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RESUMO

Para o tratamento da doenca de Chagas (DC) existem dois farmacos, o Nifurtimox e o
Benznidazol (BNZ). O mecanismo de a¢do do BNZ consiste na formacdo de radicais livres
que podem lesar as células do hospedeiro, tendo como consequéncia o surgimento de reacfes
adversas (RAM), que precisam ser estudadas com mais detalhes para seguranca do paciente.
O Interferon gamma (IFN-y), por sua vez, € uma citocina fundamental na resposta
imunolodgica ao Trypanosoma cruzi, podendo influenciar nas formas sintomaticas da DC e no
perfil de resposta a terapia farmacologica. Este trabalho teve como objetivos estudar a
causalidade e gravidade das RAM ao BNZ, bem como a influéncia dos niveis séricos do
farmaco, do IFN-y e do polimorfismo genético do fator regulador de interferon (IRF). Trata-se
de um estudo de coorte prospectivo de pacientes com DC que realizaram o tratamento com
BNZ no Laboratério de Pesquisa em Doenca de Chagas (LPDC). A avaliacdo das RAM foi
realizada em média de 30 e 60 dias ap0s o inicio do tratamento e incluiu andlises clinicas e
laboratoriais. As RAM foram classificadas quanto a causalidade e quanto a gravidade. O BNZ
foi quantificado no soro por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. ConcentracGes de IFN-
y foram determinadas no soro por ensaio imunoenzimatico e a frequéncia de polimorfismos
nos genes dos fatores reguladores de interferon (IRF), IRF1 e IRF8, foram realizadas através
da Reacdo em Cadeia da Polimerase. Observou-se alta prevaléncia de RAM, a maioria
classificada como possiveis e provaveis, de gravidade leve a moderada. Foi possivel verificar
que as RAM ndo estavam relacionadas com as concentracfes séricas de BNZ, mas mostrou
associacdo em relacdo aos niveis séricos de IFN-y. Ademais, 0s niveis séricos de IFN-y
estavam mais elevados nos pacientes com a forma digestiva e naqueles com a forma cardiaca,
durante e apos tratamento com BNZ. As RAM associadas a interrup¢éo e intervengdes foram
as que afetaram o sistema dermatolégico, sistema nervoso central e periférico e 6rgdos do
sentido como a ageusia. Também foram observadas leves alteracbes hematoldgicas e
bioquimicas como neutrofilia e linfopenia. O método adaptado para quantificacdo de BNZ
mostrou-se adequado para a quantificacdo do BNZ em soro humano. Quanto ao polimorfismo,
0 gendtipo selvagem de IRF8 apresentou niveis mais baixos de IFN-y, sugerindo que a forma
indeterminada da doenca estd mais relacionada a individuos sem polimorfismos (gene
selvagem) para IRF8. Apesar da presenca de varias RAM, o BNZ mostra-se seguro desde que
o0 tratamento seja acompanhado por médicos e farmacéuticos, demonstrando a importancia do
servico prestado pelo LPDC no acompanhamento dos pacientes promovendo uma
farmacoterapia segura. Mecanismos que favorecem a predisposi¢do a uma determinada forma
clinica da DC ou no aparecimento das RAM ao BNZ ainda sdo desconhecidos, mas 0s
resultados encontrados com este trabalho aventam a possibilidade de que o conhecimento dos
polimorfismos auxiliara na compreensdao da patologia, melhorando o direcionamento
terapéutico no futuro, necessitando de estudos clinicos que avaliem as frequéncias de
polimorfismos genéticos e as concentragdes de citocinas nos diferentes estagios da DC.

Palavras-chave: ReacOes adversas relacionadas a medicamentos; Exames e Diagnosticos
laboratoriais; Interferon gama, Polimorfismo de nucleotideo Unico; Trypanosoma cruzi;
Cromatografia Liquida de Alta Pressao.



ABSTRACT

For the treatment of Chagas disease (CD) there are two drugs, Nifurtimox and Benznidazole
(BNZ). The mechanism of action of BNZ consists in the formation of free radicals that can
damage host cells, resulting in adverse drug reactions (ADR), which need to be studied in
more detail for patient safety. Interferon gamma (IFN-y), in its turn, is a fundamental cytokine
in the immune response to Trypanosoma cruzi, which may influence the symptomatic forms
of CD and the response profile to drug therapy. This work aimed to study the causality and
severity of ADRs to BNZ, as well as the influence of serum levels of the drug, IFN-y and the
genetic polymorphism of the interferon regulatory factor (IRF). This is a prospective cohort
study of patients with CD who underwent treatment with BNZ at the Chagas Disease
Research Laboratory (LPDC). The evaluation of ADRs was performed at a mean of 30 and 60
days after the start of treatment and included clinical and laboratory analyses. ADRs were
classified according to causality and severity. BNZ was quantified in serum by High
Performance Liquid Chromatography. IFN-y concentrations were determined in serum by
enzyme immunoassay and the frequency of polymorphisms in the genes of interferon
regulatory factors (IRF), IRF1 and IRF8, were performed using the Polymerase Chain
Reaction. A high prevalence of ADRs was observed, most classified as possible and probable,
of mild to moderate severity. It was possible to verify that the ADRs were not related to the
serum concentrations of BNZ, but showed an association in relation to the serum levels of
IFN-y. Furthermore, serum IFN-y levels were higher in patients with the digestive form and in
those with the cardiac form, during and after treatment with BNZ. ADRs associated with
interruption and interventions were those that affected the dermatological system, central and
peripheral nervous system and sense organs such as ageusia. Mild hematological and
biochemical alterations such as neutrophilia and lymphopenia were also observed. The
adapted method for quantification of BNZ proved to be suitable for the quantification of BNZ
in human serum. As for the polymorphism, the wild-type IRF8 genotype showed lower levels
of IFN-y, suggesting that the indeterminate form of the disease is more related to individuals
without polymorphisms (wild gene) for IRF8. Despite the presence of several ADRs, BNZ is
safe as long as the treatment is supervised by physicians and pharmacists. It is noted the
importance of the service provided by the LPDC in the follow-up of patients promoting safe
pharmacotherapy. Mechanisms that favor the predisposition to a specific clinical form of CD
or the appearance of ADRs to BNZ are still unknown, but the results found with this work
suggest the possibility that the knowledge of polymorphisms will help in the understanding of
the pathology, improving the therapeutic direction in the future, requiring clinical studies to
evaluate the frequencies of genetic polymorphisms and the concentrations of cytokines in the
different stages of CD.

Keywords: Adverse drug reactions; Laboratory tests and diagnostics; Interferon gamma,
Single Nucleotide Polymorphism; Trypanosoma cruzi; High Pressure Liquid Chromatography.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas — consideracdes gerais

A doenca de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase americana,
foi descoberta em 1909, pelo médico e pesquisador Carlos Ribeiro Justiniano Chagas. Essa
doenca é causada pelo protozoario sanguineo flagelado Trypanosoma cruzi e transmitida de
forma natural por um inseto hemat6fago da familia Reduvidae. O inseto vetor infectado ao se
alimentar de sangue de uma pessoa, elimina seus excrementos infectados com T. cruzi, que
podem ser arrastados pela vitima para o local da picada causando assim a infeccdo. Outras
formas de transmissdo sdo transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos, congénita, acidentes
de laboratério e oral, esta ultima via é prevalente na regido norte do Brasil devido a ingestao
de acai in natura com fezes ou urina de triatomineos infectado com T. cruzi (BRASIL, 2014,
WHO, 2022).

A doenca ainda hoje representa um grave problema de satde publica na América
Latina (WHO, 2022). Dentre as doencas endémicas, esta enfermidade ocupa lugar de destaque,
seja pelo grau de morbidade e letalidade, seja pelo custo econdmico e social que representa.
Deixou de ser exclusiva da América Latina porque nas ultimas décadas se espalhou para
outros continentes, como Estados Unidos, Canada, e muitos paises da Europa e alguns paises
ocidentais do Pacifico (WHO, 2022).

Na Ameérica Latina, o nimero de infectados chegou préximo de 20 milhdes no
inicio da década de 1980, com 100 mil novos casos por ano (WHO, 2002; 2010), e uma
incidéncia anual de 41.200 casos por via vetorial (OPAS, 2006). A reducdo no surgimento de
novos casos se deu principalmente pelo controle das duas principais modalidades de
transmissdo: a vetorial e a transfusional (WHO, 2010). No mundo, estima-se que existam de 6
a 7 milhdes de pessoas infectadas pelo T. cruzi e cerca de 75 milhdes de pessoas expostas ao
risco de contrair a doenca (WHO, 2022).

Martins-Melo et al., (2014) publicaram o primeiro estudo com revisdo sistematica
e metanalise para estimar a prevaléncia da doenca de Chagas no Brasil. Incluindo publicacGes
de 1980 a 2012, a prevaléncia agrupada estimada da doenca de Chagas foi de 4,2%, variando
de 4,4% na decada de 1980 a 2,4% ap0os 2000. Neste estudo, as maiores prevaléncias foram
verificadas em: mulheres (4,2%), maiores de 60 anos (17,7%), residentes nas regides
Nordeste (5,0%) e Sudeste (5,0%) e em areas mistas, urbana/rural (6,4%), estimando-se que

4,6 milhdes de pessoas estariam infectadas por T. cruzi no Brasil.
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Entre 1999 e 2007, ocorreram 53.930 6bitos no Brasil relacionados a doenga de
Chagas, sendo causa basica ou causa associada. Como causa basica foram identificadas:
complicacdes diretas do envolvimento cardiaco, como os transtornos de conducdo/arritmias
(41,4%) e a insuficiéncia cardiaca (37,7%). E como causa associada das doencas
cerebrovasculares (13,2%), doencas isquémicas do coracdo (13,2%) e as doengas
hipertensivas (9,3%). Sendo considerada a mais grave doenca cronica transmissivel
(MARTINS-MELO et al., 2012), no periodo de 2000 a 2013, com 68.206 mortes registradas
no Brasil, uma média de 4.872 por ano, segundo o Sistema de InformacGes sobre Mortalidade
(SIM) (MARTINS-MELO et al., 2016). E atualmente, em todo o mundo estima-se que
ocorram cerca de 10.000 mortes a cada ano (WHO, 2022).

Em 2020, no periodo de marco a agosto, foram registrados no pais 1.746 dbitos
tendo a DC como causa basica. Em alguns casos, a COVID-19 foi citada como comorbidade
que pode ter agravado ou contribuido direta ou indiretamente na causa do 6bito (BRASIL.
2021).

Considerando projecdes de estimativas de prevaléncia de infeccdo por T. cruzi,
existiram em 2020 no Brasil: 819.351 a 1.927.885 pessoas com a forma indeterminada; entre
409.676 a 963.943 pessoas com a forma cardiaca; e entre 136.559 a 321.314 pessoas com a
forma digestiva da DC. Levando em consideracdo a pandemia do novo coronavirus, sabemos
que individuos com alteracdes cardiacas (forma cardiaca) representam uma importancia
epidemiolégica em termos de agravamento dos casos e prognoésticos desfavoraveis em
decorréncia da infec¢do por SARS-CoV-2 (BRASIL, 2021).

A Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS) alertou em 2021 que 70% das
pessoas que vivem com a doenga, nas Américas, ndo sabem que estdo infectadas, devido a
auséncia de sintomas clinicos. Estima-se que mais de 10 mil pessoas morrem a cada ano em
consequéncia de complicacg6es clinicas da doenca de Chagas (OPAS, 2021).

A OPAS chama a atencdo para o fato de que o tratamento da populagdo com
doenca de Chagas € de apenas 1% a cada ano. Sabemos que para controlar a doenca e
melhorar a qualidade de vida dessas pessoas é essencial alcancar a cobertura universal de
salde, incluindo gerenciamento clinico e aconselhamento para todas as pessoas
diagnosticadas (OPAS, 2021).

A regido nordeste, principalmente o estado do Ceard, ainda representa grande
preocupacdo em termos de risco de transmissdo da DC, essa preocupacdo se deve
principalmente a trés fatores: a regido ainda permanece socialmente muito carente e possui 0s

mais altos indices de moradias pobres que sdo propicias a colonizagdo pelo triatomineo
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(FIGURA 1); é o epicentro de dispersdo de duas espécies de dificil controle pelos meios
rotineiros da Fundacdo Nacional de Saude (FNS), o Triatoma brasiliensis e o Triatoma
pseudomaculata; e nos ultimos anos, a pandemia da COVID-19, pode ter ocasionado impacto
nas acdes de assisténcia e vigilancia em salde, considerando a sobrecarga dos servicos e a
necessidade das medidas de distanciamento para reducdo da transmissdo por SARS-CoV-2
(DIAS, 1998; FREITAS; et al.,, 2007; BRASIL, 2021; GOVERNO DO ESTADO DO
CEARA, 2021).

Figura 1: indice de infestagio peridomiciliar de triatomineos por municipio. Ceard, 2015 a 2019.
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Fonte: PCDCh versio 2.14. CEVEP/COVEP/SEVIR/SESA.GOVERNO DO ESTADO DO CEARA, 2021.

Estudo realizado no municipio de Limoeiro do Norte observou uma prevaléncia
de 4,2% (FREITAS et al., 2017) e Fidalgo et al., (2021), no municipio de Quixeré, encontrou
uma prevaléncia de 3,7% de individuos infectados pelo T. cruzi.

Diante da progressiva reducdo das atividades de vigilancia entomolégica, devido

aos reduzidos indices de transmissdo vetorial, 0 Ceara se preocupa com a possibilidade de
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transmisséo ativa da doenga de Chagas em consequéncia da reducdo dessa atividade e falta de
prioridade pelo Estado. As regides de maior importancia epidemioldgica e alto risco da
transmissdo da DC pela via vetorial neste estado sdo: os sertdes dos Inhamuns (Crateus e
Taud), Baixo Jaguaribe (Jaguaruana, Limoeiro do Norte, Russas) e Centro-Sul (Ico)
(GOVERNO DO ESTADO DO CEARA, 2021).

A DC possui duas fases clinicas, a fase aguda e a fase cronica. A fase aguda
geralmente é inaparente, as manifestacdes clinicas, quando presentes, sdo febre, edema,
hipertrofia dos linfonodos, hepatomegalia, esplenomegalia e em casos mais graves a
insuficiéncia cardiaca. A fase cronica apresenta, principalmente, quatro formas clinicas
distintas: indeterminada, digestiva, cardiaca e mista (BRASIL, 2014).

A forma indeterminada caracteriza-se por um longo periodo assintomatico, que
pode durar toda a vida do individuo, com auséncia de manifestacdes clinicas; a forma
digestiva manifesta-se pelo acometimento do esdfago ou do intestino grosso, levando ao
aparecimento do megaes6fago ou do megacélon, respectivamente (BRASIL,2014).

No megaes6fago, com a destruicdo dos plexos, a atividade motora dos esfincteres
superior e inferior que controlam a passagem do bolo alimentar fica desordenada e o
individuo apresenta disfagia, azia, regurgitacdo, dor retroesternal e hipertrofia de glandulas
salivares; em casos avancados pode apresentar desnutricdo (CARVALHO et al., 2015).

A forma cardiaca é a mais preocupante, pois as doencas cardiovasculares foram
frequentemente associadas aos 6bitos relacionados a doenca de Chagas (MARTINS-MELO et
al., 2016). A presenca de alteracGes eletrocardiograficas constitui elemento fundamental na
caracterizacdo de comprometimento cardiaco significativo na doenca de Chagas
BRASIL,2014). Os pacientes podem apresentar disfuncéo sistolica do ventriculo esquerdo,
anormalidades do movimento da parede, bradicardia e taquicardia, insuficiéncia cardiaca e
morte cardiaca subita (CARDOSO et al., 2016).

Algumas teorias explicam que a destruicdo neuronal na fase aguda ocorre, devido
h& uma grande concentracdo do protozoario ocasionando a morte neuronal. Na fase cronica,
por sua vez, o que poderia provocar a destruicdo neuronal seria uma resposta autoimune do
proprio hospedeiro, pois jA se sabe que a concentracdo do parasito € muito pequena
(CORBETT et al., 2001, RIBEIRO, CREMA, RODRIGUES, 2008).

Existe ainda a forma mista, caracterizada por uma forma cardiodigestiva, com
ocorréncia simultanea de lesbes compativeis com as formas cardiacas e digestivas
(megaesodfago e/ou megacolon) da doenga de Chagas (BRASIL, 2014).

Os mecanismos responsaveis pelos diferentes quadros clinicos nas formas da DC
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envolvem diversos fatores tanto relacionados ao parasito quanto ao hospedeiro (DUTRA;
ROCHA; TEIXEIRA, 2005) e requerem tratamento, principalmente na fase sintomatica da

doenca.

