais. Os animais foram pesados no dia 

do início do tratamento, aos 10 dias, no último dia de tratamento e 10 dias após 

tratamento.O ganho de peso foi calculado subtraindo-se o peso inicial (primeiro dia de 

tratamento) do peso final (último dia de tratamento).  
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4.4.7.  Avaliação Sorológica 

A coleta de sangue para a avaliação sorológica foi realizada aos 180 dias após o fim 

o tratamento. Para tanto, foram coletados aproximadamente 500µL de sangue não 

heparinizado do seio venoso retro-orbital dos camundongos e transferido para tubos 

eppendorf de 1,5mL, sendo estes centrifugados a 3500rpm por 10 minutos. Os soros 

foram armazenados em novos tubos e estocados a -80°C. Para a realização da técnica, 

foram utilizados antígenos da forma epimastigota da cepa Y do T. cruzi, obtidos de 

cultivo acelular em meio LIT. Como conjugado foram utilizadas anti-imunoglobulinas 

de camundongo IgG marcadas com peroxidase (BethylLaboratories, Montgomery, 

USA).  

O ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)  foi realizado segundo a 

metodologia descrita por Voller,  et al.,  (1976), com algumas modificações. O teste foi 

executado em placas de poliestireno com 96 poços de fundo chato. Cada poço da placa 

foi tratado com extrato antigênico de epimastigotas, na concentração definida 

previamente por titulação (3 µg/mL), diluído em solução tampão carbonato. As placas 

foram incubadas a 4°C por 18h e após este intervalo de tempo foram bloqueadas com 

PBS + SFB e incubadas a 37ºC. A próxima etapa foi a adição de soro de cada animal, e 

incubação a 37ºC.   Posteriormente, foi adicionado o conjugado, diluído em PBS-

Tween, conforme titulação prévia, e as placas foram novamente incubadas a 37ºC. 

Finalmente, foi adicionada a solução de substrato (O-fenilenodiamino-OPD, solução de 

ácido cítrico e H2O2) e a reação interrompida com a adição de ácido sulfúrico. A leitura 

foi realizada em leitor de microplaca (Epoch) com filtro de 490nm. Em cada placa 

foram adicionados 10 soros controles negativos e quatro controles positivos. A 

absorbância discriminante, em cada placa, foi calculada tomando-se a média da 

absorbância dos 10 soros negativos somados a dois desvios padrões.  

 

4.4.8. Análise estatística dos experimentos in vivo 

 

Os resultados dos níveis de parasitemia, níveis de anticorpos e peso dos animais 

foram expressos como a média ± desvio padrão para cada conjunto de dados. Os dados 

foram analisados pelo teste não paramétrico Tukey de múltipla comparação e 

considerados significativos quando a probabilidade de erro foi menor que 5% (p<0,05). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Resultados in vitro 

5.1.1 Avaliação da atividade anti-Trypanosoma cruzi do fex-sulfona, fex-

sulfóxido e ravuconazol e suas combinações utilizando células H9c2 

infectadas pela cepa Y 

Inicialmente foi avaliado o efeito dos fármacos SfX, SfN e Rv isoladamente 

sobre a infecção de células H9c2 pela cepa Y do T.cruzi. Como controle foi utilizado o 

benznidazol. A incubação das células infectadas por 72 horas com diferentes 

concentrações dos fármacos reduziu o número de células infectadas, resultando em 

valores de IC-50 próximos para ambos os metabólitos do fexinidazol: 14,11±1,13μM e 

de 13,23 ± 2,76μM para o SfX e SfN, respectivamente. A análise in vitro da eficácia dos 

fármacos também confirmou a potente atividade anti- T.cruzi do Rv sobre as formas 

amastigotas, resultando em um IC-50 de 0,08 ± 0,042 nM (Figura 4). O valor de IC50 

do Bz foi 3,11µM.  
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Figura 4: Atividade do fexinidaol-sulfoxido (SfX), fexinidazol-sulfona (SfN), ravuconazol (Rv) e benznidazol 

(Bz) sobre amastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi. 1x104 células foram infectadas pela cepa Y e 

posteriormente incubadas na presença ou ausência de concentrações decrescentes de SfX, SfN, Rv e Bz, por 72 horas. 

Cada ponto das curvas de dose-resposta corresponde à média de 2 experimentos independentes. O IC-50 foi calculado 

utilizando-se o software CalcuSyn. 
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5.1.2 Determinação da citotoxicidade dos fármacos avaliados e de suas 

combinações para células de mamíferos 

 Para avaliar a toxicidade dos fármacos ravuconazol (Rv), fex-sulfóxido (SfX) e 

fex-sulfona (SfN) sobre células de mamíferos, foram utilizadas concentrações dos 

fármacos no mínimo 13 vezes superiores aos valores de IC-50 determinados 

previamente. Os fármacos foram incubados com células H9c2 e a toxicidade 

determinada por meio do método colorimétrico baseado na redução da resazurina.  

O teste da resazurina foi eficiente em identificar toxicidade, além de não sofrer 

interferência de nenhuma das drogas avaliadas, visto que não houve redução do corante 

na presença de fármaco e ausência de células. O percentual de redução das células em 

DMSO variou em função da concentração utilizada. A utilização de 10% causou a 

morte de todas as células, visto que quando observadas ao microscópio, estavam em 

suspensão. Nesse caso, não foi observada redução do corante (Figura 5). Nas 

concentrações de 5% e 0,3125% foram observados 54% e 73% de redução, 

respectivamente, valores significativamente menores do que os observados para as 

células na ausência de DMSO. É válido ressaltar que nos experimentos de avaliação da 

atividade dos fármacos in vitro, a concentração final de DMSO foi de 0,06%, a qual não 

afeta a proliferação ou infecção das células.   