1.2 Tratamento da doenca de Chagas

Com relagéo ao tratamento, os medicamentos existentes para o tratamento da DC
sdo o0 Benznidazol (BNZ) e o Nifurtimox, esse tltimo foi retirado do mercado brasileiro em
1980 devido a alta toxicidade no aparelho digestivo, assim o farmaco de escolha para o
tratamento da DC é o BNZ. A dose utilizada na fase cronica ¢ 5mg/kg/dia e o tratamento dura
em média dois meses, porém quando a dose é muito alta, ou seja, ultrapassa a dose maxima
diaria de 300 mg, estende-se o tratamento até trés meses para garantir a seguranca do paciente
(LUQUETTI E SCHMUNIS, 2010; BRASIL, 2014).

O Nifurtimox (3-metil-4-{(5-nitrofurfurilidene) amino} tiomorfolinal-1dioxide),
produzido pelo laboratério Bayer, lancado em 1967 com o nome comercial Lampit®, em
comprimidos de 120mg de principio ativo, sendo a primeira droga utilizada no tratamento da
fase aguda da DC, na dose de 5 a 10mg/kg/dia durante 30 a 60 dias (OLIVEIRA et al., 2008).

Os estudos com BNZ iniciaram entre 1971 e 1974, mostrando eficacia similar ou
superior ao Nifurtimox, farmaco da classe dos nitroheterociclicos (N-benzil-2-nitroimidazole-
1-acetamida) (FIGURA 2), que possuem atividade antiprotozoaria (CANCADO, 2000). O
BNZ foi sintetizado em 1972, por Wineholt e Liebman, produzido pelo laboratério Hoffman-
La Roche com o nome de Rochagan® (FIGURA 2), e desde 2008 passou a ser produzido na
forma de comprimidos de 100mg pelo laboratério do Estado de Pernambuco com o nome de
benznidazol (LAFEPE) (OLIVEIRA et al., 2008). Mesmo possuindo atividade sobre outros
microrganismos, como Entamoeba histolytica e Trichomonas vaginalis, 0 BNZ tem uso
clinico apenas para o Trypanosoma cruzi, sendo este o Unico farmaco especifico para a DC no
Brasil (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007).

O tratamento etiolégico da DC tem como objetivo erradicar a infeccao, prevenir o
aparecimento de lesGes nos 6rgdos ou retardar a evolucdo das lesGes presentes para formas
mais graves (PONTES et al., 2010), além de interromper a cadeia de transmissao do parasito
(MENEZES et al., 2011). O tratamento na fase aguda deve ser realizado em todos 0s casos
imediatamente apds a confirmacgéo parasitoldgica, independentemente da via de transmisséo
(OLIVEIRA et al., 2008). O tratamento também pode ser instituido na fase cronica recente,

periodo de cinco a doze anos da infeccdo inicial, na fase cronica tardia, acima de doze anos da
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infeccdo inicial na forma indeterminada e nas formas cardiacas e digestivas leves (BRASIL,
2014; WHO, 2016), entretanto, o farmaco tem eficacia limitada quando administrado a
adultos na fase cronica da doenca (taxas de cura variam de 15% a 35%) (VIOTTI et al. 2006;
FABBRO et al. 2007).

Figura 2- Estrutura quimica do Benznidazol.
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Fonte: OLIVEIRA et al.,2008.

Em pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana ou aqueles que esperam
por um transplante de 6érgdos € necessario realizar avaliagdo criteriosa para determinar o
tratamento (BERN et al., 2007). O uso do BNZ é contraindicado nos casos graves de
cardiomiopatia chagésica, mulheres em idade fértil sem o uso de contraceptivos, gestantes,
insuficiéncia hepatica ou renal, doencas neuroldgicas e outras doengas que possam ser
agravadas pelo uso do farmaco devido a sua alta toxicidade (MARIN-NETO et al., 2009;
MENEZES et al., 2011; DIAS et al, 2016).

O Segundo Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas de 2015, recomenda o
tratamento da doenca tanto na fase aguda como na fase crénica, sendo a dosagem indicada de
acordo com o peso do paciente; para adultos 5mg/kg/dia, por via oral durante 60 dias em duas
ou trés tomadas diarias e para criancas 5-10mg/kg/dia por via oral durante 60 dias em duas ou
trés tomadas diérias. Para pacientes com mais de 60kg, o periodo de tratamento é estendido
até no maximo por trés meses, para que dessa forma ndo se exceda a dose maxima diaria
permitida (300mg/dia) (BRASIL, 2005; HASSLOCHER-MORENO et al., 2012; DIAS et al,
2016).

O BNZ, atualmente, é disponibilizado pelo Ministério da Salde apenas para
centros de referéncia de tratamento para a rede publica ou para projetos de pesquisa
(SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007).
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1.2.1 Benznidazol: mecanismo de ac¢ao e reagdes adversas

O mecanismo de acdo do BNZ é a formacéo de radicais livres e/ou metabolitos
nucleofilicos a partir da reducdo do grupo nitro presente na estrutura da molécula do farmaco
por acdo da nitroredutase (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007).

Essa reducdo leva a formagdo de radicais livres intermediarios e metabolitos
nucleofilicos, através das enzimas de metabolizacédo de citocromo P450, sendo as principais a
NADPH- citocromo P450 redutase, xantina oxidurredutase e aldeido-oxidase (SIQUEIRA-
BATISTA et al., 2007).

A NADPH- citocromo P450 redutase atua sobre o grupo nitro da molécula (R-
NO), levando a producdo de um radical anion nitro intermediario (R-NO2); esse radical
nitrofurano possui elevado potencial redox, sofrendo uma reacdo do tipo ciclo redox
utilizando o oxigénio molecular, que por sua vez é reduzido a anion superoxido (O2) pela
transferéncia de um elétron do complexo da NADPH desidrogenase. O perdxido de
hidrogénio (H20>) é produzido através da dismutacdo do &nion superoxido (OLIVEIRA et al.,
2008). Ambos na presenca de Fe*® formam o radical livre hidroxila (OH") através da reacio
de Haber-Weiss. Os radicais livres produzidos, principalmente o radical hidroxila, ligam-se a
lipideos, proteinas e DNA levando a lesdo das células do parasito (MAYA et al., 2006).

Desde a sintese do BNZ em 1972, a farmacocinética deste farmaco ainda néo foi
totalmente elucidada. Estudos de 1979, 1980 e 1984 descreveram que na dose de 100 mg o
BNZ é rapidamente absorvido a partir do trato gastro intestinal, com picos de concentragdo
plasmética de 2,2 a 2,8 pg/mL entre 3 a 4 horas apés a administracdo por via oral. E
rapidamente e uniformemente distribuido no plasma com valor de volume de distribuicéo
igual a 0,56 L/kg. A meia-vida de eliminacdo é de 12 horas e a taxa de ligacdo a proteinas
plasméticas é de cerca de 40%. A eliminacdo do farmaco por via renal na forma de
metabdlitos € de 60 a 67%, na excrecdo inalterada de 6% e na via fecal € de 22 a 28%. O
tempo para atingir a concentragdo plasmatica maxima (T max) foi de 4,25 h (RAAFLAUB,;
ZIEGLER, 1979; RAAFLAUB, 1980, ROBERTS et al., 1984).

Acredita-se que devido a formagdo de radicais livres resultantes do mecanismo de
acao do BNZ, células do hospedeiro também podem ser lesadas, levando ao surgimento de
reacOes adversas. Reagdes adversas sérias relatadas em adultos tratados com BNZ, incluindo
neutropenia e leucopenia, ambos por depressdo de medula 6ssea (COLOSIO et al., 2007).

A Reagdo Adversa a Medicamentos (RAM), segundo a RDC N° 406 de 22 de
julho de 2020, é qualquer resposta prejudicial ou indesejavel, ndo intencional, a um
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medicamento, que ocorre nas doses usualmente empregadas no ser humano para profilaxia,
diagnostico, terapia da doenca ou para a modificacdo de func@es fisiologicas. E diferente do
efeito colateral que esta relacionado com propriedades farmacoldgicas do medicamento
(OMS, 2005; BRASIL, 2020). Para ndo causar confusdo, é importante diferenciar RAM de
efeito colateral e evento adverso.

O evento adverso é qualquer ocorréncia médica indesejavel ao paciente que pode
surgir durante o tratamento com um medicamento, mas que nao tem, necessariamente, relacao
causal com esse tratamento (BRASIL, 2020).

As RAM relacionadas ao BNZ podem aparecer entre o sétimo e o décimo dia de
tratamento e levam muitas vezes a interrupcdo do mesmo. Fendmenos como dor nas
articulacdes e polineuropatia periférica sdo raros. Nesses casos 0 paciente pode apresentar um
aumento da sensibilidade & dor nas extremidades dos dedos ao cortar as unhas ou lavar as
méaos com agua fria (FIOCRUZ, 2012).

A terapia com BNZ pode causar desde incbmodos gerais até especificos e mais
graves, geralmente subdivididos em trés tipos: hipersensibilidade, polineuropatia periférica e
depressdo da medula dssea (DIAS; COURA, 1997).

Devido a possibilidade de depressdo da medula 6ssea, recomenda-se realizar o
hemograma antes de iniciar o tratamento e nos 10°, 20°, 37° e 52° dias depois de iniciada a
terapia (CANCADO, 2002; SOSA et al., 2004). Das alteracfes causadas pela depressao da
medula dssea a neutropenia é a mais frequente, mas também pode ser observada
agranulocitose, onde os primeiros sintomas observados sdo faringite e febre, e a parpura
trombocitopénica, em que sdo comuns 0 aparecimento de petéquias e hemorragias na mucosa
da boca. A agranulocitose e a parpura trombocitopénica sdo raras, porém a neutropenia pode
se desenvolver rapidamente, sendo de extrema importéncia o alerta ao paciente caso haja
sinais de infeccdo, como febre. Essas reacdes devem desaparecer quando a dose é reduzida ou
o tratamento € interrompido (BERN et al., 2007).

As reacOes cutaneas foram descritas na literatura como urticaria, erupcao
exantematica (FIGURA 3) ou, de forma menos comum, como reagéo a drogas com eosinofilia
e sintomas sistémicos (sindrome DRESS), levando a suspensdo definitiva de tratamento em
15% a 30% dos pacientes. Estas reagdes cutdneas normalmente aparecem nos primeiros 30
dias de tratamento, principalmente apds o 10° dia de tratamento. Apesar do amplo uso de BNZ,
informacdes sobre sua toxicidade e mecanismos ainda sdo escassas e grande parte dos estudos
presentes abordam apenas aspectos clinicos (HASSLOCHER-MORENO et al.,, 2012,
SALVADOR et al., 2014).
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Figura 3 — Exemplos que reagdes ocasionadas pelo uso do benznidazol em pacientes portadores da doenca de

Chagas atendidos pelo Laboratério de Pesquisa em doenca de Chagas da UFC

Legenda: A - Erupcéo cutanea; B — Descamacéo das méos; C — Manchas vermelhas na méo e perna.

Fonte: Proprio autor.

As reacdes associadas ao sistema dermatologico sdo as reacfes mais prevalentes
em pacientes que fazem uso do BNZ (SALVADOR et al., 2015; OLIVEIRA et al. 2017;
GOTNO et al. 2020), como exemplo dessas reacOes estdo as erupgOes cutaneas que sdo
caracterizadas por lesbes vermelho-escuras acompanhadas de sensacdo de queimagdo ou
coceira (RIVE et al., 2013) e reagcbes mais graves j& foram relatadas como sindrome de
Stevens-Johnson (SSJ) e Necrolise epidérmica toxica (NET). Ao corelacionar os niveis de
citocinas com reacBes adversas, alguns estudos relataram um aumento inicial nos niveis
séricos de TNF-o e IL-8 seguido de elevacdo de IFN-y, IL-6 e IL -10 (KAUPPINEN,
1991 ; CORREIA et al., 2002 ; SHIOHARA et al., 2015).

1.3 Papel do IFN-y na fisiopatologia da doenca de Chagas e nas reacOes adversas ao

benznidazol

A resposta imunoldgica pode ser um dos fatores que estdo relacionados com a
patogénese da DC e tem sido associada com as diferengas entre as manifestacdes clinicas com
diferentes graus de gravidade. Os mecanismos pelos quais individuos desenvolvem as
diferentes formas da doenca ainda ndo foram elucidados, mas a avali¢do da concentracédo de

citocinas anti e pro-inflamatdrias pode ajudar a desvendar os mecanismos e vir a ser utilizadas
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como marcadores imunoldgicos para os diferentes estagios da DC (WARD et al. 1999;
D’AVILA et al. 2009).

O T. cruzi, ao cair na corrente sanguinea, desencadeia mecanismos imunologicos
da imunidade inata e adaptativa (FIGURA 4). Inicialmente, macrofagos, células Natural Killer
(NK) e células dendriticas (células do sistema imune inato) comegcam a produzir citocinas pro-
inflamatorias como interleucina 12 (IL-12), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon
gama (IFN-y) e moléculas efetoras (intermediarios de nitrogénio reativos (RNIs) e GTPases
induziveis por IFN-y) que controlam a replicacdo do parasito. Ao mesmo tempo, células
dendriticas ao produzirem IL-12 que promove a diferenciacdo e expansao clonal de células T
helper 1 (Thl) CD4" e CD8" e células B do plasma, ativando, portanto, a imunidade
adquirida. A 1L-12 desencadeia a diferenciacdo de linfécitos TCD4* com perfil Thl que
produz IFN-y que ativam mecanismos efetores em macrofagos para destruir as formas
intracelulares (amastigotas) e extracelulares (tripomastigotas) fagocitados e as células TCD8",
através de sua atividade citotdxica, destroem células contendo amastigotas. Células B
produzem anticorpos que atuam ativando o sistema complemento causando a lise das células
infectadas ou funcionam como opsoninas, facilitando a fagocitose dessas células
(JUNQUEIRA et al., 2010). Logo, observa-se que individuos infectados com T. cruzi mantém
maior producdo de citocinas inflamatorias do perfil Thl como IFN-y e TNF-o em comparagio
com individuos saudaveis, como resultado do estimulo persistente da imunidade inata e
especifica (ALBA-ALVARADO et al. 2018).

Observa-se que dentre todas as citocinas, o IFN-y tem um papel crucial na
resposta imunoldgica contra o T. cruzi, tem a funcdo de controlar a infeccdo durante as fases
aguda e cronica, porém, niveis excessivos dessa citocina podem causar dano tecidual. IL10 e
IL12 sdo dois importantes antagonistas envolvidos na regulacdo da sintese de IFN-y. Nao se
sabe ao certo qual a influéncia do BNZ no perfil de citocinas, mas acredita-se que o farmaco
pode ocasionar uma expressdo média de citocinas inflamatdrias, aumentando os niveis de
IFN-y, dessa forma, esta citocina pode atuar em sinergismo com o farmaco durante o
tratamento, potencializando sua agdo tripanocida, mas também causando dano tecidual no
hospedeiro (BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998; SATHLER-AVELAR et al., 2012).
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Figura 4 - Imunidade inata e adquirida durante a infeccéo pelo Trypanosoma cruzi.
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Na fase inicial da invasdo do T. cruzi, macréfagos, células NK e células dendriticas produzem as citocinas IL-12,
TNF-a e IFN-Y e moléculas efetoras que sdo os intermediarios de nitrogénio reativos (RNIs) e GTPases
induziveis por IFN que controlam a replicacdo do parasita. Ao mesmo tempo, as células dendriticas ativam a
imunidade inata e a adquirida, produzindo IL-12 que ativa a diferenciacéo e expansdo clonal das células T helper
1 (Thl) CD4+ e CD8+ e células B do plasma. O IFN-Y produzido pelas células T CD4+ Thl ou CD8+ ativa
macrofagos para destruir tanto amastigotas quanto tripomastigotas fagocitados, enquanto a atividade citotoxica
exibida por células T CD8+ destri células contendo amastigotas intracelulares. Os anticorpos produzidos pelas
células B lisam a forma tripomastigota extracelular ou facilitam a fagocitose de parasitas opsonizados com IgG.
Abreviaturas: IFN: interferon; IL: interleucina; NK, natural Killer; Thp: célula precursora de Th; TNF, fator de
necrose tumoral.

Fonte: JUNQUEIRA et al., 2010.

Alguns estudos mostraram que o BNZ esta relacionado a um down-regulation na
expressao média de citocinas, levantando a hipdtese que o tratamento durante a fase crénica
pode ter um impacto de suporte, modulando o perfil de citocinas inflamatorias de pacientes na
forma indeterminada da doenca, reduzindo as chances de uma evolucdo para a forma cardiaca
(REVELLI et al., 1999; PIAGGIO et al., 2001; SATHLER-AVELAR et al, 2006;
BUSTAMANTE et al., 2008; SATHLER-AVELAR et al., 2012).