 As maiores concentrações de SfX, SfN e Rv, isoladamente, não foram tóxicas 

para as células, pois percentuais de redução similares foram observados em células não 

tratadas. Em relação às combinações, foi observada toxicidade apenas quando utilizados 

SfN + Rv nas maiores concentrações (Figura 5). 
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Figura 5:Percentual de redução da resazurina por células H9c2 incubadas por 72 horas com 

diferentes concentrações de fex-sulfóxido (SfX), fex-sulfona (SfN), ravuconazol, dimetilsulfóxido 

(DMSO) e com combinações de fex-sulfóxido e ravuconazol (SfX+Rv) e fex-sulfona e ravuconazol 

(SfN+Rv). A leitura da reação foi feita seis horas após a adição do corante. *** indica diferença 

significativa, com relação ao controle não tratado, ao nível de p<0,0001. 

 

5.1.3 Determinação da natureza da interação in vitro entre fex-sulfona e ravuconazol 

Considerando que não foi detectada toxicidade resultante da combinação entre 

os metabólitos do fexinidazol e Rv, e ainda, que o SfN é o metabólito final responsável 

pela atividade do fexinidazol, o próximo passo foi avaliar o tipo de interação resultante 

do uso do SfN quando combinado ao Rv utilizando células H9c2 infectadas pela cepa Y 

de T. cruzi. 

 As misturas dos fármacos in vitro foram feitas usando método de proporções 

fixas e os dados analisados ao nível da IC-50. A partir dos percentuais de inibição 

obtidos para as diferentes diluições das diversas misturas, bem como dos fármacos 

usados isoladamente, foram construídas curvas de dose-resposta (Figura 6).  
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Figura 6: Curvas de dose-resposta representativas da interação in vitro entre fex-sulfona e 

ravuconazol sobre a infecção de células H9c2 pela cepa Y do Trypanosoma cruzi. 1x10
4
 células foram 

infectadas pela cepa Y e posteriormente incubadas na presença ou ausência de concentrações 

descrescentes de fex-sulfona e ravuconazol, isoladamente ou em combinação de proporções fixas, por 72 

horas. Cada ponto das curvas de dose-resposta correnponde à média de 2 experimentos independentes. O 

cálculo de IC-50 foi realizado utilizando-se o software CalcuSyn. 

 

Considerando o padrão observado para as curvas de dose-resposta, nota-se que 

são típicas de interação indiferente ou efeito aditivo entre os dois compostos, pois as 

curvas obtidas para o SfN e Rv em combinação estão próximas às curvas obtidas para 

cada fármaco usado isoladamente, especialmente no caso do SfN (Figura 6).  

Para confirmar essa observação, os dados foram analisados pelo método de FIC. 

Os valores de FIC para cada composto em combinação, bem como o somatório das FIC 

(∑ FIC) estão mostrados na tabela 2. A natureza das interações foi classificada de 

acordo com a média de ∑ FIC; se  ∑ FIC ≤ 0,5, interação sinérgica; antagônica quando 

∑ FIC> 4; e indiferente ou aditiva quando ∑ FIC> 0,5 e ≤ 4. A combinação entre fex-

sulfona e ravuconazol resultou em valores de  ∑ FIC que variaram de 0,62 a 2,12 

(Tabela 2). O menor valor (0,62), foi obtido para a proporção de uma parte de fex-

sulfona para 4 partes de Rv, o que indica a possibilidade de redução do metabólito com 

manutenção da eficácia.  
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Tabela 2: Efeitos antiproliferativos do fex-sulfona e ravuconazol em combinação no 

tratamento de células H9c2 infectadas pela cepa Y do Trypanosoma cruzi: FICs da IC50. 

 

O isobolograma, que é a representação gráfica da interação, está representado na 

figura 7. De maneira similar aos valores observados para FIC, os diferentes pontos 

indicaram efeito aditivo entre SfN e Rv. 

 

 

Fármacos / 

Misturas 

Média das FICs ±DP - IC-50 

 

 
FIC-SfN+ FIC-Rv 

 FIC SfN 
 

 
FIC Rv 

 
∑ FICs 

SfN 

(monoterapia) 
 1 

 
0 

 
1 

SfN+Rv (4+1)  2,02  0,10  2,12 

SfN+Rv (3+2)  0,63  0,08  0,71 

SfN+Rv (2+3)  0,69  0,21  0,9 

SfN+Rv (1+4)  0,34  0,28  0,62 

Rv 

(monoterapia) 
 0 

 
1 

 
1 

Médias ±DP  0,92 ±0,75  0,1675 ± 0,09  1,08 ± 0,70 
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Figura 7– Isobolograma representativo da interação in vitro contra amastigotas da cepa Y 

do Trypanosoma cruzi. Os números na abcissa representam os FICs da IC50 do fex-sulfona e 

os na ordenada, do ravuconazol. Os dados representam a média de 2 experimentos 

independentes. 

  

A avaliação das combinações entre SfN e Rv sobre formas amastigotas de T. 

cruzi mostrou que não há antagonismo entre esses fármacos in vitro nas diferentes 

proporções testadas. Adicionalmente, não foi detectada toxicidade resultante do uso 

combinado. Esses resultados evidenciaram a importância de estudar essa estratégia 

farmacológica em modelo in vivo de infecção por T. cruzi.  

  

5.2.Resultados in vivo 

 

Considerando os resultados das avaliações in vitro, foi avaliado o efeito in vivo 

das combinações de fex-sulfona (SfN) e E1224 (pró-fármaco do ravuconazol). Estudos 

anteriores (Bahia et al., 2014a; Diniz et al., dados não publicados) estabeleceram as 

doses ótimas de E1224 e SfN, 10mg/kg e 100mg/kg, respectivamente. Dose ótima se 

refere àquela capaz de induzir 100% de cura na infecção murina aguda pela cepa Y de 

T. cruzi, a qual é parcialmente resistente ao fármaco de referência, o benznidazol 
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(Filardi e Brener, 1987). Considerando esses dados, foram utilizadas metade e um 

quarto das doses ótimas de cada fármaco para a avaliação da combinação. Assim, 

camundongos Swiss infectados pela cepa Y de T. cruzi foram tratados com SfN (25 e 50 

mg/kg) e E1224 (2,5 e 5 mg/kg), administrados isoladamente e em combinação (SfN-

25+ E1224-2,5 e SfN-50+E1224- 5mg/kg). 

Os camundongos infectados e não tratados apresentaram altos níveis parasitêmicos, 

com pico aos 8 dias após a infecção, a qual induziu mortalidade em 100% desses 

animais num prazo de 24 dias. Por outro lado, todos os animais tratados com os 

diferentes esquemas terapêuticos foram completamente protegidos da mortalidade 

(Figura 8). 

A administração de E1224 nas doses de 2,5 e 5,0 mg/kg e de Bz 100 mg/kg foi 

eficaz em suprimir a parasitemia a partir do segundo dia de tratamento (Figura 8A). Por 

outro lado, o tratamento com 25 mg/kg do fex-sulfona não foi capaz de induzir esse 

mesmo efeito, apesar de levar a uma redução significativa do número de parasitos 

detectados pelo exame de sangue a fresco em relação ao controle infectado e não tratado 

(Figura 8B). De forma diferente, quando administrados 50 mg/kg de SfN, o número de 

formas tripomastigotas observado no dia pico de parasitemia foi significativamente 

reduzido, sendo detectada supressão da parasitemia em 5/7 animais a partir do 12
o
 dia 

de tratamento (Fig 8B). Em relação à terapia combinada, em ambos os grupos tratados 

(SfN-25mg/kg + E1224-5mg/kg e SfN-50mg/kg + E1224-2,5mg/kg) não foram 

detectados parasitos no sangue periférico durante todo o período de tratamento (Figura 

8C). 

Após o fim do tratamento, o efeito positivo das combinações de E1224 e SfN 

pôde ser verificado considerando os percentuais de reativação da parasitemia 

encontrados. Nos animais tratados com E1224-5mg/kg em combinação com SfN 

25mg/kg, houve reativação da parasitemia em apenas um animal (14%), enquanto 

naqueles tratados com essas doses em monoterapia, a reativação natural da parasitemia 

ocorreu em 43% (3/7) do grupo e nos animais tratados com SfN 25mg/kg a parasitemia 

foi persistentemente positiva (Figura 8C).  
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Figura 8: Eficácia do E1224 e fex-sulfona (SfN) em suprimir a parasitemia de camundongos infectados pela 

cepa Y do Trypanosoma cruzi. (A) parasitemia dos grupos tratados com as monoterapias de E1224 2,5 e 5,0 mg/Kg; 

(B) parasitemia dos grupos tratados com as monoterapias de fex-sulfona 25 e 50 mg/Kg; (C) parasitemia dos grupos 

tratados com as combinações 2,5mg/Kg+50mg/Kg e 5,0mg/Kg+25mg/Kg de E1224 e fex-sulfona.  Média e desvio 

padrão da parasitemia dos animais inoculados pela via intraperitoneal com 5x103formastripomastigotas da cepa Y do 

Trypanosoma cruzi e tratados por 20 dias consecutivos, a partir do 4o dia de infecção com E1224; CI–grupo controle 

infectado e não tratado. Triângulos indicam último dia de tratamento. 
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Quando utilizados 50mg/kg de SfN, foi detectada reativação natural da infecção 

em 100% dos animais após o tratamento. Por outro lado, quando essa dose foi associada 

a 2,5mg/kg de E1224, houve reativação da infecção, induzida pela imunossupressão, em 

apenas 1 animal (14%). Esses dados mostram um efeito positivo resultante da 

associação dos fármacos na redução da carga parasitária, visto que nos camundongos 

tratados com E1224 2,5mg/kg em monoterapia houve reativação natural em 4/7 animais 

(57%).  Os tratamento com a dose padrão de Bz, 100 mg/kg, preveniu a reativação da 

parasitemia em 6/7 animais. 

Adicionalmente, foi avaliado o peso de todos os animais durante e após 10 dias 

do fim do tratamento. Foi detectada uma redução significativa do peso dos animais 

infectados e não tratados, que coincide com a parasitemia elevada.  Em todos os animais 

tratados, o ganho de peso foi similar aos animais não infectados durante todo o período 

de tratamento, indicando que os tratamentos não induzem toxicidade e ao contrário 

preveniram a perda de peso. Apenas nos camundongos tratados com SfN 25mg/kg 

houve uma redução significativa do peso detectada no último dia de tratamento quando 

comparado aos animais não infectados. Provavelmente, essa redução no ganho de peso 

foi devida à infecção, visto que nesses animais não foi observada supressão da 

parasitemia. Entretanto, após o término do tratamento, todos os grupos tratados 

apresentaram ganho de peso (Figura 9). 
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Figura 9: Percentual de ganho de peso observado em animais inoculados com a cepa Y do Trypanosoma.cruzie 

tratados com:  2,5 e 5,0 mg/kg de E1224;  25 e 50 mg/kg de fex-sulfona; as combinações (SfN-25mg/kg + E1224-

5mg/kg e SfN-50mg/kg + E1224-2,5mg/kg) e benznidazol 100mg/kg (Bz) a partir do 1° dia de tratamento, 

durante 20 dias consecutivos e até 10 dias após o fim do tratamento. mg/kg-mg/quilograma de peso corporal. 

p<0,0005*** 

 

A tabela 3 resume os dados de mortalidade e reativação da parasitemia e indica 

os resultados dos ensaios de PCR realizados após extração do DNA de amostras de 

sangue coletadas 30 e 180 dias após o tratamento. A redução da carga parasitária 

evidenciada pela supressão da parasitemia foi confirmada pelos índices reduzidos de 

falha terapêutica observados nos camundongos tratados com as diferentes combinações 

quando comparadas às monoterapias. Esses percentuais de cura são comparados com os 

observados para as monoterapias de E1224, já que os tratamentos com o SfN não 

induziram cura. Foi identificada cura parasitológica, de acordo com os parâmetros 

estabelecidos, em 28,7% e 42,8% dos animais tratados com E1224 2,5mg/kg e 5mg/kg, 

respectivamente.De forma interessante, quando essas doses foram associadas ao 

metabólito SfN, observou-se 85,7% de cura. Por outro lado, o tratamento com Bz na 

dose de 100mg/Kg, esse percentual foi de 66,7% (Tabela 3). 
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Tabela 3.  Resultado dos testes realizados no controle de cura dos animais infectados com a cepa Y e tratados com E1224 e o metabólito 

fex-sulfona do fexinidazol em monoterapia ou em combinação por 20 dias consecutivos. 
1 