A imunopatogénese que leva ao aparecimento das reacdes adversas ao BNZ ainda
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ndo foi bem esclarecida, mas acredita-se que sejam reacdes mediadas por células T
(HOETZENECKER et al., 2016). Existem trés hipdteses que podem explicar a ativagdo de
células T por medicamentos, sdo elas a teoria do modelo hapteno/pré-hapteno, no qual,
proteinas enddgenas se ligam covalentemente ao farmaco ou seus metabdlitos formando
neoantigenos que serdo reconhecidos pelo sistema imune; a teoria do modelo de repertorio
peptidico alterado em que o farmaco liga-se em uma posic¢ao no sulco de ligacdo do peptideo
HLA provocando uma mudanca no formato na fenda de ligacao e altera a especificidade dos
autopeptideos capazes de se ligar a molécula HLA; e o conceito p-i, no qual, o farmaco
consegue se ligar diretamente no receptor de células T ou no HLA sem passar por
processamento, estimulando rapidamente essas células (WHITE et al., 2015; PICHLER E
HAUSMANN, 2016).

O down-regulation no perfil de citocinas inflamatdrias, além de parecer evitar a
progressdo da doenca para as formas sintomaticas, pode minimamente favorecer a replicagdo
parasitaria de focos inflamatdrios residuais, considerando a menor eficacia do benznidazol em
promover erradicacdo parasitaria na fase crénica da doenca de Chagas (CANCADO, 2002;
CAMANDAROBA et al, 2003; TOLEDO et al, 2004), entdo, apesar dos elevados niveis de
IFN-y estarem associados com cura, eles também estdo relacionados com as formas clinicas
mais graves da doencga e com o aparecimento de reacOes adversas ao BNZ (REVELLI et al.,
1999; PIAGGIO et al., 2001; EHRT et al., 2001; GOMES et al., 2003; SATHLER-AVELAR
et al, 2006; BUSTAMANTE, BIXBY, TARLETON, 2008; JUNQUEIRA et al., 2010;
SATHLER-AVELAR et al., 2012; LEVICK AND GOLDSPINK, 2014; SALVADOR et al.,
2015; WANG et al., 2016).

1.4 Fatores Reguladores de Interferon (IRF)

O IFN-y regula a expressdo de mais de 1.000 genes através da ativagdo da Janus
tirosina quinase (JAK) e fosforilagdo da via do transdutor e ativador da transcricdo 1 (STAT-1),
juntamente com outros mecanismos. Dentre os genes regulados por IFN-y, estdo os Fatores
Reguladores de Interferon (IRF - Interferon Regulatory Factor), que consiste em nove
membros: IRF1, IRF2, IRF3, IRF4, IRF5, IRF6, IRF7, IRF8 e IRF9 e formam uma familia de
fatores de transcricdo que tem uma extensa homologia em sua sequéncia de consenso de
reconhecimento do DNA. Eles conseguem se ligar a uma sequéncia homologa do gene do
interferon-p e varios genes regulados pelo interferon. Os IRFs regulam respostas imunes,

principalmente contra antigenos virais, resultando na amplificacdo do ataque antiviral e
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ativacdo da defesa adaptativa (MAMANE et al., 1999; TANIGUCHI et al., 2001; TAKAOKA
et al, 2008; NEHYBAJ et al., 2009).

A principal funcdo da familia IRF € a regulacdo de respostas imunes, resultando
na amplificacdo do ataque antiviral e ativacdo da defesa adaptativa (NEHYBAJ et al., 2009) e
0 IFN-y é um indutor importante dos genes IRFs.

Entre a familia IRF, as proteinas IRF1 e IRF8 estdo relacionadas na resisténcia a
infeccdo intracelular, como é o caso da DC (TAKI et al., 1997). O IRF1 e o IRF8 sédo
reguladores transcricionais que desempenham papéis criticos na ativacdo de macrofagos por
sinais pro-inflamatérios como o IFN-y. O IRF1 esta envolvido na regulacdo de genes durante
a inflamacdo, resposta imune, hematopoese e proliferacdo celular e IRF8 tem como fungéo
promover a diferenciacdo de células mieloides progenitoras para as linhagens de fagdcitos
mononucleares (mondcitos, macrofagos e células dendriticas), agindo como um antagonista
da via de granuldcitos polimorfonucleares (ABDOLLAHI et al., 1991; TAMURA et al., 2000;
TESTAet al., 2004; KUROTAKI et al., 2014; SALEM et al., 2014).

O papel do IRF1 de regular a expressdo de genes como Toll-like Receptor 9 é
essencial para o reconhecimento de microorganismos e apresentacdo de antigenos (GUO et al.,
2005), além disso, em macrofagos, desencadeia a expressdo de Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), principal mediador de citotoxicidade contra patdgenos (KROGER et al.,
2002) e os niveis de IRF1 parecem ser criticos para o desenvolvimento de células T no timo e
para o crescimento de células B (YAMADA et al.,, 1991; KROGER et al., 2002). Logo,
observa-se que IRF1 estd envolvido em muitos pontos da resposta imune e, como
consequéncia, pode afetar a suscetibilidade a diversas doencas infecciosas.

Acredita-se que IRF1 desempenhe um papel na resposta a doengas parasitarias,
pois se localiza na regido do genoma humano 5931, que contém um conjunto de genes
imunoldgicos que codificam citocinas e fatores de crescimento. Na infec¢cdo pelo Plasmodium
falciparum observou-se o envolvimento dessa regido génica no controle da carga parasitaria e
na infeccdo pelo Schistosoma mansonii verificou-se uma relagdo com a intensidade da
infeccdo (MARQUET et al., 1996; RIHET et al., 1998).

A perda da funcdo de IRF8, por sua vez, pode ser ocasionada por um
polimorfismo em nucleotideo Unico que pode levar a expressdo defeituosa de genes
importantes na apresentacdo de antigenos e na ativacao de células T, mas também na resposta
a estimulos como receptores de citocinas, receptores de padrdo molecular associado a
patdgenos, fatores do complemento, entre outros (LANGLAIS, BARREIRO, GROS, 2016).
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Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP - Single Nucleotide Polymorphism)
sdo uma forma muito comum de variagdo genética em sequéncias de DNA e tem uma
frequéncia na populacdo de pelo menos 1%. Neste tipo de variacdo genética, uma Unica base
nucleotidica é substituida ao longo de uma sequéncia de DNA. Podem ocorrer tanto em
regides codificadores e ndo codificadoras (PASTERNAK, 2005). Ndo é conhecido ainda
como SNP em genes IRFs podem influenciar na resposta contra o T. cruzi.

Entre os pacientes cronicamente infectados pelo T. cruzi, a progressao da doenca
esta associada com perfis imunoldgicos distintos. E provavel que variacdes genéticas como
polimorfismos em genes de citocinas estejam associadas ao desenvolvimento das diferentes
formas da doenca de Chagas em humanos (JUNQUEIRA et al., 2010).

Diante do exposto, é necessario 0 acompanhamento destes pacientes para
identificacdo de polimorfismos em genes de citocinas e verificar quais 0s papeis desses

polimorfismos no desenvolvimento de formas sintométicas da DC.

1.5 Servico de Atencdo farmacéutica aos portadores de doenca de Chagas

Em abril de 2005, foi criado no Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas da Universidade Federal do Ceara, o primeiro projeto de atencdo farmacéutica
aos pacientes portadores da doenca de Chagas, pioneiro no Estado do Ceara (FIGURAS 5 e 6).
Este, concebido inicialmente como um projeto, hoje é um servico de referéncia no estado do
Ceara (GOVERNO DO ESTADO DO CEARA, 2021), sob a coordenacéo da professora Dra.
Maria de Fatima Oliveira que visa promover uma maior seguranca ha terapia com
benznidazol ao paciente portador da doenca de Chagas, promover uma atencdo mais
humanizada a estes pacientes, além de estudar fatores populacionais relacionados a doenca
(COSTA et al., 2018).

O servico é realizado pela docente e alunos de graduacdo e poOs-graduacdo que
compdem o Laboratorio de Pesquisa em Doenca de Chagas (LPDC). Dessa forma, 0 servico
atua ndo somente no tratamento e acompanhamento dos pacientes portadores da doenca de
Chagas, mas também como ambiente de ensino, pesquisa e extensdo inserindo os estudantes
no ambiente da pesquisa 0 mais cedo possivel e ensinando a valorizar os seres humanos com
um atendimento mais humanizado. O Servi¢o conta atualmente com mais de 500 pacientes
cadastrados e tratados com benznidazol.

Ademais, 0 servico realiza suas atividades em parceria com 0 ambulatério de

cardiologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) com o acompanhamento
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médico, prescricdo e avaliacdo clinica dos pacientes, além da suspensdo do tratamento,
quando necessaria; o Laboratorio de Andlises Clinicas do Complexo Hospitalar e o LACT
para a realizacdo de exames laboratoriais; o Centro de Estudos em Atencdo Farmacéutica
(CEATENF) com classificacdo das reacOes adversas e a Secretaria de Saude do Estado do
Ceara (SESA-CE), responsavel pelo fornecimento do benznidazol produzido pelo Laboratério
farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) na forma de comprimido de 100mg.

Figura 5: Paciente recebendo atendimento farmacéutico no Laboratério de Pesquisa em doenca de Chagas da
UFC

*Foto autorizada pelos pacientes.
Fonte: LPDC, 2018.

O servico faz o seguimento farmacoterapéutico de forma a contemplar todo o
tratamento dos pacientes e acompanhamento continuo apds o tratamento, uma vez por ano.

O primeiro atendimento é caracterizado pela apresentacdo do servigo prestado
pelo LPDC ao paciente. Nesse primeiro momento o paciente é informado sobre a DC e seus
varios aspectos, incluindo o tratamento e suas possiveis consequéncias. Apos a explicacdo, se
0 paciente concordar em participar do servico, é assinado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Dessa forma, sdo preenchidos a Ficha de Seguimento
farmacoterapéutico, que contem informacdes socioeconémicas dos pacientes, assim como 0s
medicamentos por eles utilizados e comorbidades. Posteriormente é dispensado o
medicamento para metade do tratamento e entregue a Ficha de Monitoramento de Efeitos
Indesejaveis ao BNZ com a devida orientagdo de como preenché-la. O paciente também ¢é
orientado a trazer de volta a ficha preenchida ou ndo, para avaliacdo das reac6es adversas. Por
fim, o paciente é encaminhado a sala de coleta de sangue onde sera coletado o sangue para a

realizacdo dos exames hematoldgicos, bioquimicos e soroldgicos.
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Figura 6: Coleta de sangue para a realizacdo de exames hematoldgicos, bioquimicos e sorolégicos, ao lado

verificacdo de Pressdo Arterial e em seguida Verificacdo de Peso, altura e medida de Circunferéncia abdominal.

*Foto autorizada pelos pacientes.
Fonte: LPDC, 2018.

O segundo atendimento é realizado 30 dias apds o primeiro, quando o paciente
receberd a segunda e Ultima etapa do tratamento. Nesse atendimento o paciente devera
devolver a Ficha de Monitoramento de Efeitos Indesejaveis a0 BNZ e receber outra ficha para
0 monitoramento da segunda etapa do tratamento e aplicacdo do Questionario Sobre Adeséo.
Posteriormente, sera realizada nova coleta de sangue para a realizacdo dos exames
hematoldgicos, bioquimicos e soroldgicos para a avaliacdo de alteracbes que podem vir
acompanhadas do uso do BNZ.

O terceiro atendimento é realizado 60 dias ap0s o inicio da terapia, momento em
que o tratamento é concluido. Nesta consulta o paciente devolve a Ficha de Monitoramento de
Efeitos Indesejaveis ao BNZ entregue no 2° atendimento, e aplicado novamente o
Questionario Sobre Adesdo e ReacBes Indesejaveis. O procedimento de coleta de sangue €
repetido para a avaliacdo de alteracdes que podem vir acompanhadas do uso do BNZ.

O quarto atendimento ocorre 6 meses ap0s o término do tratamento e realiza-se a
coleta de sangue para realizacdo dos exames necessarios.

A partir do quarto atendimento, o principal objetivo das consultas é a orientacdo
em relacdo a melhoria de habitos de vida, controle dos exames de sangue e correto uso de
medicamentos, caso 0s pacientes fagam uso de algum.

As consultas farmacéuticas, a partir disto, sdo realizadas uma vez ao ano com a
aplicacdo da ficha de qualidade de vida do paciente (SF-36) e coletas de sangue para exames
necessarios.

O trabalho do LPDC é fundamental importancia no acompanhamento de
portadores da doenca de Chagas, visto que nele os pacientes recebem todo seguimento

necessario para promocao da saude e qualidade de vida no que diz respeito a DC, ndo s6 em
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relacdo a dispensacdo do benznidazol, mas na saude do paciente como um todo, além de
priorizar um bom acolhimento, permitindo que o paciente possa se expressar com liberdade,
ser ouvido com atencdo e de forma que se sinta mais seguro e acolhido diante da realidade da
doenca. O trabalho do LPDC néo é restrito ao uso do BNZ e reacdes adversas durante o
tratamento, mas também acompanhar o paciente por toda sua vida e trabalhar na promocao de
sua saude, e preencher a lacuna que muitas vezes séo identificadas nos servicos publicos de
salde.

Os resultados obtidos nesta tese serdo apresentados em forma de artigos que
visam responder aos objetivos propostos no trabalho e seréo publicados em revistas indexadas
a fim de dar visibilidade ao assunto e contribuir para a melhoria do tratamento e qualidade de

vida dos pacientes.
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1.6 Relevancia e justificativa

O presente estudo buscou estudar a influéncia (ou interferéncia) do benznidazol
em varios aspectos da salde do paciente, como o surgimento de reacOes adversas,
relacionadas a concentracdo plasmatica do farmaco ou fatores do proprio paciente; bem como
alteragBes nos niveis de citocina pro-inflamatoria e a presenca de polimorfismo genético no
gene Fator Regulador de Interferon (IRF).

Para tanto, foram abordados aspectos no ambito da farmacovigilancia, na busca
por respostas sobre a seguranca da farmacoterapia com BNZ, visto que, trata-se de um
medicamento com baixa adeséo, altas taxas de incidéncia de RAM que variam de 50%
(SOSA-ESTANI, VIOTTI, SEGURA, 2004; VIOTTI et al., 2009) a 98% (PINAZO et al.,
2013) e uma consideravel taxa de suspensdo do tratamento em torno de 20% (PONTES et al.,
2010; PINAZO et al., 2010) em pacientes com DC cronica.

O presente estudo tinha a finalidade de conhecer a incidéncia e caracteristicas das
RAM, realizar intervencfes com acompanhamento farmacéutico e médico para melhorar a
adesdo ao tratamento e auxiliar no manejo adequado das RAM ocasionadas pelo BNZ.

Além disso, analisar a aplicacdo da dosagem de IFN-y e a frequéncia de
polimorfismo em genes IRFs como predi¢do de risco para o desenvolvimento de RAM ou
para o desenvolvimento de formas sintomaticas da DC.

Caracteristicas populacionais podem ser determinantes de diferentes perfis de
reacOes, e por isso, o conhecimento deste perfil aperfeicoara a atencdo prestada ao paciente

com doenca de Chagas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a causalidade e gravidade das reacdes adversas ao Benznidazol e a
influéncia dos niveis séricos do farmaco, do IFN- y e do polimorfismo genético do fator
regulador de interferon (IRF).

2.2 Especificos

o Classificar as reacdes adversas quanto & causalidade e gravidade e alteracbes
laboratoriais decorrentes do tratamento com BNZ.

¢ Relacionar a concentracdo de benznidazol no soro de pacientes com as reacoes
adversas ocasionadas pelo mesmo.

e Determinar a relacdo entre os niveis de IFN- y com as reacdes adversas, a
forma da doenca, niveis séricos de BNZ e a presenca de comorbidades.

e Identificar a influéncia do polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP) do gene
Fator Regulador de Interferon (IRF) na resposta mediada por IFN- y e no perfil

de resposta ao tratamento com BNZ.
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ARTIGO | - CAUSALIDADE E GRAVIDADE DAS REACOES ADVERSAS E
ALTERACOES LABORATORIAIS AO TRATAMENTO COM BENZNIDAZOL EM
PACIENTES COM DOENCA DE CHAGAS CRONICA

CAUSALITY AND SEVERITY OF ADVERSE REACTIONS AND LABORATORY
CHANGES TO BENZNIDAZOLE TREATMENT IN PATIENTS WITH CHRONIC
CHAGAS DISEASE

RESUMO

Introducdo: A doenca de Chagas (DC) representa um grave problema de satde publica na
América Latina. O Benznidazol (BNZ) é utilizado para o tratamento DC, apesar do seu amplo
uso, poucas informacgdes estdo disponiveis sobre sua toxicidade e mecanismos das reacdes
adversas (RAM). RAM ¢ qualquer resposta prejudicial ou indesejavel, nao intencional, a um
medicamento, que ocorre nas doses usualmente empregadas no ser humano. Objetivos:
Identificar e classificar as RAM clinicas e laboratoriais ocasionadas pelo uso do BNZ com
relacdo a sua causalidade e gravidade. Metodologia: Estudo de coorte prospectivo de
pacientes em tratamento com BNZ realizado no periodo de janeiro de 2018 a dezembro de
2021. O acompanhamento do tratamento incluiu consultas farmacéuticas e andlises
laboratoriais antes, 30 dias e 60 dias apds o inicio do tratamento. As RAM foram classificadas
quanto a causalidade e gravidade. Resultados: Participaram do estudo 40 pacientes com DC
cronica, destes 21 (52,5%) do sexo masculino, com média de idade de 54,6 anos, naturais e
procedentes de cidades do interior do estado e escolaridade analfabetos/fundamental
incompleto. Alta prevaléncia de RAM com um total de 161 em 30 (90%) pacientes. Destas,
104 (64,6%) foram classificadas como possiveis e 57 (35,4%) como provaveis. A maioria das
reagOes foi classificada em moderadas e leves. Dos 40 pacientes, 9 (22,5%) suspenderam 0
tratamento. As RAM associadas a interrupcao e intervengdes foram as que afetaram o sistema
dermatoldgico, sistema nervoso central e periférico ou que culminaram em ageusia. Ap6s 30
dias de tratamento, alteracdes hematoldgicas e bioquimicas leves foram observadas como
neutrofilia e linfopenia. Concluséo: Apesar do elevado percentual de RAM, muitos pacientes
foram capazes de completar o tratamento, 0 que se atribui ao éxito da estratégia de
acompanhamento com intervencdes de tratamento sintomatico juntamente ao aconselhamento,
levando a compreenséo da sintomatologia e manutengéo do tratamento.