 

Grupos experimentais/dose
 

 

Número de 

sobreviventes/ 

Número total de animais 

 

Numero de ESF negativo
2
/ 

Número de animais 

 

Número de amostras de 

sangue com PCR positivo
3
 

/número de animais 

 

Total de testes 

negativos/número 

de animais 

(% de cura) 

Controle não infectado 6/6 6/6 0/6 6/6 

Controle infectado 0/7 0/7 NR
5 

0/7 

E1224/2,5mg/kg 7/7 3/7 1/3 2/7 (28,7%) 

E1224/5,0mg/kg 7/7 4/7 1/4 3/7 (42,8%) 

Fex-sulfona/25mg/kg 7/7 0/7 NR
6 

0/7 (0%) 

Fex-sulfona/50mg/kg 7/7 0/7 NR
6
 0/7 (0%) 

E1224/2,5mg/kg + Fex-sulfona/50mg/kg 7/7 6/7 0/6 6/7 (85,7%) 

E1224/5mg/kg + Fex-sulfona/25mg/kg 7/7 6/7 0/6 6/7 (85,7%) 

Benznidazol/100mg/kg 6/6 5/6 1/5 4/6 (66,7%) 

1
Camundongos Swiss fêmeas (n=7), pesando  20 a 24 g foram inoculados com 5x10

3 
tripomastigotas (cepa Y) 

O tratamento foi iniciado 4 dias após a inoculação.  
2
 ESF – exame de sangue a fresco realizado antes e após imunossupressão com ciclofosfamida 

3
qPCR foi realizado no primeiro e no sexto mês após o tratamento  

5
 Todos os camundongos morreram antes do 30º dia após a inoculação. 

6
NR -Todos os animais tiveram resultados positivos no exame de sangue a fresco 



Reis-Mota, L. W.                                                                                                Resultados 
 

41 
 

A fim de avaliar o impacto do tratamento na resposta imune humoral, foram 

dosados os níveis de anticorpos da classe IgG anti-T.cruzi 180 dias após o tratamento. 

Quando comparados os níveis de IgG encontrados no soro dos animais tratados com as 

drogas em monoterapia não houve diferença em função da utilização de metade ou ¼ da 

dose ótima. Em relação à administração das combinações, foi observada redução 

significativa nos níveis de IgG detectados nos animais tratados com a combinação SfN-

25mg/kg+ E1224-5mg/kg quando comparados com o grupos tratados com fex-sulfona 

isoladamente, mesmo utilizando a dose mais alta, 50mg/kg. Os resultados dessas 

dosagens nos soros dos animais foram concordantes com aqueles obtidos na avaliação 

parasitológica (Figura 10).  
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Figura10: Níveis de anticorpos da classe IgG detectados no soro  dos animais (180  dias após o 

tratamento) infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados com E1224 e fex-sulfona em 

monoterapia ou em combinação. 

 

Os resultados apresentados,avaliados de forma conjunta, mostram que o tratamento com 

as diferentes doses de E1224 e SfN, administradas em combinação, induzem a uma 

maior redução da carga parasitária em relação às mesmas doses administradas 

isoladamente. Considerando que as subdoses de sulfona não são suficientes para 
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induzirem cura isoladamente, pode-se sugerir que o SfN tem a capacidade de potenciar 

os efeitos de subdoses de E1224 na infecção murina por T. cruzi, apesar do encontro de 

interação indiferente in vitro. 
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6. DISCUSSÃO 

 

De acordo com o Consenso Brasileiro em Doença de Chagas (CBDC, 2005), o 

tratamento de primeira escolha para a doença de Chagas deve ser realizado com 

benznidazol, na dose de 5 a 7mg/Kg de peso, por 60 dias. A terapêutica é recomendada 

na doença congênita, fase aguda, fase crônica recente e quando há reagudização em 

conseqüência de imunossupressão. Essas recomendações são baseadas em diversos 

estudos que demonstraram que, em geral, quanto antes o tratamento etiológico é 

instituído, maiores as chances de sucesso (para revisão, ver Guedes et al., 2011). Em 

relação ao tratamento da fase crônica tardia, a qual acomete atualmente cerca de 8 

milhões de indivíduos, evidências atuais baseadas em estudos experimentais e clínicos, 

indicam que o tratamento deve ser oferecido a todos os indivíduos infectados por T. 

cruzi, exceto para aqueles com doença cardíaca e/ou digestiva avançada. De qualquer 

forma, ainda não há indicação clara de tratamento em larga escala dos casos crônicos na 

perspectiva de programas de saúde pública no Brasil (CBDC, 2005). Isso se deve aos 

baixos índices de cura parasitológica observados no tratamento da fase crônica 

(Ferreira, 1990; Viotti, 2000; Lauria-Pires, 2000; Suasnábar, 2000; Braga, 2000; 

Cançado, 2002) e à incerteza da capacidade do benznidazol em interferir nas lesões 

causadas pela infecção (Andrade et al., 1985;Garcia et al. 2005).   

Considerando a eficácia variável do tratamento com benznidazol, o longo tempo 

de administração necessário e ainda as reações adversas decorrentes do tratamento, 

diferentes estratégias têm sido utilizadas na busca de alternativas terapêuticas, 

incluindo: i) otimização da terapêutica atual, por meio de reformulação dos fármacos de 

referência, bem como alteração da posologia; ii) introdução da terapia de combinação; e 

iii) identificação de novas drogas (Espuelas et al., 2012; Bahia et al., 2014b).  

 A terapia de combinação de fármacos, que foi abordada no presente estudo, é 

atualmente a estratégia mais promissora para o tratamento da doença de Chagas. Há 

várias razões que fundamentam a potencial utilização dessa estratégia: a associação de 

diferentes medicamentos pode possibilitar aumento de eficácia; redução das doses ou do 

tempo de tratamento, resultando em menos efeitos tóxicos e ainda redução dos custos. 