Palavras-chave: Benznidazol. Efeitos colaterais e ReacgOes adversas relacionados a
medicamentos. Exames e Diagndsticos laboratoriais.



33

ABSTRACT

Introduction: Chagas disease (CD) still represents a serious public health problem in Latin
America. Benznidazole (BNZ) is used for the treatment of CD, despite its wide use, little
information is available about its toxicity and mechanisms of adverse drug reactions (ADRS).
ADR is any unintended, harmful or undesirable response to a drug that occurs at doses
commonly used in humans. Objectives: To identify and classify clinical and laboratory
adverse drug reactions (ADRs) caused by the use of BNZ in terms of causality and severity.
Methodology: Prospective cohort study of patients receiving BNZ from January 2018 to
December 2021. Treatment follow-up included pharmaceutical consultations and biological
analyzes (hemogram, liver and kidney function tests) before, during and after treatment.
ADRSs were classified according to causality and severity, validated by the Pharmacovigilance
Center of Ceara according to the methodology of the World Health Organization. Results:
Participated in the study 40 patients with chronic CD. A high prevalence of ADR was
observed with a total of 161. Among these, 104 (64.6%) were classified as possible and 57
(35.4%) as probable. Most reactions were classified as moderate and mild. Of the 40 patients,
9 (22.5%) discontinued treatment. ADRs associated with interruption and interventions were
those that affected the dermatological system, central and peripheral nervous system and
sense organs such as ageusia. Mild hematological and biochemical changes such as
neutrophilia and lymphopenia were observed after 30 days of treatment. Conclusion: Many
patients were able to complete the treatment even with ADR, a benefit obtained due to the
follow-up strategy with symptomatic treatment interventions together with counseling, aiming
at patient safety.

Keywords: Benznidazole. Drug-related side effects and adverse reactions. Laboratory tests
and diagnostics.
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1 INTRODUCAO

Para o tratamento etiolégico da doenca de Chagas (DC), existem dois
medicamentos, o Nifurtimox e o Benznidazol (BNZ), sendo este Gltimo o Unico farmaco
disponivel no Brasil (LUQUETTI E SCHMUNIS, 2010; BRASIL, 2014).

O tratamento na fase aguda deve ser realizado em todos o0s casos imediatamente
apos a confirmacdo parasitoldgica, independentemente da via de transmissdo (OLIVEIRA et
al., 2008). O tratamento na fase cronica, apesar da baixa eficacia, também deve ser instituido
nos casos recentes (periodo de cinco a doze anos da infeccdo inicial), na fase cronica tardia,
(acima de doze anos da infeccdo inicial), na forma indeterminada e nas formas cardiacas e
digestivas leves com objetivo erradicar a infec¢do, prevenir o aparecimento de lesdes nos
Orgdos ou retardar a evolucdo das lesdes presentes para formas mais graves (PONTES et al.,
2010), além de interromper a cadeia de transmissdo do parasito (MENEZES et al., 2011,
BRASIL, 2014; WHO, 2016).

Tratamento com BNZ deve ser oferecido a todos os adultos entre 19 e 50 anos na
fase cronica da doenca, apesar da eficacia limitada com taxa de cura variando de 15% a
35% (VIOTTI et al. 2006; FABBRO et al. 2007). O BNZ é contraindicado nos casos graves
de cardiomiopatia chagésica, mulheres em idade fértil sem o uso de contraceptivos, gestantes,
insuficiéncia hepatica ou renal, doencas neuroldgicas e outras doencas que possam ser
agravadas pelo uso do farmaco, devido a sua alta toxicidade (MARIN-NETO et al., 2009;
MENEZES et al., 2011; DIAS et al, 2016). Em pacientes com o virus da imunodeficiéncia
humana ou aqueles que esperam por um transplante de érgdos é necessario realizar avalia¢ao
criteriosa para determinar o tratamento (BERN et al., 2007).

O 11 Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, realizado em 2015, recomenda o
tratamento nas fases aguda e crénica, sendo a dosagem indicada de acordo com o peso do
paciente; para adultos 5mg/kg/dia, por via oral durante 60 dias em duas ou trés tomadas
diarias e para criangas 5-10mg/kg/dia por via oral durante 60 dias em duas ou trés tomadas
diarias. Para pacientes com mais de 60kg, o periodo de tratamento é estendido até 3 meses,
para ndo exceder a dose maxima diaria permitida (300mg/dia) (BRASIL, 2005;
HASSLOCHER-MORENO et al., 2012; DIAS et al, 2016).

O BNZ é disponibilizado pelo Ministério da Salde apenas para centros de
referéncia de tratamento para a rede publica ou para projetos de pesquisa (SIQUEIRA-
BATISTA et al.,, 2007). Em 2005, foi criado o centro de referéncia em assisténcia

farmacéutica as pessoas com doenca de Chagas, a partir de a¢Ges realizadas no Laboratorio de
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Pesquisa em Doenca de Chagas da Universidade Federal do Ceara (GOVERNO DO
ESTADO DO CEARA, 2021), onde é realizado o monitoramento do tratamento dos pacientes
acometidos com a doenca no estado do Ceara.

Apesar do amplo uso do BNZ, informacdes escassas estdo disponiveis sobre sua
toxicidade e reagOes adversas, pois grande parte dos estudos abordam apenas os aspectos
clinicos (HASSLOCHER-MORENDO et al., 2012; SALVADOR et al., 2014).

O mecanismo de acdo do BNZ consiste na formacdo de radicais livres e/ou
metabolitos nucleofilicos a partir da reducédo do grupo nitro presente na estrutura da molécula
do farmaco por agdo da nitroredutase. Os radicais livres sdo produzidos através das enzimas
de metabolizagdo citocromo P450, sendo as principais a NADPH-citocromo P450 redutase,
xantina oxidurredutase e aldeido-oxidase (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007).

Os radicais livres resultantes do mecanismo de acdo do BNZ, podem lesionar as
células do hospedeiro, levando ao surgimento de reacdes adversas a medicamentos (RAM).
Efeitos adversos sérios sdo relatados em adultos tratados com BNZ, incluindo dermatopatia
alérgica, manifestacGes gastricas, neuropatia periférica, neutropenia e leucopenia, ambos por
depressdo de medula 6ssea (COLOSIO et al., 2007). Desta forma, o presente estudo buscou
avaliar as caracteristicas sociodemogréaficas, as reacGes adversas clinicas e laboratoriais

ocasionadas pelo uso do BNZ e classifica-las com relagdo a sua causalidade e gravidade.

2 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo de pacientes com DC crbnica em
tratamento com BNZ no Laboratério de Pesquisa em Doenca de Chagas (LPDC) da
Universidade Federal do Ceara no periodo de janeiro de 2018 a dezembro de 2021.

Foram incluidos no estudo pacientes com idade igual ou superior a 18 anos que
chegaram ao LPDC com diagndstico confirmado para doenca de Chagas (exames soroldgicos
reagentes por duas metodologias diferentes) e com prescricdo de BNZ. Foram excluidos
aqueles pacientes com tratamento prévio para a DC, gestantes, imunossupressao de qualquer
tipo, comorbidades como doencas hepéticas ou renais e pacientes que ndo compareceram a

pelo menos uma consulta farmacéutica durante o tratamento.
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2.1 Pacientes e procedimentos

Os pacientes, ao chegarem ao LPDC, foram convidados a participar da pesquisa e,
quando de acordo, assinaram um termo de consentimento.

O esquema terapéutico com o benznidazol foi realizado de acordo com o
preconizado pelo Il Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas (DIAS et al, 2016). O
acompanhamento do tratamento e avaliacdo das reagdes adversas foram realizados na metade
e no final do tratamento, em média de 30 e 60 dias ap0s o inicio do tratamento.

O acompanhamento do tratamento incluiu avaliacéo clinica (sinais e sintomas) e
andlises bioldgicas (Hemograma, Testes de funcéo hepatica e renal) antes do tratamento, 30
dias e 60 dias, em média, ap6s o inicio do tratamento. O BNZ foi fornecido ao LPDC pela
Secretaria de Saude do estado do Ceara.

Como parte do protocolo de acompanhamento farmacéutico, cada paciente era
interrogado sobre o aparecimento de reacOes adversas a partir do segundo atendimento (em
média 30 dias ap6s o inicio do tratamento) e documentado em formulérios especificos para
reacOes adversas a medicamentos. Estes formularios foram elaborados pelos farmacéuticos do
servico para notificar os resultados dos exames laboratoriais e a presenca de sinais e sintomas
clinicos.

Durante todo o tratamento, além do acompanhamento farmacéutico do LPDC, o0s
pacientes receberam acompanhamento médico pelo ambulatério de Cardiologia do Hospital
Universitario Walter Cantidio. Ao ser identificada uma RAM, profissionais do LPDC
encaminhavam o paciente ao meédico prescritor para as devidas intervencdes. ReacOes
adversas especificas foram tratadas clinicamente de acordo com sua gravidade; os eventos
leves e moderados foram tratados inicialmente com medicamentos de acordo com os sintomas
especificos (analgésicos para cefaleia, inibidores da bomba de protons para dispepsia, anti-
histaminicos e corticoides para alergias). Em alguns casos, o esquema de tratamento foi
continuado em paralelo com os medicamentos para 0s sintomas das reacfes adversas, e em
outros casos a terapia com BNZ foi suspensa temporariamente ou definitivamente. A

suspensdo temporaria do BNZ foi implementada por 10 dias durante o manejo das reacgdes.

2.2 Classificagédo das reacdes adversas

As reacOes adversas foram classificadas quanto a causalidade (definida, provavel,

possivel, condicional e ndo relacionada) e quanto a gravidade (leve, moderada, grave e fatal) e
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validadas pelo Centro de Farmacovigilancia do Ceara (CEFACE) de acordo com metodologia
da Organizagdo Mundial de Saude (WHO), utilizada pelo centro (QUADRO 1) (FONTELES

et al., 2009). Todas as reacGes foram classificadas apenas em relagdo ao BNZ.

Quadro 1 — Classificagdo das reacfes adversas quanto a causalidade e quanto & gravidade de acordo com

metodologia da Organizacdo Mundial de Saude (WHO)

CAUSALIDADE

DEFINICAO

Definida Um evento clinico relacionado a infusdo e/ou reexposicao.

Provavel Um evento clinico que ocorre onde somente um
medicamento pode ser envolvido.

Possivel Um evento clinico que ocorre onde dois ou mais
medicamentos podem ser envolvidos, ou ainda se pode
inferir relacdo com a doenca.

Condicional Um evento clinico em que os dados sdo parcialmente

incompletos ou insuficientes.

Nao relacionada

Um evento clinico em que ndo existe uma ligacdo direta
entre a reacdo adversa e o medicamento, no caso o
benznidazol. Assim, estas reagfes podem estar
relacionadas a outros medicamentos, porém sao nao
relacionadas para a causalidade com o benznidazol.

GRAVIDADE DEFINICAO
Reacdo de pequena importancia clinica e de curta duracdo,
Leve podendo requerer tratamento, ndo afetando
substancialmente a vida do paciente.
Reacdo que altera as atividades usuais do paciente,
Moderada resultando em incapacidade transitoria sem sequelas.
Necessita de intervencao.
Reacdo que ameaca diretamente a vida do paciente,
Grave provoca hospitalizacdo e pode causar sequelas
permanentes.
Fatal Reacdo que resulta em dbito.

Fonte: Organizacdo Mundial de Sadde (WHO).

2.3 Acompanhamento laboratorial

Os exames bioquimicos foram realizados para avaliar a funcéo renal (creatinina e

ureia) e hepatica (alanina aminotransferase - ALT e aspartato aminotransferase - AST); além

de exames hematoldgicos (hemograma), em todos os participantes antes, durante (30 dias) e

apos o tratamento (60 dias). Os exames foram realizados pelo Laboratérios de Analises

Clinicas do Hospital Universitario Walter Cantidio e adotados os valores de referéncia do

fornecedor de cada kit de analise para cada parametro analisado (QUADRO 2).



Quadro 2 - Valores de referéncia dos parametros hematoldgicos e bioquimicos pré-estabelecidos pelo

Laboratdrio de Analises Clinicas do Hospital Universitario Walter Cantidio.

Exame

| Valores de referéncia

Eritro

grama

Hemacias (/mm3)

4,5 a 6,5 (Masculino)
4,0 a 5,5 (Feminino)

Hemoglobina (g/dL)

13,5 a 18 (Masculino)
12 a 16 (Feminino)

Hematocrito (%)

40,0 a 54,0 (Masculino)
36,0 a 45,0 (Feminino)

VCM (fL) 80 a 96
HCM (pg) 27a 32
CHCM (g/dL) 32a36
Leucograma
Leucacitos (/mms3) 4.000 a 11.000
Neutrofilos (/mmg3) / (%) 1.600a7.500/ 40a80
Linfocitos (/mm3) / (%) 800 a 4.500 /20 a 40
Mondcitos (/mms3) / (%) 80a1.000/2a10
Eosinofilos (/mmg3) / (%) 40a600/1a6
Plaquetas (/mm3) 150.000 a 500.000

Parametros de funcao hepatica

AST (U/L) < 38 (Masculino)
<32(Feminino)
ALT (U/L) < 41 (Masculino)
<31(Feminino)
Parametros de funcgdo renal
Ureia (mg/dL) 10a50

Creatinina (mg/dL)

0,7 a 1,3 (Masculino)
0,6 a 1,1 (Feminino)

Fonte: Laboratorio de Andlises Clinicas do Hospital Universitario Walter Cantidio.
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2.4 Andlise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Office Excel 2016 e analisados utilizando
o0 programa Graphpad Prism versdo 6.0. A analise descritiva foi realizada por meio da média
+ desvio padrdo. O teste exato de Fisher e o teste qui-quadrado foram aplicados para
determinar a associacdo entre as variaveis categdricas com a ocorréncia de reacGes adversas.
Para a comparagdo entre os trés momentos da coleta de sangue utilizaram-se o0s testes
ANOVA com pos-teste de Tukey, para avaliacdo dos resultados laboratoriais. Valores de p

<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
2.5 Considerac0es éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa que envolve Seres
Humanos CEP/ Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), de acordo Resolucdo n°
466/12 do conselho Nacional de Saude — CNS do Ministério da Saude, sob parecer de numero
3.284.027.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracteristicas socio demograficas da populacdo estudada

De janeiro de 2018 a dezembro de 2021 foram atendidos 47 pacientes com doenga
de Chagas cronica, porém 7 pacientes foram excluidos do referido estudo devido aos critérios
de exclusdo. Logo, o presente estudo avaliou 40 pacientes, destes 21 (52,5%) eram do sexo
masculino e 19 (47,5%) do sexo feminino com média de idade de 54,6 anos (TABELA 1).

Com base na idade média dos pacientes suspeita-se que esses individuos estdo na
fase cronica da doenca (CARVALHO et al., 2015). Porém, observamos alguns pacientes com
menos de 40 anos de idade (n=5, 12,5%) o que pode indicar transmissdo ativa da DC em
alguns municipios, pois ainda ha captura de elevado ndmero de triatomineos, inclusive
infetados com T. cruzi (FIDALGO et al., 2018).

Quanto a escolaridade, 22 (55%) pacientes eram analfabetos/fundamental
incompleto (TABELA 1). Muitos estudos relatam esse mesmo perfil entre os individuos
portadores da doenca de Chagas (ALVES et al., 2009; SOUSA JUNIOR, et al. 2017; COSTA
et al., 2018; MIZOGUTI et al. 2018). Acredita-se que, em geral, os pacientes com DC tém

poucas oportunidades sociais, salarios baixos e pouca instru¢do, mostrando que a DC é uma das
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doencgas parasitarias que esta relacionada com o aspecto socioecondmico da populacdo (WHO,
2002; ALVES et al., 2009). Corrobora com este achado, elevado percentual (80%) de pacientes
que nasceram e cresceram em cidades interioranas, onde se tem em toda a América Latina,
incluindo o Brasil, oportunidades sociais profundamente escassas, além de baixas condigdes de
moradia, (DIAS; BORGES DIAS, 1979; DIAS, 1999; COSTA et al., 2007; VIANA et al., 2020).

Tabela 1- Caracteristicas sociodemograficas de 40 pacientes com doenca de Chagas cronica que realizaram o

tratamento com BNZ no periodo de janeiro de 2018 a dezembro de 2021.

Variaveis Categorias N° %
Masculino 21 525
Sex0 Feminino 19 475
Total 40 100,0
34 — 49 Anos 13 325
Idade 50 — 65 Anos 22 550
Acima de 65 anos 5 125
Total 40 100,0
Analfabeto 5 125
Fundamental incompleto 17 425
Escolaridade Fundamental completo 4 10,0
Médio incompleto 1 2,5
Médio completo 10 25,0
Superior completo 3 7,5
Total 40 100,0
Aposentado 14 35,0
Agricultor 3 7,5
Dona de casa 3 7,5
Ocupagéo Desempregado 4 10,0
Autdnomo 3 7,5
Outros 13 325

Total 40 100,0
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Cidades do interior do Estado Ceara 32 80,0

Naturalidade ©utros Estados brasileiros 8 200
Fortaleza 0 0
Total 40 100,0

Cidades do interior do Estado Cearda 29 725

Procedéncia Fortaleza 8 200
Regido metropolitana de Fortaleza 3 7,5
Total 40 100,0

Muitos pacientes nasceram (n=32, 80,0%) e continuam morando em cidades do
interior do Ceara (n=29, 72,5%), em maior destaque Quixeré, Limoeiro do Norte e Russas.
Freitas et al (2015) e Freitas et al (2017) demonstraram em seus estudos que o municipio de
Limoeiro do Norte ¢ um dos locais com maior prevaléncia da DC no estado do Ceara com
taxa de soroprevaléncia de 2,6% (4/154) e 4,2% (34/812), respectivamente, para anticorpo
anti-T.cruzi por dois testes soroldgicos.

Segundo Fidalgo et al (2018) essa regido possui grande risco de transmisséo
vetorial para a DC, tendo em vista o alto indice de infestacdo por triatomineos. Os autores
também detectaram que Limoeiro do Norte apresentou 0 maior ndmero de espécimes
infectadas (n = 205), indicando uma taxa de infecgéo de 5,3%.

O Boletim epidemiolégico publicado em janeiro de 2021 mostrou que 0s
municipios da regido do Sertdo dos Inhamuns (Cratels e Taud), Baixo Jaguaribe (Jaguaruana,
Limoeiro do Norte e Russas) e Centro-Sul (Ic6) concentraram o maior nimero de pessoas
infectadas com T. cruzi. A prevaléncia de amostras reagentes para doenca de Chagas na fase
cronica da doenca no estado do Ceara variou de 3,2% em 2015 a 2,4% em 2019. Entre esses
anos, observou-se uma variagdo no numero de amostras processadas. A partir de 2018, houve
um aumento no nimero de amostras, como reflexo das atividades de vigilancia
epidemioldgica desenvolvidas no estado com busca ativa de possiveis portadores da infecgédo
pelo T. cruzi em habitantes cujas casas tiveram triatomineos infectados (GOVERNO DO
ESTADO DO CEARA, 2021).

Alguns pacientes faziam uso de outros medicamentos antes de iniciar o tratamento
com BNZ, os quais foram mantidos em concomitancia com BNZ, incluindo para hipertenséo

arterial sisttmica (n=13), arritmia cardiacas (n=3), dislipidemia (n=6), diabetes (n=2), entre
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outros.

Medicamentos para o sistema cardiovascular foram os mais comumente utilizados
durante o tratamento com BNZ (n=45; 47,4%), seguido de medicamentos para o aparelho
digestivo e metabolismo (n=17; 17,9%) (TABELA 2). Observamos uma media de 2,5
medicamentos por paciente.

Podemos observar que a DC esta associada com comorbidades do sistema
cardiovascular como hipertensdo arterial sistémica, insuficiéncia cardiaca, disturbios no ritmo
cardiaco; comorbidades associadas ao aparelho digestivo e metabolismo como disturbios do
trato gastrointestinal, hiperglicemia/diabetes, hipercolesterolemia; entre outras. Essas
comorbidades podem estar relacionadas ao processo de envelhecimento dos pacientes, visto
que 14 (35%) tinham idade maior que 60 anos ou atribuidas a fisiopatologia da
tripanossomiase (ALMEIDA et al., 2007). E provéavel que hipertensdo arterial se manifeste
com o avancar da idade independentemente da evolucdo da DC, porém, mais estudos sdo
necessarios para esclarecer melhor essa associag&o.

Rojas et al. (2018) verificaram em seu estudo que individuos com DC, em
comparagdo com participantes sem DC, tém prevaléncia quase trés vezes maior de alteracGes
no eletrocardiograma (ECG) como bloqueio completo do ramo direito e bloqueio fascicular
anterior esquerdo, bloqueio atrioventricular de primeiro grau, fibrilacdo atrial combinada e a
combinacéo de blogueio completo do ramo direito e blogueio fascicular anterior esquerdo.

A etiologia das alteracbes cardiacas em pacientes com DC ainda ndo esta
totalmente esclarecida, mas varios mecanismos foram propostos. As alteracdes cardiacas sdo
caracterizadas pelo desenvolvimento de um infiltrado celular difuso, alteracbes da
microcirculacdo que levam a fibrose. As evidéncias sugerem que a presenca do parasito no
coracdo desencadeia uma resposta imunitaria especifica e que pelo menos algumas das células
que constituem o infiltrado sdo especificas do parasito. A persisténcia do Trypanosoma
cruzi pode iniciar o dano as células endoteliais vasculares ou levar ao dano da
microvasculatura por meio de seus efeitos no infiltrado inflamatério, bem como em varios
lipidios bioativos, como o tromboxano A e a prostaglandina F2a, potentes vasoconstritores
(BONNEY E ENGMAN, 2008). Além disso, ainfeccdo por T. cruzi também prejudica a
inervacdo parassimpatica, predispondo a hiperativacdo simpatica, que pode levar a mais danos
cardiacos e arritmogénese (DAVILA et al., 2002; MARIN-NETO et al, 2007).
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Tabela 2- Classificacdo Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) dos medicamentos utilizados pelos 40
pacientes com doenca de Chagas crénica em tratamento com BNZ no periodo de janeiro de 2018 a dezembro de

2021.
Classificacéo N % Tratamento Medicamentos utilizados
ATC
Farmacos 4 472 Hipotireoidismo Levotiroxina sodica
hormonais
sistémicos, com
exclusdo de
hormonios
sexuais
Anti-infecciosos 7 74 - Infecgdes cutaneas pelo Aciclovir;
de virus Herpes; Amoxicilina,
uso sistémico - InfeccBes bacterianas; Abacavir, lamivudina,
- Anti-retrovirais. atazanavir, ritonavir,
dolutegravir
17 17,9 - Distarbios do trato Dexlansoprazol, Omeprazol,
Aparelho gastrointestinal; Domperidona, Pantoprazol,
digestivo e Complexo homeopatico
metabolismo - Hiperglicemia/ Almeida Prado 46;
Diabetes; Cloridrato de metformina,
Gliclazida; Fosfato de
- Hipercolesterolemia. sitagliptina monoidratado;
Sinvastatina, Atorvastatina
Sistema 45 47,4 - Hipertenséo, Losartana potassica, Captopril,
Cardiovascular - Angina do peito, Maleato de enalapril,
- Insuficiéncia cardiaca, Espironolactona,
- Disturbios no ritmo Furosemida,Valsartana,
cardiaco Clortalidona, Hidroclorotiazida,
Olmesartana medoxomila,
Besilato de anlodipino,
Carvedilol, Nifedipino,
Cloridrato de propranolol,
Succinato de metoprolol,
Hemifumarato de bisoprolol,
Cloridrato de amiodarona
Sistema Nervoso 14 14,7 - Epilepsia, episddios de ~ Carbamazepina, Clonazepam,

mania, disturbio de
humor bipolar e
depresséo, ansiedade,
Disturbios convulsivos,
transtorno do panico e
transtorno de ansiedade
generalizada;
- Estados de dor, de
inflamacdo e de febre.

Diazepam, Amitriptilina,
Alprazolam, Cloridrato de
trazodona, Fenobarbital,
Escitalopram;

- Dipirona; diclofenaco
dietilamonio.
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Sanguee 6rgdos 6 6,3 - Prevencgdo secundarias Clopidogrel, Acido
hematopoiéticos dos eventos acetilsalicilico;
aterotrombaticos;
- Anemia por deficiéncia Sulfato ferroso,
de ferro Hidroxido de Ferro 11I.
Orgéaos dos 1 11 Glaucoma Maleato de timolol
sentidos
Sistema Mdusculo- 1 11 Reumatismo Cafeina, carisoprodol,
Esquelético diclofenaco de sodio e
paracetamol
Total 95* 100

*2,5 medicamentos por paciente.

3.2 Frequéncia das reacdes adversas ao benznidazol de acordo com os sistemas ou 6rgdos

No total, 40 pacientes foram tratados com BNZ, destes 4 (10%) suspenderam
temporariamente o tratamento, mas conseguiram concluir utilizando medicamentos para o
manejo das RAM como corticoides (prednisona) e anti-histaminicos (loratadina ou
dicloridrato de hidroxizine) e 5 (12,5%) pacientes ndo completaram o tratamento com
interrupcao definitiva, totalizando 87,5% pacientes que completaram o tratamento prescrito.

Dos 40 pacientes tratados, 30 (90%) apresentaram pelo menos uma reacao
adversa. A dose total de BNZ foi de 300 mg/dia e a duracgdo do tratamento dos pacientes que
concluiram variou de 40 a 90 dias (média 67,7). A duracdo do tratamento dos pacientes que
suspenderam em definitivo variou de 7 a 70 dias. Todas as RAMs desapareceram apés a
descontinuacdo do tratamento. E 10 (25%) pacientes ndo apresentaram RAM durante todo o
tratamento.

As reacOes adversas mais frequentes foram as relacionadas aos sistemas
dermatolégico como prurido (n=17; 40,5%), descamacdo da pele (n=9; 21,4%) e manchas
vermelhas/erupgdes cutdneas (n=8; 19%); além de alteragdesgastrointestinais como dor
abdominal (n=11; 29,7%), nauseas/enjoo (n=7; 18,9%) e aumento do apetite (n=7; 18,9%).
Outro sistema afetado pelo uso do BNZ foi o sistema central e periférico correspondendo a
11,2% (n=18) das reacdes adversas encontradas (QUADRO 3).

No presente estudo, o perfil de rea¢Ges por intolerancia ao BNZ foi semelhante ao
relatado em outros estudos observacionais focados na seguranga e tolerancia do benznidazol

no tratamento de pacientes com doenca de Chagas. Gotijo et al. (2020), com 62 pacientes
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mostrou uma prevaléncia de RAM de 66,1% (n=41) e as reacdes mais apresentadas foram
reacfes dermatologicas como prurido e reacBes gastrointestinais como nausea e dor
abdominal. Segundo Salvador et al. (2015), a reacdo cutanea associada ao benznidazol é uma
reacdo adversa medicamentosa compativel com uma reacdo de hipersensibilidade néo
mediada por IgE (retardada). Segundo estes autores, a reacdo cutanea relacionada ao BNZ é
uma reacdo mediada por células T com uma resposta Th2 produzindo IL-5, com aumento de
IL-10. A IL-10 desempenha um papel de modulacdo da sintese de IL-12 e INF- v, evitando
uma excessiva resposta imune que poderia causar inflamacéo extensiva e dano aos tecidos do

hospedeiro, além dediminuir o desenvolvimento de respostas imunes mediadas por Th2.

Quadro 3 — Frequéncia das RAMs de 40 pacientes com doenca de Chagas crénica relacionadas ao benznidazol

durante todo o periodo de tratamento - LPDC/Fortaleza - janeiro/2018 a dezembro/2021 de acordo com sistemas

e 0rgdos.
. , Frequéncia _ Frequéncia
Sistema ou 6rgéo % | Sintomas/Alteracéo
absoluta n %
Manchas vermelhas/
3 A 8 | 19,0
erupgdes cutaneas
Manchas roxas 2 4,8
Prurido 17 | 40,5
Dermatoldégico 42 26,1 | Pele seca 2 4.8
Erupcdes bolhosas 2 4,8
Hiperemia nas extremidades 1 2,4
Ardéncia e queimacdo na pele| 1 2,4
Descamacéo da pele 9 | 214
Azia 3 8,1
Nauseas/enjoos 7 | 18,9
Aumento do Apetite 7 | 18,9
Gastrointestinal 37 23,0 | Dor abdominal 11 | 29,7
Dor abdominal + diarreia 4 | 10,8
Diarreia 2 54
VVomitos 3 8,1
Cefaleia 13 | 56,5
Estado Geral 23 14,3 i
Algia (dor) nos membros 6 | 26,1
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Febre 4 | 17,4
_ Astenia 11 | 68,8
Musculoesquelético 16 9,9 i
Artralgia 5 | 313
Nervoso central e Parestesia 10 | 55,6
o 18 11,2 i
periférico Tontura/Vertigem 8 | 444
Perda de apetite
Nervoso Autdbnomo 10 6,2 10 | 100,0
) Edema nas
Cardiovascular 8 5,0 ] ) 8 |100,0
extremidades/facial
i _ Ageusia
Orgaos dos sentidos 7 4,3 7 |100,0
Total 161 100 | Total 161

Silva et al. (2017) encontraram uma incidéncia de RAM de 56,1%, inferior a
encontrada em nosso estudo e as RAM que exigiram a interrupcdo permanente do tratamento
com BNZ foram as dermatoses, 148 (7,1%); disturbios gastrointestinais, 14 (0,7%); e
distdrbios do sistema nervoso, 28 (1,3%). Gotijo et al. (2020), por sua vez, observaram em
sua populacdo de estudo uma prevaléncia de reacfes adversas ao BNZ de 66,1% (n=41),
sendo as reacOes dermatoldgicas predominantes, manifestando-se em 18 (81,8%) dos 22
(53,6%) pacientes que descontinuaram o tratamento. Os pacientes também fizeram uso de
corticoides e anti-histaminicos para a resolucdo das reacdes dermatologicas.

Diante desses resultados, parece que 0s corticoides seriam uma opgdo para O
manejo dessa reacdo adversa; no entanto, poucos relatos de experiéncia estdo disponiveis
sobre a eficacia dos esteroides para prevenir ou conter reacdes cutaneas devido ao BNZ.
Dos 9 (22,5%) pacientes que tiveram o tratamento suspenso, sete deles (77,8%) fizeram uso
de corticoide (prednisona ou prednisolona) por 5 dias para a resolucdo da reacdo adversa
cutanea (GARGOLAS et al., 2013).

Das reagOes adversas ocasionadas pelo BNZ no sistema nervoso central e
periférico destaca-se a parestesia representando 55,6% (n=10) dessas rea¢cdes (QUADRO 3).
Esse resultado chama a atencdo, pois, trata-se de uma reacdo que pode ser irreversivel.
A parestesia € um sintoma caracterizado pela sensacdo de dorméncia ou formigamento em
alguma parte do corpo. Pode acometer os membros como bracgos, pernas, mdos, como também

em areas menos comuns, como a boca. No caso do tratamento com BNZ, as partes mais
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acometidas foram os membros superiores (méos e bragos) ou membros inferiores (pernas e
pés). Esse tipo de reacdo deve ser identificado o quanto antes para iniciar o protocolo de
suspensdo do tratamento e iniciar o tratamento sintomatico com medicamentos
anticonvulsivantes (BERAN, 2015). No presente estudo, os casos de parestesia foram
reversiveis seguindo as recomendagdes do Il Consenso Brasileiro de Doenga de Chagas
(DIAS et al.,2016).

A ageusia (perda do paladar) foi observada em 4,3% (n=7) dos pacientes
(QUADRO 3), porém, apenas 3 pacientes relataram essa reacdo na primeira etapa do
tratamento, em que foi possivel realizar a intervencdo da interrupcao do tratamento com BNZ.
O restante relatou a reacdo apds conclusdo do tratamento. Nos 6 pacientes a falta de paladar
foi revertida apds a interrupcdo definitiva ou término do tratamento. Segundo o Il Consenso
Brasileiro de Doenca de Chagas (2015), pacientes que apresentarem ageusia durante o
tratamento deve suspender imediatamente o BNZ (DIAS et al., 2016).

A olfacdo e a gustacdo apresentam anatomia e fisiologia complexas, ainda nao
totalmente conhecidas. A importancia do paladar reside no fato de que ele permite a um
individuo selecionar substancias especificas de acordo com as suas vontades e de acordo com
as necessidades metabdlicas. Os medicamentos costumam afetar mais a gustacdo que a
olfacdo (PALHETA NETO et al., 2011; DIAS et al., 2016).