Além disso, no caso de combinações usando diferentes classes farmacológicas, o 

tratamento pode retardar o aparecimento de resistência do patógeno aos fármacos (Chou 

e Talalay, 1984; Chou 2010; Fivelman et al., 2004; Espuelas et al., 2012). 
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Nesse estudo foi avaliado o efeito da terapia de combinação utilizando fármacos 

com reconhecida atividade anti-T. cruzi: os metabólitos do fexinidazol, um derivado 

nitroimidazólico recentemente avaliado em estudos pré-clínicos e o ravuconazol (ou seu 

pró-fármaco, E1224), um derivado azólico que apresenta potente efeito tripanocida. 

Inicialmente, foram realizados experimentos in vitro com os dois metabólitos do 

fexinidazol, fex-sulfona e fex-sulfóxido e o ravuconazol a fim de identificar a natureza 

da interação entre esses fármacos. A linhagem celular H9c2 foi escolhida para essa 

avaliação, visto que é altamente susceptível à infecção por T. cruzi e expressa múltiplos 

genes CYP em níveis comparáveis aos expressos naturalmente em cardiomiócitos, 

permitindo que ela seja um bom modelo para estudos que envolvam a atividade 

metabólica cardíaca (Zordoky e El-Kadi, 2007). Os valores de IC-50 obtidos para cada 

fármaco isoladamente foram concordantes com os descritos na literatura. O Rv 

apresentou IC-50 de 0,08 ± 0,042 nM, semelhante ao valor observado por Urbina et al. 

(2003b) e Moraes et al. (2014), que demonstraram que esse derivado azólico é ativo 

contra o T. cruzi em escala nano a subnanomolar. A atividade de ambos os metabólitos, 

SfX e SfN,  se deu em escala micromolar e foi semelhante à descrita por Moraes 

et.al.(2014) e Bahia et al. (2014), utilizando diferentes tipos celulares. Adicionalmente, 

os valores de IC-50 do benznidazol foram concordantes com os obtidos por outros 

autores (Luna et al., 2009; Romanha et al., 2010; Batista et al.,2012). A diferença na 

potência dos fármacos in vitro já era esperada e está relacionada à classe farmacológica. 

Em geral, nos experimentos de quimioterapia anti-tripanossomatídeos valores de IC-50 

na escala micromolar são obtidos para derivados nitroheterocíclicos, a exemplo do 

benznidazol e nifurtimox (Neal et al., 1988; Romanha et al., 2010; Torrelle et al., 

2010), enquanto os derivados azólicos ativos contra os parasitos, como ravuconazol e 

posaconazol, apresentam atividade em concentrações significativamente inferiores 

(Molina et al., 2000; Urbina et al., 2003). 

Antes de prosseguir para a determinação do efeito in vitro dos compostos 

quando combinados, foi avaliada a citotoxicidade do Rv e metabólitos quando 

incubados com células H9c2, isoladamente ou em combinações. Foi observado que a 

utilização de concentrações no mínimo 13 vezes superiores aos valores de IC-50 de 

cada fármaco não induziu toxicidade.  Esse resultado corrobora aqueles obtidos em 

outros estudos (Toreele et al., 2010; Wyllie et al., 2013),  que encontraram  índices de 

seletividade (IC-50célula/IC-50parasito) elevados para ambos os metabólitos, indicando 
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ausência de toxicidade para células de mamíferos. Adicionalmente, Tweats et al., 

(2012) mostraram que o fexinidazol e seus metabólitos não induzem genotoxicidade in 

vitro e in vivo. Em relação ao Rv, valores de até 1µM, isto é, mais de 12500 vezes 

superiores ao valor de IC-50, não interferiram na viabilidade das células. Diversos 

estudos já haviam demonstrado a ausência de toxicidade desse derivado azólico in vitro 

(Urbina et al., 2003b; Moraes et al., 2014) e segurança in vivo (Urbina et al., 2003b; 

Diniz et al., 2010; Watt et al., 2013). Adicionalmente, o Rv foi bem tolerado em 

humanos saudáveis em doses única (Olsen et al.,2000) e múltiplas (Mikamo et al., 

2002).  

Drogas que se apresentam seguras quando utilizadas isoladamente podem vir a 

interagir entre si e induzir toxicidade. Considerando a ausência de toxicidade in vitro 

dos compostos isoladamente, foi avaliado se o fato de combinar essas drogas induziria 

redução na proliferação das células. Não foi observada interação entre esses fármacos 

no sentido de potenciar efeitos tóxicos sobre células de mamíferos. Quando a incubação 

foi feita utilizando as maiores concentrações de SfN e Rv (200 μM + 1 μM), houve 

diminuição da proliferação celular, provavelmente devido às altas concentrações de 

fármacos. Por outro lado, essa mesma combinação, porém usando metade da 

concentração não induziu qualquer toxicidade, assim como as combinações de SfX e 

Rv.    

Considerando a atividade dos fármacos in vitro, com valores de IC-50 na faixa 

de sub-nanomolar a micromolar e ainda a ausência de toxicidade resultante das 

combinações, foi avaliada a natureza da interação entre as diferentes classes 

farmacológicas sobre a infecção por T.cruzi in vitro. Estudos farmacocinéticos 

demonstraram (Brun et al., 2011; Bahia et al., 2014a) que  fex-sulfona é  metabólito 

final e responsável pela atividade do fexinidazol in  vivo; ou seja, após administração 

oral de fexinidazol ou fex-sulfóxido, esses são convertidos no derivado fex-sulfona, o 

metabólito ativo. Ainda, recentemente Bahia et al., (2014a) demonstraram que SfN 

apresenta níveis plasmáticos sustentados  superiores aos valores de IC-50 determinados 

in vitro. Levando em conta esses dados e ainda que a avaliação in vitro orientaria os 

estudos em modelo animal, o metabólito fex-sulfona foi escolhido para as avaliações 

subseqüentes. 



Reis-Mota, L. W.                                                                                                  Discussão 
 

47 
 

A classificação da natureza da interação entre diferentes fármacos em uma 

combinação pode ser feita de diferentes maneiras (Berenbaum, 1978; Hallander et al., 

1982; Tallarida, 2002; Chou et al.,1984; Chou, 2010; Jonker et al., 2005). Neste estudo 

foi utilizado o método de proporções fixas modificado (Fivelman et al., 2004), sendo a 

natureza da interação classificada por meio da FICs (concentração inibitória fracionada) 

(Fivelman et al., 2004) e representada isobolograficamente. O método de FICs leva em 

conta o valor de IC-50 de cada fármaco isoladamente e em cada uma das diversas 

misturas ou combinações. Ou seja, considera a atividade da proporção de cada uma das 

drogas na combinação. Ao final da análise é feito o somatório das FIC (∑FICs) de 

ambos os fármacos detectadas para as 4 misturas. A média desses valores de ∑FICs é 

utilizada para classificar a natureza da interação. Existem duas formas de classificar a 

natureza da interação em função desse parâmetro: alguns autores (Chou e Talalay, 1984; 

Rodrigues et al., 2014) utilizam o valor de ∑FICs igual a 1 como ponto de corte; nesse 

caso, se ∑FICs for menor que 1 há interação sinérgica, se maior que 1, antagônica e 

caso igual a 1, há ausência de interação, o mesmo que efeito aditivo. Entretanto, tem 

crescido o consenso de que não é racional fazer interpretação acerca da natureza da 

interação em torno dos valores próximos de 1; tirar conclusões que interações são 

aditivas, antagônicas ou mostram sinergismo a partir de dados de ∑FIC ligeiramente 

acima ou abaixo de1,0 parece dar uma interpretação positiva ou negativa sobre as 

conclusões que, dentro dos limites do erro experimental, realmente indicam apenas 

ausência de interação entre os compostos (Odds, 2003). Nesse sentido, atualmente os 

autores têm sido estimulados a definir a natureza da interação como sinérgica se 

∑FIC≤0,5; antagônica se ∑FIC>4 e ausência de interação se 0,5<∑FIC≤ 4 (Seifert et al. 

2006, Planer et al., 2014.). Essa classificação foi utilizada no presente estudo. Os 

resultados demonstraram que não há interação entre fex-sulfona e Rv in vitro, mas 

apenas um somatório da atividade de ambos, o que caracteriza efeito aditivo. Os valores 

de ∑FIC encontrados para as diferentes misturas variaram de 0,62 a 1,2, com média de 

1,08 ± 0,70 (Tabela 2). 

Considerando os estudos de combinações de fármacos em diversas patologias (a 

exemplo de câncer, HIV, infecções bacterianas e fúngicas, malária) há um número 

muito reduzido de trabalhos que avaliaram combinações de fármacos no tratamento da 

infecção por T. cruzi. A maioria deles envolveu a associação de compostos inibidores da 

biossíntese de ergosterol do parasito, resultando, em geral, em efeito sinérgico. Urbina 
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et al. (1988; 1993) e Santa Rita et al., (2005)  demonstraram que inibidores da 

biossíntese do ergosterol que atuam em diferentes pontos dessa via biossintética, como 

o terbinafina, lovastatina e análogos de fosfolipídeos podem potenciar o efeito 

tripanocida do cetoconazol in vitro, resultando em interação sinérgica. Ainda, a 

amiodarona, um fármaco antiarrítmico utilizado no tratamento de pacientes cardiopatas, 

incluindo chagásicos, potencializa o efeito tripanocida do posaconazol in vitro (Benaim 

et al., 2006; Veiga-Santos et al., 2012).  Quando avaliadas em modelo murino de 

infecção por T. cruzi, essas mesmas combinações possibilitaram a redução de doses ou 

aumento da eficácia do tratamento, indicando que drogas que interagiram de maneira 

sinérgica in vitro resultaram em efeito positivo in vivo. 

A mistura de SfN e Rv apresentou efeito aditivo in vitro na eliminação de 

formas amastigotas da cepa Y de T. cruzi. Considerando esse resultado, foi avaliado o 

efeito da combinação de SfN e Rv no tratamento da fase aguda da infecção de 

camundongos pela cepa Y de T. cruzi quando comparado ao efeito dos fármacos 

administrados em monoterapia. A translação in vitro-in vivo de combinações de 

fármacos não é ainda bem estabelecida. A seleção de doses e proporções ótimas de cada 

fármaco, mesmo nos casos de efeito preditivo in vitro demonstrado, permanece um 

desafio. Deste modo, a escolha das doses para o tratamento foi feita levando em 

consideração os dados de Bahia et. al., 2014 e Diniz et.al.(dados não publicados), que 

definiram as doses ótimas (curam 100%) de SfN (100mpk) e E1224 (10mpk) para o 

tratamento da infecção murina pela cepa Y de T. cruzi. Foram utilizadas metade e um 

quarto dessas doses, a fim de possibilitar a identificação de interação entre os fármacos. 

A escolha das proporções de cada droga levou em consideração os resultados dos 

experimentos in vitro. Apesar do resultado global indicar efeito aditivo, a mistura que 

continha a menor proporção de SfN e maior proporção de Rv (1:4 partes, 

respectivamente), apresentou o valor de ∑FIC mais próximo entre o limite entre  

sinergismo e aditividade (0,62). Por outro lado, quando a maior concentração de fex-

sulfona foi misturada à menor de Rv, o mais alto valor de ∑FIC (2,12) foi obtido. Nesse 

sentido, optamos por avaliar essas duas proporções; um grupo de animais foi tratado 

com 50mpk de SfN e 2,5mpk de E1224 e outro grupo tratado com 25mpk de SfN e 

5mpk de E1224. As mesmas doses foram utilizadas em monoterapia. 