O paladar pode ser afetado em casos de lesdes do nervo facial proximal a saida da
corda timpanica. Muitas ideias simples podem ser sugeridas a pacientes com alteracdes de
gosto. A mastigacdo de goma ou de gelo pode atuar como uma ajuda temporaria na hipogeusia.
Os pacientes devem ser encorajados a mastigar seus alimentos muito bem, alterando os lados
de sua boca ou entdo os seus alimentos (BURKERT et al., 2005). A importancia da olfacdo e a
gustacdo sdo vitais e sua perda traz graves consequéncias na qualidade de vida, bem como
pode representar risco a satde do individuo (PALHETA NETO et al., 2011).

Os achados encotrados no presente estudo mostram que o BNZ induz alta
incidéncia de reacdes adversas (90%; n=30), 0 que muitas vezes representa uma barreira para
0 seu uso. O perfil de reacdo cutanea durante o tratamento foi semelhante ao relatado em
outros estudos observacionais focados na seguranca e tolerancia do BNZ no tratamento da
doenca de Chagas como o estudo de Silva et al. (2017), no qual, as RAM que exigiram a
interrupgdo permanente do tratamento com BNZ foram as dermatoses, 148 (7,1%); disturbios
gastrointestinais, 14 (0,7%); e disturbios do sistema nervoso, 28 (1,3%), mas com uma
incidéncia de RAM de 56,1%, incidéncia esta inferior a encontrada no presente estudo.

Gotijo et al. (2020) observaram em sua populacdo de estudo uma prevaléncia de
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reacOes adversas ao BNZ de 66,1% (n=41), sendo as reagdes dermatoldgicas predominante,
manifestando-se em 18 (81,8%) dos 22 (53,6%) pacientes que descontinuaram o tratamento.
Os pacientes também fizeram uso de corticoides e anti-histaminicos para a resolucdo das
reacOes dermatoldgicas.

As principais reacGes responsaveis pela suspensdo temporaria do BNZ foram
reacOes relacionadas ao sistema dermatolégico (descamacdo da pele, prurido, erupgdes
bolhosas); relacionadas ao sistema cardiovascular como edema de membros superiores e/ou
inferiores. E as reacOes responsaveis pela interrupcdo definitiva do tratamento foram
relacionadas ao sistema nervoso central e periférico como a parestesia e relacionada aos
6rgdos do sentido como a ageusia.

Quando observamos na literatura as reagdes adversas provocadas pelo Nifurtimox,
0 BNZ parece ser uma melhor alternativa ao tratamento, pois o Nifurtimox apresenta uma
menor tolerancia digestiva, refletida na anorexia com perda de peso e distlrbios psiquicos,
logo, 0 BNZ tornou-se a primeira escolha para o tratamento da doenga de Chagas (BRASIL,
2005). No Brasil, o Nifurtimox somente € utilizado nos casos de intolerancia ao BNZ (DIAS
etal., 2016).

Com relagdo essa distingdo entre homens e mulheres no desenvolvimento de
reacOes adversas ao BNZ, devemos considerar alguns fatores como diferencas entre 0s
organismos femininos e masculinos que podem afetar todo o processo farmacocinético dos
farmacos, tanto anatbmico como fisioldgicos. As mulheres possuem maior gordura corporal, 0
que pode afetar a distribuicdo e armazenamento de drogas lipofilicas, levando a um aumento
do seu volume de distribuicdo e tempo de meia-vida. O contrario é valido para farmacos
hidrofilicos. As mulheres ainda apresentam diferente capacidade de filtracdo glomerular, bem
como esvaziamento gastrico, fatores que podem afetar a eliminacéo e a absorcdo de farmacos,
respectivamente (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017).

A variavel sexo nao foi significativa (0,0692), mas as mulheres mostraram uma
tendéncia maior de desenvolver RAM durante o tratamento com BNZ em comparagdo com 0s
homens (TABELA 3). Esse resultado ndo foi significativo (p<0,05), provavelmente, devido ao
tamanho da amostra, € provavel, que em uma amostra maior seria possivel observar melhor
essa diferenca.

Estudo realizado por Molina et al. (2017) avaliou a farmacocinética do BNZ em
adultos satdaveis e verificou que os homens apresentaram uma concentracdo plasmatica
méaxima menor que as mulheres, além disso, apresentaram volume medio de distribuicdo em

funcéo da biodisponibilidade maior que o sexo feminino, justificaram esse resultado com base
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nas variagcbes do pH géstrico, taxa de esvaziamento gastrico, tempo de transito intestinal,

expressao intestinal de proteinas de transporte e a composi¢do corporal.

Tabela 3 - Relag8o entre a presenca de reacfes adversas relacionadas ao tratamento com benznidazol,
caracteristicas basais (sexo e idade) de 40 pacientes com doenga de Chagas e eventos (interrupcao do tratamento)
em janeiro/2018 a dezembro/2021.

i REACAO ADVERSA
VARIAVEL CATEGORIA
Sim N30 p-valor* OR

Feminino 17 5

Sex0 Masculino 0,0692 i

13 8

18-50 anos 10 3

Idade 1,0000 -
>50 anos 20 7
Sim 9 0

Interrupcdo  do

tratamento NZo 21 10 0,0428 10,76

*Teste Exato de Fisher
OR: Odds ratio

Além disso, 0 metabolismo hepético feminino também difere com relacdo ao
masculino, como por exemplo, uma maior atividade da enzima CYP3A4, principal
metabolizador de farmacos do nosso organismo (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012,
OLIVEIRA et al., 2017). Por tanto, apesar de nao ter sido observada uma relacéo significativa,
foi coerente encontrar uma maior frequéncia de reacfes adversas nas mulheres, mesmo néo
sendo conhecido 0 mecanismo exato dessa maior predisposigao.

Observou-se que a presenca de reacOes adversas estd relacionada com a
interrupcdo do tratamento (p=0,0428), ou seja, 0s pacientes apenas interropem o tratamento
com BNZ devido a presenca de RAM. Com relagéo a idade, verificou-se que n&o existe uma

relacdo entre a idade do paciente e o aparecimento de RAM (p=1,0000).

3.3 Causalidade e Gravidade das Reag0es Adversas

Ao total foram identificadas 161 reagOes adversas durante o tratamento com o

BNZ. Essas reacdes foram classificadas quanto a causalidade em definida, provavel, possivel,
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condicional e nédo relacionada, utilizando o algoritmo de Naranjo para pontuar as reagoes e,
entdo classifica-las. Os resultados também foram classificados quanto a gravidade (leve,
moderada, grave e fatal) de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude.

De acordo com o algoritmo de Naranjo, encontramos 104 (64,6%) RAM
classificadas como possiveis de terem sido ocasionadas pelo BNZ e 57 (35,4%) como
provaveis de terem sido ocasionadas pelo BNZ (TABELA 4). Nao foram observadas RAM do
tipo definida, condicional e ndo relacionada.

No estudo de Oliveira et al. (2017) foi observada uma maior quantidade de
reacOes classificadas como definidas (26,7%; n=193), mas muitas reacdes foram classificadas
em provaveis (25,1%; n=180) e possiveis (24,3%; n=174). O estudo de Gotijo et al. (2020)
também encontrou uma alta prevaléncia de reac@es provaveis (80,9%; n=85).

No presente estudo 54% (n=87) das RAM foram classificadas em moderadas
(TABELA 4), podendo resultar em incapacidade transitoria sem sequelas e necessitando de
intervencdo (administracdo de medicamentos e suspensdo do tratamento). Silva et al. (2017),
classificaram as RAM encontradas em seu estudo como leves e moderadas 900 (43,4%) e 263
(12,7%) respectivamente, diferindo dos nossos resultados. N&o foi observada nenhuma
RAM grave ou fatal. Apesar do alto indice de RAM relacionadas ao tratamento com
benznidazol, este dado é amenizado pela predominancia de reagdes consideradas moderadas
(54%; n=87) e leves (46%; n=74), dessa forma, podemos considerar que 0 BNZ é um
medicamento seguro para o tratamento da DC, salvo os casos em que 0 BNZ néo é indicado
(MORILLO etal., 2015; DIAS et al., 2016).

As RAM leves e moderadas foram tratadas primeiramente com medicamentos de
acordo com os sintomas especificos (analgésicos para cefaleia, inibidores da bomba de
prétons para dispepsia, anti-H2 para alergias) (TABELA 2).

Pacientes com RAM leve ou moderada foram encorajados a reiniciar o tratamento
com benznidazol apés 10 dias de suspensdo do medicamento para o tratamento sintomatico de
RAM. Pacientes que tiveram o tratamento suspenso devido a rea¢es dermatologicas (12,5%;
n=5), foram submetidos ao tratamento sintomatico com corticoide e anti-histaminicos e ap6s
10 dias retomaram o tratamento com BNZ associado com anti-histaminico até o final do
tratamento. Dessa forma, 60% (n=3) dos que suspenderam o medicamento devido reacgdes
dermatoldgicas conseguiram concluir o tratamento. Logo, a suspensdo do BNZ por 10 dias e a
retomada do tratamento associado com anti-histaminicos parece ser uma boa alternativa para
a conclusdo do tratamento da doenca de Chagas na presenca de reacOes adversas

dermatoldgicas.
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Tabela 4 — Classificacéo das 161 reacdes adversas ao benznidazol por causalidade e gravidade em 40 pacientes
com doenca de Chagas que realizaram o tratamento no Laborato6rio de Pesquisa em Doenca de Chagas (LPDC)

entre janeiro de 2018 e dezembro de 2021.

FREQUENCIA
PERFIL DA REACAO
Causalidade n %
Provavel 57 35,4
Possivel 104 64,6
Definida 0 0
Condicional 0 0
N&o relacionada 0 0
Total 161 100
Intensidade n %
Leve 74 46,0%
Moderada 87 54,0%
Grave 0 0
Fatal 0 0
Total 161 100

Estudo realizado por Oliveira et al. (2017) encontraram alta frequéncia de RAM
durante a administracdo de BNZ (91,5%), porém, como vimos também em nossa pesquisa, a
maioria das RAM foi considerada leve e apenas 23,2% dos casos necessitaram de interrup¢ao
definitiva do tratamento.

Os casos de RAM que exigiram a interrupcdo permanente do tratamento com
BNZ foram classificados em leves como prurido e vomito; moderadas como manchas
vermelhas/erupgdes cutaneas, descamacdo da pele, parestesia, ageusia e edema nas
extremidades/facial.

Diante da alta frequéncia reagdes adversas, 0 sucesso da adesdo ao BNZ deve-se a
importancia de um acompanhamento médico e farmacéutico durante todo o tratamento. O
acompanhamento farmacéutico realizado pelo Laboratério de Pesquisa em doenca de Chagas
da UFC pode detectar ou prevenir reacOes adversas graves ao tratamento com BNZ (COSTA
et al., 2018) e isso pode justificar o fato de ndo terem sido observadas, nesse estudo, reacoes

adversas graves ou fatais.
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3.4 Alteracdes laboratoriais devido ao uso do Benznidazol

Cuidados devem ser tomados antes e durante o tratamento com BNZ na
monitorizacdo das reacOes adversas. Antes de se iniciar o tratamento, foram realizados
exames clinicos e laboratoriais (hemograma, avaliacdo de enzimas hepaticas e testes de
funcdo renal). Esta conduta deve ser repetida no 30° e 60° dias do inicio do tratamento
(BRASIL, 2005). Na tabela 5 observou-se os dados dos parametros laboratoriais
representados por média + desvio padréo.

Os resultados laboratoriais durante o seguimento mostraram casos de alteracdes
hematoldgicas e alteracbes bioquimicas leves. Usando o teste ANOVA foi verificado que
ocorreu neutrofilia (p<0,05), por aumento de segmentados (p<0,05) e linfopenia (p<0,05),
apos 30 dias de tratamento com o BNZ (TABELA 5). Estudo realizado por Pinazo et al.,
(2013) também observaram linfopenia com um caso de linfopenia grave no inicio do
tratamento. Em ambos o0s casos, os sintomas foram bem controlados e os valores laboratoriais
voltaram ao normal quando o benznidazol foi retirado.

O tratamento com BNZ ndo é recomendado aos pacientes que possuem
insuficiéncia hepatica ou renal (MARIN-NETO et al., 2009; MENEZES et al., 2011; DIAS et
al., 2016), pois seu principal mecanismo metabolico é mediado pelo complexo enzimatico do
citocromo P450. O mecanismo de acdo do BNZ, por processos enzimaticos mediados pelo
citocromo P450 geram compostos que resultam em radicais livres de oxigénio e nitrogénio
responsaveis pela toxicidade ndo s6 ao parasito, mas também, em menor grau, as células
hospedeiras, causando reacdes adversas como a elevacdo das enzimas hepaticas (PAVAN et
al., 2018).

A Dbiotransformagdo do farmaco ocorre no tecido hepatico, com posterior
eliminacdo pelos rins (MOLINA et al., 2015). Em pacientes com fungdo hepatica e renal
normais, recomenda-se a realizacdo das taxas séricas de AST (aspartato aminotransferase) e
ALT (alanina aminotransferase) para acompanhamento da funcdo hepética, e ureia e
creatinina séricas para acompanhamento da funcéao renal (DIAS et al., 2016).

As enzimas estavam elevadas na seguinte ordem de frequéncia: AST 8 casos
(20%), com valores variando de 39 U/L a 355 U/L; ALT 10 casos (25%), com valores
variando de 31 U/L a 529 U/L. As enzimas AST e ALT estdo localizadas no interior dos
hepatdcitos, proximas & membrana celular e estas enzimas podem ser liberadas das células, o
que causa necrose dos hepatdcitos (DAVANCO et al., 2015; CORONEL et al., 2017).
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Quando um aumento plasmético dessas enzimas atinge 10 ou mais vezes 0s
valores de referéncia, pode ser entendido como reflexo de hepatite causada por drogas. No
presente estudo, os valores atingiram um maximo de 9,34 para AST, 12,9 para ALT. Pavan et
al. (2018) observaram em seu estudo valores de enzimas hepaticas que atingiram um maximo
de 9,11 para ALT, 8,18 para AST, resultados muito semelhantes ao encontrado no presente
estudo.

Ainda ndo se conhece claramente os mecanismos envolvidos nas alteracfes
hepaticas induzidas pelo BNZ, mas a elevacdo tardia das enzimas sugere que deve haver uma
relacdo com o aumento do tempo de exposicdo ao farmaco. Verificou-se no presente estudo
elevacdo das enzimas hepéticas no 30° dia em 53,8% (n=7) dos pacientes que apresentaram
alteracdo nessas enzimas. Mas essa elevacdo ndo foi considerada estatisticamente significativa
(p=0,7117 para AST e p=0,8987 para ALT).

Estudos experimentais em animais realizado por Garcia et al., (2005) verificaram
sinais de hipertrofia hepéatica no grupo de animais em uso de BNZ, mas ndo detectaram
aumento de colageno, logo, chegaram a conclusdo de que ndo ha necrose produzida pelo
BNZ, pois a substituicdo do parénquima hepético por tecido conjuntivo cicatricial ndo é
necessaria. Isso pode justificar o fato de as enzimas hepaticas voltarem para o quantitativo
normal apds o término ou suspensdo do tratamento.

Um dos pacientes chamou a atencdo pela maior elevacdo das enzimas hepaticas,
ele também apresentou reacdo cutanea como coceira, manchas vermelhas; alteracdes no
sistema nervoso central e periférico como a parestesia; alteracdo no leucograma caracterizada
por eosinofilia confirmada em Iamina; RAM relacionada ao estado geral como algia nos
membros e RAM relacionada aos 6rgdos do sentido como a ageusia, culminando com a
suspensdo definitiva do tratamento com BNZ. Todas essas alteracfes foram rapidamente
regularizadas com a suspensao do farmaco e com tratamento em baixas doses de corticoide
por um curto periodo de tempo, anti-histaminicos, analgésicos e antinflamatorios.

Pavan et al. (2018) também encontram em seu estudo um paciente com uma alta
concentracdo de enzimas hepéticas, se destacando dos demais. Este paciente também
apresentou sintomas digestivos, reacdo cutanea e alteracdo hematoldgica caracterizada por

neutropenia. Apés suspencao do BNZ e uso de corticoides as alteracdes desapareceram.
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Tabela 5 — Parametros hematologicos e bioquimicos dos 40 pacientes com DC tratados com BNZ antes do tratamento, 30 dias e 60 dias apds o inicio do tratamento -

LPDC/Fortaleza- janeiro/2018 a dezembro/2021.