 O efeito positivo da terapia combinada pôde ser observado pela redução da 

carga parasitária observada nesses grupos quando comparados à administração das 
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mesmas doses em monoterapia. Nos animais que receberam E1224- 2.5mpk ou SfN- 

50mpk isoladamente, houve reativação natural da parasitemia em 57% e 100% 

camundongos, respectivamente, a partir do 9º dia após o término do tratamento. Por 

outro lado, não foi detectada reativação natural da parasitemia quando utilizadas essas 

mesmas doses em combinação. Somente após a imunossupressão, detectaram-se 

parasitos no sangue periférico em 1/7 (14%) animais. Efeito semelhante foi observado 

quando utilizados E1224-5mpk + SfN- 25mpk; a administração de subdoses de SfN em 

monoterapia não foi capaz de levar à supressão da parasitemia e nos animais tratados 

com E1224 houve reativação natural, após o 16º dia pós-tratamento, em 3/7 (42%) 

camundongos. De forma interessante, quando essas mesmas doses foram associadas, 

detectou-se parasitos no sangue periférico de apenas 1 animal, evidenciando o benefício 

da terapia combinada.  

A potente redução da carga parasitária foi confirmada pelos níveis reduzidos de 

falha terapêutica nos animais que receberam o tratamento combinado. A avaliação dos 

testes parasitológicos em conjunto com a PCR revelou que, enquanto nenhum dos 

animais tratados com SfN (em ambas as doses) foi curado e 2/7 (28,7%) e 3/7 (42,8%) 

dos animais tratados com E1224 nas doses de 2,5mpk e 5,0 mpk, respectivamente, 

foram curados, verificou-se cura em 85,7% dos animais tratados com cada combinação, 

mostrando claramente o sucesso da estratégia utilizada e sugerindo interação entre os 

fármacos in vivo.   

Os níveis de anticorpos anti-T. cruzi detectados aos 180 dias após o tratamento 

mostraram uma tendência de redução no caso de sucesso terapêutico, confirmando a 

redução da carga parasitária. Estes resultados estão de acordo com os dados de Garcia et 

al., (2005) que demonstraram uma redução dos níveis de anticorpos anti-T. cruzi nos 

animais tratados com Bz. A resposta imune humoral exerce um importante papel no 

controle da parasitemia e na resistência à infecção por T. cruzi (Krettli e Brener, 1976). 

Imunoglobulinas G anti-T. cruzi são produzidas logo no início da fase aguda da doença 

e reagem principalmente com moléculas de superfície das formas tripomastigotas, sendo 

importantes no controle do parasitismo. Assim, quando analisados de forma conjunta 

com a negativação dos testes parasitológicos, os menores níveis de anticorpos IgG anti-

T. cruzi sugerem sucesso terapêutico (Cançado, 1973,Dias e Coura 1997). Por outro 

lado, um longo tempo de avaliação pode ser necessário para a diminuição dos níveis de 

anticorpos abaixo do valor discriminante, mesmo nos casos de cura parasitológica.   
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De forma geral, os resultados da avaliação in vivo mostraram que a associação 

de subdoses de SfN e E1224 possibilitou aumento da eficácia do tratamento quando 

comparada à obtida com cada fármaco isoladamente. De forma interessante, além de 

garantir esse aumento da eficácia em relação às subdoses, o percentual de cura obtido 

(85,7%) com o tratamento combinado foi próximo ao observado quando utilizadas as 

doses ótimas de cada fármaco (100%) (Diniz et al., dados não publicados; Bahia et al., 

2014a). Dessa forma, houve um grande benefício da associação de SfN e E1224 in vivo, 

devido à possibilidade da redução das doses de cada composto, confirmando os 

resultados obtidos in vitro, que mostraram a presença de efeito aditivo entre os dois 

compostos. 

O valor preditivo das combinações “aditivas” no que diz respeito à translação 

para avaliações in vivo ainda não está bem estabelecido nos estudos de quimioterapia 

experimental da doença de Chagas, provavelmente devido ao reduzido número de 

trabalhos que abordam esse assunto. Em geral, combinações sinérgicas in vitro 

induziram efeito positivo in vivo (Urbina, 1988; Santa-Rita, 2005; Benaim, 2006). No 

entanto, Planer et al., (2014), ao avaliarem 9 combinações de fármacos com diferentes 

mecanismos de ação, identificaram, in vitro, que 4 delas eram sinérgicas e 5 eram 

aditivas. Ao testarem as mesmas combinações in vivo, o melhor efeito foi atribuído a 

uma combinação aditiva, cujo valor médio de ∑FIC era 0,645. Os autores sugeriram que 

combinações aditivas próximas ao limite do sinergismo podem levar a efeitos mais 

favoráveis in vivo devido a interações biológicas entre os fármacos no organismo. No 

entanto, no presente estudo foram avaliadas combinações que apresentaram valores de 

∑FIC, para cada mistura, mais próximos (0,62) ou mais afastados (2,12) do limite de 

sinergismo in vitro,com uma média global de ∑FIC igual a 1,08, indicando efeito 

aditivo (Tabela 2). E combinações desses mesmos fármacos in vivo induziram efeito 

positivo sobre a infecção murina. Deste modo, pode-se sugerir que combinações 

aditivas in vitro devem ser avaliadas in vivo considerando a possibilidade de interações 

in vivo favoráveis.  

Ainda não foi estudado se há uma interação farmacodinâmica ou 

farmacocinética entre SfN e E1224 em camundongos ou mesmo sinergismo in vivo 

sobre os parasitos. Jia et al., (2009) descreveram as várias possibilidades de interação ou 

de potenciação de efeito entre dois fármacos. Dentre essas possibilidades incluem-se 

interações farmacodinâmicas devido a ações complementares ou facilitadoras, 

envolvendo diferentes alvos em vias relacionadas ou não e interações farmacocinéticas, 



Reis-Mota, L. W.                                                                                                  Discussão 
 

51 
 

que influenciam no metabolismo ou permeação dos fármacos. Moreira-da Silva et al., 

(2012) identificaram que interações farmacocinéticas foram responsáveis pelo 

sinergismo  observado entre o itraconazol, um inibidor da biossíntese de ergosterol, e o 

benznidazol no tratamento da infecção murina por T. cruzi. O itraconazol permitiu 

maior biodisponibilização do benznidazol, cuja atividade foi consequentemente 

aumentada. Esse pode ser um provável mecanismo de interação associado aos 

resultados promissores observados com a utilização de combinações de derivados 

azólicos e o benznidazol na quimioterapia experimental da doença de Chagas. Araújo et 

al., (2000)  avaliaram  a  eficácia da terapia de combinação de  benznidazol e 

cetoconazol em camundongos infectados por  diferentes cepas de T. cruzi. Os autores 

encontraram um efeito positivo sobre a infecção pelas cepas CL e Y, o que não foi 

observado nos animais infectados pela cepa Colombiana. Mais recentemente, Cencig et 

al., (2012) e Diniz et al., (2013) demonstraram que a combinação 

benznidazol/posaconazol induziu índices de cura parasitológica maiores que quando 

utilizados em monoterapia, indicando sinergismo entre eles.  Bustamante et al. (2014), 

ao associarem de maneira seqüencial, benznidazol e posaconazol, identificaram eficácia 

terapêutica superior utilizando um menor número de doses de cada fármaco.  

Além do aumento de eficácia terapêutica obtido com a utilização de 

combinações, o fato de associar fármacos com diferentes mecanismos de ação é de 

grande importância para evitar ou retardar o surgimento de resistência do patógeno ao 

tratamento (Chou, 1984). O fex-sulfona é um nitroimidazol; o grupo nitro presente no 

fex-sulfona é metabolizado por nitroredutases, formando espécies biologicamente ativas 

que interferem na biossíntese de macromoléculas do parasito (Wilkinson et. al., 2011). 

A eficácia desse fármaco em monoterapia já foi demonstrada em estudos anteriores 

contra diversos tripanosomatídeos (Torreele et al., 2010; Kaiser et al., 2011; Wyllie et 

al., 2013; Bahia et al., 2014a). O E1224 é um pró-fármaco do Rv, um derivado azólico, 

desenvolvido originalmente como anti-fúngico. Esse composto atua inibindo a 

biossíntese de ergosterol, que é um esterol de membrana essencial para a proliferação e 

sobrevivência de T. cruzi.   

Devido à excelente atividade anti-parasitária tanto do E1224 quanto do 

fexinidazol (que é o precursor do metabólito fex-sulfona), ambos os fármacos estão 

sendo estudados em ensaios clínicos para determinação de segurança e eficácia. O 

fexinidazol está sendo avaliado em ensaio clínico de fase II para o tratamento da 

tripanossomíase africana (Tarral et al., 2014). Os resultados até agora obtidos 
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permitiram concluir que o fexinidazol pode ser administrado com segurança a 

indivíduos sadios e que esse é um candidato em potencial para o tratamento de doenças 

causadas por tripanossomatídeos. Considerando que o fexinidazol foi administrado em 

altas doses (até 3600mg) e que a administração de doses menores do metabólito ativo, 

fex-sulfona poderia resultar em efeito similar ou superior ao do fexinidazol (Bahia et 

al., 2012; Bahia et al., 2014a), o perfil de segurança e tolerabilidade do metabólito fex-

sulfona é bastante promissor. Já o E1224 foi desenvolvido por meio de uma parceria 

entre a DNDi e a EISAI, uma indústria farmacêutica. Essa parceria envolveu o 

compromisso, por parte da EISAI, em fornecer o fármaco a um preço acessível caso 

utilizado para o tratamento da doença de Chagas. O estudo clínico para avaliação do 

E1224 foi iniciado em 2011, na Bolívia. Foi demonstrado que apesar de apresentar 

perfil favorável de segurança e toxicidade e ter sido eficaz na supressão da parasitemia 

durante o tratamento, houve falha terapêutica em cerca de 90% dos pacientes tratados, 

demonstrada por PCR (Faustino Torrico no AnnualMeeting of the American Society of 

Tropical Medicine and Hygiene, November 2013).  Esses dados mostraram que o E1224 

não foi eficaz no tratamento da doença de Chagas quando utilizado em monoterapia; 

logo, novas alternativas para administração necessitam ser consideradas.  

Assim como o E1224, nos últimos anos diversas novas drogas foram avaliadas 

em estudos pré-clínicos. Entretanto, um número extremamente limitado foi eficaz em 

induzir cura parasitológica em modelos experimentais in vivo (Bahia et al., 2014b). 

Esses dados evidenciam que é necessário buscar novas estratégias de tratamento ou 

mesmo protocolos alternativos utilizando esse número limitado de fármacos ativos, ao 

invés de desconsiderá-los. Considerando os resultados obtidos no presente estudo, do 

efeito positivo resultante da associação de SfN e Rv e ainda, a administração por via 

oral de ambos fármacos, os dados de segurança para o fexinidazol e E1224 em ensaios 

clínicos e o fato de pertencerem a diferentes classes farmacológicas, sugere-se que essa 

combinação apresenta grande potencial no tratamento da doença de Chagas humana. 

Nesse sentido, os estudos pré-clínicos devem ser ampliados a fim de comprovar a 

eficácia dessa estratégia no tratamento da infecção crônica e /ou causada por cepas 

resistentes ao benznidazol. 



Reis-Mota, L. W.                                                                                                 Conclusão 

 

54 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSÃO 



Reis-Mota, L. W.                                                                                                 Conclusão 

 

55 
 

 

7. CONCLUSÃO 

 

O ravuconazol, fex-sulfóxido e fex-sulfona apresentaram potente atividade anti-T. 

cruzi in vitro sobre a infecção de células H9c2 pela cepa Y de T. cruzi; 

 

- Os metabólitos do fexinidazol e o Rv não resultaram em efeitos tóxicos para 

células H9c2 quando utilizados isoladamente ou em combinações;  

 

- Fex-sulfona e ravuconazol atuam de maneira aditiva na eliminação de formas 

amastigotas da cepa Y de T. cruzi, quando utilizadas células H9c2; portanto, não há 

interação entre esses fármacos in vitro no modelo experimental utilizado;  

 

- A combinação de subdoses de E1224 (pró-fármaco do ravuconazol) com fex-

sulfona foi mais eficaz em induzir cura parasitológica quando comparada à 

administração dos fármacos em monoterapia nas mesmas doses;  

 

- A terapia combinada usando doses sub-ótimas (5 + 25 mg/Kg) resultou em índices 

de cura próximos aos obtidos com a administração de doses ótimas de cada fármaco 

em monoterapia;  
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