ANTESDOTTO 30DIASDETTO 60DIASDETTO VALOR DE REFERENCIA p-valor
Média+DP Média+DP Média+DP Homem/Mulher

HC (mi/mm3) 4,89+0,62 4,83+0,59 4,78+0,61 45a6,5/4,0a5,5 0,7438
HB (g/dL) 14,19+1,55 13,91+1,48 14,03+2,08 13,5a18/12a16 0,7801
LEU GLOBAL (/mm?) 6323+1619 638812116 6335+1750 4.000 a 11.000 0,9867
NEU (%) 52,89+8,73 58,13+9,68 55,08+8,95 40a 80 0,0425*
BAST (%) 0,1+0,44 0+0 0,24+1,01 0ab 0,2564
SEG (%) 52,79+8,79 58,13+9,68 55,64+9,15 40a75 0,0401*

EO (%) 3,06+1,77 3,58+2,52 3,66+3,07 1-6% 0,52
BASO (%) 0,75%£0,43 0,8749,53 0,63+0,32 0al 0,1247
LINF (%) 35,28+7,73 28,73+7,53 31,53+9,25 20a 40 0,0021*
MONO (%) 8,02+2,07 8,68+2,19 8,26+2,14 2al0 0,3894
PLAQ (/mm?3) 246325156055 242895+65459 238622+76111 150.000 a 500.000 0,8966
UREIA (mg/dL) 33,28+9,59 32,47+9,78 30,58+10,70 10a50 0,4926
CREATININA (mg/dL) 0,91+0,23 0,90+0,19 0,84+0,20 0,7al13/06a1l,1 0,4262
AST (U/L) 24,38+6,52 25,82+9,08 35,81+56,22 <38 /<32 0,7117
ALT (U/L) 27,35+14,95 31,36+22,62 42,58+85,05 <41/<31 0,8987

Legenda: DP: Desvio padrdo; TTO: Tratamento; HC: Hemécias; HB: Hemoglobina; LEU: Leucdcitos; NEU: Neutrofilos; BAST: Bast6es; SEG: Segmentados; EO:
Eosinofilos; BASO: Basofilos; LINF: Linfocitos; MONO: Mondcitos; PLAQ: Plaquetas; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase *Teste ANOVA

com pos-teste Tukey.
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Neste estudo, apenas 4 (10%) pacientes apresentaram eosinofilia durante o
periodo de tratamento com o BNZ. E uma alteragio laboratorial comum de ocorrer diante de
uma reacdo alérgica, mas ndo ocorreu em todos o0s pacientes que apresentaram RAM
associadas ao sistema dermatologico (p=0,52). A presenca de eosinéfilos na pele € comum em
disturbios dermatoldgicos associados a reacdes adversas a medicamentos e tem sido levantada
a hipdtese de que os eosinofilos podem contribuir para a defesa do patdgeno e regular as
respostas inflamatorias. As drogas, seja diretamente ou apds o processamento pelas células
dendriticas, ativam as células T que podem produzir citocinas, resultando em dano tecidual e
resposta inflamatéria (GRAAUW et al., 2015; WHITE et al., 2015).

Nas reacfes a medicamentos, os eosinofilos intervém nas urticéarias, angioedema,
na sindrome de DRESS (Drug Reaction (or Rash) with Eosinophilia and Systemic Symptoms),
caracterizada por reacdo sisttmica medicamentosa que pode ser muito grave. A
imunomodulacdo das reacdes alérgicas com eosinofilia faz com que os corticoides e anti-
histaminicos aumentem a apoptose dos eosint6filos (CARLOS, 2015), o que justifica a
melhora e resolucédo das reacdes adversas apresentadas pelos pacientes do presente estudo ao
utilizarem o esquema prednisona 20 mg por dia durante 5 dias e anti-histaminicos como
Loratadina 10 mg por dia ou dicloridrato de hidroxizina 25 mg duas a trés vezes ao dia por 10
dias ou em concomitancia com o uso do BNZ.

Dos 9 (22,5%) pacientes que suspenderam o tratamento com BNZ devido a RAM,
4 (44,4%) conseguiram retomar e concluir o tratamento usando anti-histaminicos em
concomitancia. Rodriguez-Guardado et al. (2012) observaram que a combinacdo de doses
crescentes de benznidazol e anti-histaminico oral (dexclorfeniramina) foi capaz de evitar
disturbios da pele e permitir um curso completo de 60 dias de tratamento com benznidazol em
19 pacientes.

A reacdo idiossincratica a droga parece ser 0 mecanismo mais provavel
responsavel pelas reacdes adversas causadas pelo BNZ, uma vez que had mais de um
orgéo/sistema do organismo afetado, alem disso, observa-se a recuperacdo rapida das reacoes
adversas apos a retirada da droga (DOOLEY et al., 2002; NOVAES et al., 2015). Ndo ha
estudos clinicos na literatura que consigam responder diretamente 0s mecanismos que
envolvem as RAM induzidas por BNZ (PAVAN et al., 2018), por isso mais estudos devem ser
realizados para esclarecer os mecanismos envolvidos para tracar estratégias no tratamento e
acompanhamento dos pacientes que necessitarem utilizar esse medicamento, uma vez que nao

temos outras opcdes disponiveis no mercado farmacéutico.
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Tivemos como limitagdes um numero reduzido de pacientes, e isso pode ser
explicado pela suspensdo dos atendimentos farmacéuticos no Laboratério de Pesquisa em
Doenca de Chagas (LPDC) da UFC devido a pandemia da Covid-19. Os atendimentos foram
suspensos por mais de um ano, o que reduziu o nimero de participantes da pesquisa.

Este estudo mostrou que muitos pacientes foram capazes de completar o
tratamento com benznidazol sem nenhuma incidéncia de RAM grave, sucesso este atribuido a
estratégia de acompanhamento préximo juntamente com aconselhamento e tratamento
sintomatico das RAM visando a seguranca do paciente. Devemos utilizar os resultados do
presente estudo como forma de melhorar a atencdo prestada, visando a promog¢do de uma
farmacoterapia mais segura para esses pacientes.

O servico de atencdo farmacéutica ao paciente com doenca de Chagas do estado
do Cearéa é referéncia em acompanhamento farmacoterapéutico de pacientes com doenca de
Chagas, apesar de todas as suas limitagdes, tem tentado fazer uma atencdo mais humana e
especializada a esses pacientes, através da atuacdo fundamental do farmacéutico durante o

tratamento com benznidazol.

4 CONCLUSAO

A populagéo caracterizou-se por idade acima dos 40 anos, de baixa escolaridade,
naturais e procedentes de cidades do interior do Estado Ceard, a maioria aposentados.

Alta prevaléncia de reac@es adversas foi encontrada na populacdo estudada, sendo
a grande maioria de gravidade moderada. As reacdes mais frequentes foram dermatoldgicas,
gastrointestinais e do sistema nervoso. As RAM mais associadas a interrupcao e intervencdes
foram descamacéo da pele, prurido, erupcdes bolhosas, a parestesia e ageusia.

Os exames laboratoriais observados indicam que o BNZ induz alteragdes na
funcdo do figado com frequéncia, mas ndo sdo graves e facilmente controlaveis, devem ser
monitoradas principalmente no 30° dia e ao final do tratamento.

Este estudo mostrou que muitos pacientes concluiram o tratamento com BNZ sem
RAM graves usando uma estratégia de acompanhamento ao paciente e tratamento
sintomaético.

O servico de atencdo farmacéutica ao paciente portador da doenca de Chagas do
estado do Ceara € um exemplo dessa estratégia de atendimento e acompanhamento,

promovendo uma atencao especializada a esses pacientes.
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ARTIGO 2 - ADAPTACAO DE UMA MEDOTOLOGIAANALITICAPARAA
QUANTIFICACAO DE BENZNIDAZOL NO SORO DE PACIENTES COM DOENCA
DE CHAGAS CRONICA

ANALYTICAL METHODOLOGY ADAPTATION FOR THE QUANTIFICATION OF
BENZNIDAZOLE IN THE SERUM OF PATIENTS WITH CHRONIC CHAGAS
DISEASE

RESUMO

Introducdo: A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, tem
como tratamento o benznidazol (BNZ), o qual € distribuido pelo SUS no Brasil, este apresenta
alta incidéncia de reacfes adversas (RAM) que podem levar a suspensao do tratamento. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica utilizada na monitorizacdo
terapéutica de farmacos em soro ou plasma, sendo considerada uma técnica adequada para a
quantificacdo de BNZ no plasma humano. A diferenca entre soro e plasma é que o plasma
apresenta fibrinogénio, importante proteina do processo de coagulacdo. O soro parece
apresentar uma maior estabilidade frente ao plasma em diversas condi¢cdes de estoque na
analise de alguns parametros bioquimicos. Objetivos: Adaptacdo de uma metodologia
analitica (CLAE com detector de Ultravioleta) para quantificagdo de BNZ no soro humano e
como objetivo secundario relacionar a concentracdo de BNZ no soro com as RAM
apresentadas durante o tratamento. Metodologia: Trata-se de um estudo do tipo coorte
prospectivo de seguimento farmacoterapéutico de pacientes com DC cronica em tratamento
com BNZ no Laboratério de Pesquisa em Doenca de Chagas (LPDC) da Universidade Federal
do Ceard. A concentragio do BNZ no soro foi determinada por CLAE/UV. O
acompanhamento do tratamento foi realizado com 30 e 60 dias apds o inicio do tratamento.
As RAM foram classificadas de acordo com a gravidade. Resultados: O método adaptado
mostrou especificidade, seletividade, linearidade e precisdo, portanto, adequado para a
quantificacdo do BNZ em soro humano. Observou-se que 58,82% (n=10) dos pacientes com
30 dias de tratamento estavam com a concentracdo sérica de BNZ dentro da faixa tripanocida.
As RAM foram leves e moderadas e ndo estavam relacionadas com as concentracdes séricas
de BNZ. Conclusdo: Trata-se de um método rapido, confiavel e bastante eficaz para a
mensuracao sérica de BNZ em pacientes. As concentracdes séricas de BNZ ndo estavam
relacionadas com as reag0es adversas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Benznidazol. HPLC. Toxicidade de Farmacos.
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ABSTRACT

Introduction: Chagas disease (CD), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is treated
with benznidazole (BNZ), which is distributed by the Public Health System in Brazil, and has
a high incidence of adverse drug reactions (ADR) that can lead to suspension of treatment.
High performance liquid chromatography (HPLC) is a technique used in the therapeutic
monitoring of drugs in serum or plasma, being considered an adequate technique for the
quantification of BNZ in human plasma. The difference between serum and plasma is that
plasma contains fibrinogen, an important protein in the clotting process. The serum seems to
present greater stability against plasma in different storage conditions in the analysis of some
biochemical parameters. Objective: Adaptation of an analytical methodology (HPLC with
Ultraviolet detector) for quantification of BNZ in human serum and as a secondary objective
to relate the concentration of BNZ in serum with the ADRs presented during treatment.
Methodology: This is a prospective cohort study of pharmacotherapeutic follow-up of
patients with chronic CD undergoing treatment with BNZ at the Chagas Disease Research
Laboratory (LPDC) of the Federal University of Ceard. Serum BNZ concentration was
determined by HPLC/UV. Treatment follow-up was performed at 30 and 60 days after the
start of treatment. ADRs were classified according to severity. The concentration of BNZ in
the serum was determined by High Performance Liquid Chromatography with an Ultraviolet
detector (HPLC/UV), revalidating the methodology of Guerrero et al. (2011). Results: The
adapted method showed specificity, selectivity, linearity and precision, therefore, suitable for
the quantification of BNZ in human serum. It was observed that 58.82% (n=10) of the
patients with 30 days of treatment had the serum concentration of BNZ within the
trypanocidal range. ADRs were mild and moderate and were unrelated to serum BNZ
concentrations. Conclusion: It is a fast, reliable and very effective method for measuring
serum BNZ in patients. Serum concentrations of BNZ were not related to adverse reactions.

Keywords: Chagas disease. Benznidazole. HPLC. Drug Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoério flagelado Trypanosoma cruzi,
representa um sério problema de saude publica na América Latina (JANNIN, VILLA, 2007;
WHO, 2016). O tratamento etiolégico da DC no mundo se limita a dois medicamentos o
Nifurtimox (Nf) e o Benznidazol (BNZ), ambos com efetividade limitada na fase cronica e
alto risco de toxicidade em doses terapéuticas (SOEIRO et al. 2009, ALTCHEH et al. 2014,
KRATZ et al.,2018).

O BNZ ¢ o principal medicamento tripanocida no mundo usado no tratamento da
DC aprovado em nove paises das Américas, incluindo Estados Unidos e o México
(MORILLO et al.,2015; BERMUDEZ et al., 2016; WIENS et al., 2016). A eficacia do BNZ
em pacientes com infeccdo por T.cruzi é extremamente variavel e depende do estagio da
doenca.

No Brasil, 0 BNZ é o farmaco de escolha para o tratamento etiol6gico com taxas
de cura parasitolégicas variando de 60 a 85% na fase aguda da doenca (SCHIJMAN et al,
2003; BERN, 2011). No entanto, na fase cronica as taxas de cura ndo alcangam 40% (BERN,
2011; WIENS et al., 2016). Embora ndo proporcione a cura, o tratamento deve ser oferecido a
adultos com infeccdo cronica, devido as evidéncias de que o tratamento reduz a
morbimortalidade, melhora o prognéstico do paciente, aumenta a sobrevida, além de gerar
uma possivel estabilidade na evolucao da cardiomiopatia chagasica (SCHIJMAN et al, 2003;
WIENS et al., 2016).

O BNZ apresenta alta incidéncia de efeitos indesejaveis, a maioria dos quais sao
trataveis ou reversiveis, mas que, infelizmente, podem levar a interrupcdo permanente do
tratamento em um nudmero significativo de pacientes (VIOTTI et al, 2009). As reacdes
adversas a medicamentos (RAM) ocorrem em 30% a 87% dos pacientes tratados com BNZ e
12% a 29% dos pacientes ndo conseguem concluir o tratamento (PONTES et al, 2010;
VIOTTI et al, 2009).

O BNZ foi sintetizado em 1972 pelo laboratério Hoffman-La Roche com o0 nome
comercial de Rochagan®o qual foi produzido e comercializado por um longo periodo pela
Roche. Em 2003, a Roche transferiu a licenca e a tecnologia para o Brasil, sendo o
Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) o Unico produtor no mundo
dos comprimidos de BNZ. No entanto, em 2010, devido a uma série de problemas logisticos,
a producdo e a distribuicdo do medicamento foi suspensa levando a uma escassez mundial e

uma interrup¢do do tratamento dos individuos infectados e diagnosticados. A partir de 2012,
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um novo fabricante, ELEA, uma empresa farmacéutica privada com sede na Argentina,
anuncia o registro e também passa a produzir o BNZ (WIENS et al., 2016).

O mecanismo de acdo do BNZ se baseia na formacdo de radicais livres e/ou
metabolitos nucleofilicos a partir da reducédo do grupo nitro presente na estrutura da molécula
do farmaco por acdo da nitroredutase (CASTRO, DEMECCA, BARTEL, 2006; SOSA
ESTANI, SEGURA, 2006). Sua farmacocinética possui dados limitados na infeccdo crénica.
Apesar disso, o tratamento ¢ indicado, por melhorar o progndstico e retardar o aparecimento
de formas clinicas graves. A posologia é de 5mg/kg/dia, via oral, durante 60 dias, em duas ou
trés tomadas didrias para adultos (VIOTTI et al., 2009; MENEZES et al, 2011). O BNZ
apresenta boa biodisponibilidade oral, volume aparente de distribuicdo de 0,56 litro/kg e
meia-vida de eliminacdo de 12 a 15 horas (VIOTTI et al., 2009, GARCIA-BOURNISSEN et
al., 2012, MORILLO et al., 2017).

As reacOes adversas provocadas pelo BNZ s&o relacionadas aos sistemas
dermatoldgico, como a dermatite, e sistema gastrointestinal. Outras reacdes sdo anorexia, dor
de cabeca, depresdo da medula déssea e, em alguns casos, a neuropatia (danos nos nervos
causando dorméncia, fraqueza e dor) (PINAZO et al., 2010). Logo, observa-se a necessidade
de um acompanhamento farmacéutico e médico durante o tratamento com BNZ.

N&o se sabe ao certo quais os fatores que estariam relacionados ao
desenvolvimento de reacOes adversas ao BNZ, mas estudo in vitro relatou que concentragdes
de 20 pug/mL parecem estar relacionadas a um maior risco de toxicidade, principalmente, com
distdrbios relacionados com o sistema dermatoldgico (RAAFLAUB, ZIEGLER, 1979).

Por se tratar de uma doenga tropical negligenciada, usando 0 mesmo tratamento
ha 50 anos, houve um interesse em mensurar a concentracdo sérica do BNZ através de um
método simples, rapido e confiavel e dessa forma, poder contribuir para melhorar o0 manejo da
DC adaptando os esquemas de dose as necessidades individuais.

Poucos dados existem hoje sobre a farmacocinética do BNZ (RAAFLAUB,
ZIEGLER, 1979; RAAFLAUB, 1980; ALTCHEH et al., 2014; SOY et al., 2015; MOLINA et
al., 2017). O que se tem estabelecido com relagdo a concentragéo ideal tripanossomida e a
concentracdo toxica sdo baseados em estudos in vitro (RAAFLAUB, 1980). A dosagem
recomendada de benznidazol para o tratamento da infeccéo por T. cruzi é de 5 mg/kg/dia, mas
0 protocolo de tratamento com BNZ pode variar em alguns paises, desde 5 mg/kg/dia
divididos em duas ou em trés tomadas diarias (PINAZO et al., 2013; DIAS et al., 2016).

Estudos estdo sendo realizados propondo esquemas terapéuticos diferentes para reduzir a
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incidéncia de reagOes adversas ao medicamento (MORILLO et al., 2017; FRADE et al., 2020;
TORRICO et al., 2021).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou high-performance liquid
chromatography (HPLC) é uma técnica utilizada na monitorizacdo terapéutica de farmacos
em soro ou plasma, € especifica e adaptavel a quase todas as moléculas, sendo considerada
uma técnica adequada para a quantificagdo de BNZ no plasma humano. Apresenta alta
sensibilidade e precisdo que se baseia na separacdo de misturas, no qual as substancias a
serem separadas sdo distribuidas entre duas fases: uma fase estacionaria e uma fase mdvel.
Cada composto foi eliminado da fase estacionaria e identificado pelo detector em um tempo
diferente, gerando um pico cromatogréafico. A andlise dos diferentes picos nos permite
identificar e quantificar as substancias presentes na amostra (JEHL, GALLION, MONTEIL,
1990; SKOOG, HOLLER, NIEMAN, 2004).

A proposta do presente estudo foi adaptar uma metodologia analitica
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de Ultravioleta — CLAE/UV) para
quantificacdo de BNZ no soro humano. E como objetivo secundario investigar se as RAM
apresentadas em pacientes com DC tratados com BNZ poderiam estar relacionadas com as
concentragOes séricas de BNZ, a fim de buscar respostas para o surgimento dessas reacdes, e

identificar concentragdes adequadas para minimizar o aparecimento das mesmas.

2 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo de pacientes em tratamento com
benznidazol acompanhados no Laboratério de Pesquisa em Doenca de Chagas (LPDC) da
Universidade Federal do Ceara no periodo de janeiro de 2018 a julho de 2019.

Foram incluidos no estudo pacientes com idade igual ou superior a 18 anos que
chegaram ao LPDC com diagnostico confirmado para doenga de Chagas (exames soroldgicos
reagentes com duas metodologias diferentes) e com prescricdo de BNZ. Foram excluidos
aqueles pacientes com tratamento prévio para DC, gravidez, qualquer tipo de
imunossupressdo, comorbidades como doengas hepaticas ou renais e pacientes que nao

compareceram as trés primeiras consulta farmacéuticas no periodo da pesquisa.
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2.1 Pacientes e procedimentos

Compareceram ao LPDC 23 pacientes, dos quais 17 atenderam aos critérios de
inclusdo. As amostras foram coletadas em 3 momentos distintos: no tempo zero, ou seja, antes
do inicio do tratamento com BNZ, com 30 dias do inicio do tratamento e com pelo menos 60
dias apds o inicio do tratamento para mensuragdo da concentracdo de BNZ no soro.

O regime de tratamento com o BNZ foi realizado de acordo com que preconiza o
I1 Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, a dose utilizada foi de 5 mg/kg/dia dividida em
3 doses, durante 60 dias. Quando a dose diaria ultrapassava os 300 mg, estendia-se 0
tratamento até 3 meses. O acompanhamento do tratamento e avaliacdo das reacfes adversas
foram realizados, por volta, de 30 e 60 dias apds o inicio do tratamento.

No LPDC, os pacientes foram consultados sobre o aparecimento de reacles a
partir do segundo atendimento farmacéutico e documentado em formularios especificos para
reacOes adversas a medicamentos. Estes formularios foram elaborados pelos farmacéuticos do
servico para notificar os resultados dos exames laboratoriais e a presenca de sinais e sintomas
clinicos.

Em cada atendimento foi coletada uma amostra de sangue dos pacientes em tubos
com gel separador e apds a obtencdo do soro por centrifugacdo foi armazenado em freezer a

-80 °C até posterior quantificacdo de BNZ.

2.2 Classificacdo das reacdes adversas

As reacdes adversas foram classificadas quanto a gravidade (leve, moderada,
grave e fatal) e validadas pelo Centro de Farmacovigilancia do Ceara (CEFACE) de acordo
com metodologia da Organizacdo Mundial de Sadde (WHO), utilizada pelo centro

(FONTELES et al., 2009). Todas as reacdes foram classificadas apenas em relacdo ao BNZ.

2.3 Determinagéo de BNZ no soro

2.3.1 Material e equipamento

Benznidazol foi fornecido pela Nortec Quimica, lote: 603218; acetonitrila grau
UV/HPLC (J.T. Baker); agua ultrapurificada para uso em CLAE. Os demais reagentes e
solventes utilizados (Dimetilssulfoxido - DMSO, fabricante Dindmica, Quimica
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Contemporénea Ltda.) foram de grau analitico. Sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia composto de bomba Dynamax® modelo SD-200, injetor manual com loop de 20pLL,
coluna cromatografica Synergi 4um Hydro-RP 80A 250x4,6 mm, com detector PDA Varian
ProStar e sistema Varian Workstation. Foi usada uma centrifuga de microtubos Costar® No.
10 - MVSS.

2.3.2 Obtencao das amostras

O sangue foi coletado em tubo de 5mL, com gel de separacao, por puncao venosa
com sistema a vacuo. O sangue foi centrifugado a 2.500 rotagdes por minutos durante 10
minutos e armazenado em freezer a -80°C até analises dos soros para mensuracdo da
concentracdo de BNZ, que ocorreu de 1 a 2 anos ap0s a coleta. Apenas 0s pacientes que
tinham finalizado suas trés coletas de sangue até julho de 2019 tiveram suas amostras de soro

analisadas.

2.3.3 Metodologia empregada

Guerrero et al (2011) utilizaram a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector de Ultravioleta — (CLAE/UV) para quantificar o BNZ no plasma de individuos em
tratamento. Esta foi adaptada para amostras de soro humano que estavam armazenadas a -
80°C por um periodo de 1 a 2 anos, para isso alguns pardmetros foram avaliados conforme a
RDC 166, publicada no DOU n°. 141, de 25 de julho de 2017: linearidade, repetibilidade,
especificidade e reprodutibilidade (BRASIL, 2017).

A composicdo da fase mdvel foi a mesma descrita e utilizada por Guerrero et al
(2011), que consiste em acetonitrila e agua ultrapurificada na proporcdo 40:60,
respectivamente, filtrada através de membrana de 0,45 pum.

A velocidade de fluxo utilizada no aparelho foi de 0,9 mL/min. Para a deteccdo do
BNZ, utilizou-se um comprimento de onda de 324 nm em modo de absorbancia. A benzocaina
foi usada como padrdo interno das corridas que usaram soro humano, seja este, soro controle
de pessoas sem DC e sem tratamento (soro branco) ou soro dos pacientes tratados.

O BNZ foi primeiramente diluido em dimetilssulféxido (DMSO), a fim de obter a
completa dissolugdo do farmaco para preparar as diluicGes subsequentes na fase mével.

Para a extracdo do BNZ, as amostras de soro foram submetidas ao processo de
extracdo por precipitacdo de proteinas com 4&cido tricloroacético 0,3 M. Para isso, foi
adicionado 25 pL de uma solucdo de BNZ (10 pg/mL) a 450 pL do soro humano branco e
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acrescido de 25uL de solucdo benzocaina (252ug/mL) e 500pL de &cido tricloroacético 0,3 M
para precipitacdo de proteinas. A mistura foi homogeneizada no vortex por 15 segundos e em
seguida centrifugada por 15 minutos a 10.000rpm. O sobrenadante foi utilizado tanto para
lavagem da seringa de injecdo quanto para a analise, sendo injetado repetidas vezes por um
mesmo analista.

No sistema cromatografico foi injetado 20ul da amostra filtrada, registrando-se 0s
valores de area e o tempo de retencdo dos picos, expressos em desvio padrdo relativos. A
benzocaina (padréo interno) foi injetada conjuntamente na amostra e o tempo de corrida foi de
15 minutos. Para avaliacdo da repetibilidade, 4 preparacdes independentes foram obtidas.

O parametro de linearidade foi avaliado através de uma curva de calibracéo,
utilizando solucBGes diluidas em fase modvel. Utilizou-se 6 amostras de diferentes
concentracdes do padrdo do analito adicionadas do Padréo Interno (P1): 100ug/mL, 40ug/mL,
10pg/mL, 4pg/mL, 2,84pg/mL e 1,42pg/mL. As injecdes foram realizadas em triplicata para
cada valor de concentracdo. O procedimento foi realizado em dias diferentes, por analistas
diferentes para avaliacdo da linearidade para o0 método. O tempo de corrida foi de 10 minutos
para cada injecdo aplicada no aparelho.

Para a analise da reprodutibilidade do método, foram realizadas curvas de
calibracdo injetadas por diferentes analistas, nos dias seguintes a realizagcdo da curva do
parametro de linearidade. As curvas foram obtidas com as concentracdes de 4ug/mL, S5pug/mL
e 10pg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata. Foram escolhidas estas concentracdes,
em virtude de estarem proximos das concentragdes da margem terapéutica (3 — 6 pg/mL)
(GUERRERO et al, 2011).

Para avaliacdo da especificidade foi realizado ensaio de degradacdo forcada de
BNZ 40ug/mL em meios acido (HCI 1M), basico (NaOH 1M) e oxidante (H.02 3%) a 60°C
por uma hora. Apos esse periodo, as solucbes foram resfriadas a temperatura ambiente e
neutralizadas com base, &cido e agente redutor, respectivamente e entdo injetada no
cromatografo em triplicata.

A mensuracdo da concentragdo de BNZ no soro dos pacientes, ocorreu apos a

avaliacdo dos referidos parametros relatados acima.

2.4 Andlise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Office Excel 2016 e analisados utilizando o
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programa Graphpad Prism versdo 6.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). As variaveis
quantitativas foram determinadas como médias e desvios padréo, e as variaveis categoricas
foram descritas por frequéncias e porcentagens. O teste T foi usado em comparacdes de
varidveis continuas com distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney para comparar

variaveis com distribuicdo ndo normal. A significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05.

2.5 Consideracdes éticas

O projeto foi aceito pelo Comité de Etica em Pesquisa que envolvem Seres
Humanos CEP/ Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), de acordo Resolugdo n°
466/12 do conselho Nacional de Saiude — CNS do Ministério da Saude, considerando o
respeito pela dignidade humana e pela especial protecdo devida aos participantes das

pesquisas cientificas envolvendo seres humanos e aprovado sob nimero de parecer 3.284.027.

3 RESULTADOS
3.1 Quantificacdo de BNZ no soro

Para a quantificacdo do BNZ no soro foi adaptada a metodologia de Guerrero et al
(2011), analisando os seguintes pardmetros como linearidade, repetibilidade, especificidade e
reprodutibilidade.

A curva de calibracdo foi linear com injecdo das concentracdes de 1,4ug/mL a
100ug/mL, em triplicata. Os valores de Rz foram: 0,9975; 0,9961 e 0,9991, mostrando gque 0s
valores estdo proximos, indicando que os valores da reta se mantiveram alinhados, préximos
de 1, valor proximo do ideal. (FIGURA 1).

O estudo da repetibilidade foi realizado com 0 uso de uma mistura de soro
humano branco sem DC em quatro amostras e em triplicata. A tabela 1 mostrou pequenas
variagfes obtidas nos valores de desvio padrdo relativos entre as razdes das areas de
BNZ/Benzocaina (1,42%; 2,16%; 1,22%; 1,96%).
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Figural - Linearidade da analise do BNZ nas concentracGes de 1,4ug/mL a 100ug/mL, em triplicata e
valores de concentracdo, média das areas de pico e desvio padrdo relativo.

Linearidade
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Concentracao de BNZ

Concentracdo BNZ (ug/mL) | Média das &reas dos picos | Desvio Padrao Relativo (%0)
100 39265015 2,41
40 16720510 0,47
10 3804504 0,80
4,48 1663825 1,99
2,84 1120540 1,80
1,42 572561,7 1,22

A especificidade do método foi avaliada com a inducdo da degradacdo do BNZ
(40 pg/mL) em meios acido (HCI), basico (NaOH) e oxidativo (H20.), para a verificacdo de
alguma interferéncia no aparecimento do pico de BNZ, seja por sobreposi¢do, ou por
deslocamento do tempo de retengdo do BNZ. O tempo de retencdo do BNZ néo foi afetado
(FIGURA 2). As diferentes formas de degradacdo promoveram o aparecimento de diferentes
picos antes do pico correspondente ao BNZ, que teve sua intensidade reduzida, demonstrando
que foi consumido no processo de degradacdo. Fica demonstrada, assim, a especificidade do

método adotado para anélise.



Tabela 1 - Raz&o entre BNZ e Benzocaina ap6s o procedimento de precipitacdo de proteinas.
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Amostra | Area  Pico | Area Pico Razéo Média da Razéo Desvio Padréo
BNZ Benzocaina BNZ/Benzocaina | BNZ/Benzocaina (%) | Relativo (%)
3953556 13682669 28,895
1 4046917 13613997 29,726 29,342 1,42
3930808 13368346 29,404
3615737 12608727 28,676
2 3791820 12668476 29,931 29,365 2,16
3688561 12509234 29,487
3448280 12000697 28,734
3 3546870 12057470 29,416 29,017 1,22
3409065 11795246 28,902
3947392 13333126 29,606
4 4034367 13679578 29,491 29,887 1,96
4096601 13403844 30,562
Figura 2 — Cromatograma do ensaio de degradacédo for¢ada do BNZ.
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Legenda: Eixo X — tempo de retencdo em minutos. Eixo Y — Absorbéncia. Tragado preto — Apenas BNZ;

Tracado rosa — BNZ em meio oxidativo; Tragado verde — BNZ em meio alcalino; Tragado azul — BNZ em meio

acido.
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A reprodutibilidade foi demonstrada através da injecdo das mesmas solu¢es com
concentragcdes conhecidas de BNZ realizadas por analistas diferentes. Pode-se observar pelo
valor de desvio padrdo relativo (3,5636 %; 5,0221%; 0,9112% e 2,45226%; 1,062573%;
4,109352%) das injecOes realizadas por diferentes analistas que houve reprodutibilidade do
método (FIGURA 3). Nas analises das retas, encontrarmos os valores de X (Concentragdes
de BNZ) em ambas as curvas, logo, podemos dizer que estavam muito proximas do
paralelismo entre ambas, mostrando que estavam consoantes, mesmo sendo feitas por

analistas diferentes.

Figura 3 - Gréfico demonstrando a reprodutibilidade do método.
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Reta azul
Concentracdo do BNZ (ug/mL) | Média das &reas dos picos | Desvio Padrao Relativo (%0)
4,048 1561718 3,5636
5,06 1948627 5,0221
10,12 4278670 0,9112

Reta Laranja

Concentracao BNZ (ug/mL) | Média das areas dos picos | Desvio Padréo Relativo (%)

4,048 1467326 2,45226
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5,06 1827975 1,062573

10,12 4131204 4,109352

Fonte: elaborado pelo autor.

3.2 Caracterizacdo das RAM ao benznidazol

A idade média dos pacientes era 57 anos, variando de 39 a 76 anos; sendo 58,8%
(n=10) do sexo feminino e 41,2% (n=7) do sexo masculino. Em relacdo naturalidade, 76,5%
(n=13) eram de cidades do interior cearense, tendo em sua maioria fundamental incompleto
(41,2%; n=7) ou eram analfabetos (23,5%; n=4). Alguns pacientes estavam em tratamento
para outras patologias além da DC, como para hipertensdo arterial sisttmica (HAS),
dislipidemia e arritmia cardiaca. Um total de 44 medicamentos foi utilizado durante o
tratamento com BNZ e destes 40,9% (n=18) eram medicamentos pertencentes a classe de
anti-hipertensivos.

Durante o tratamento com BNZ, foram identificadas 45 RAM, 76,4% (n=13) dos
pacientes apresentaram pelo menos uma RAM durante o seguimento e apenas 23,5% (n=4)
ndo apresentaram nenhuma RAM, e uma incidéncia média de 2,6 RAM/paciente (TABELA 2).
A suspensdo do tratamento aconteceu em 23,5% (n=4) dos pacientes, sendo 02 mulheres e 02

homens. As RAM foram classificadas somente quanto ao BNZ.

Tabela 2 — Frequéncia e gravidade das RAM de 17 pacientes com doenca de Chagas crénica relacionadas ao
benznidazol durante todo o periodo de tratamento - LPDC/Fortaleza - janeiro/2018 a julho/2019 de acordo com

sistemas e 0rgdos.

Classificacéo

Sistema ou 6rgdo | Sintomas/Alteracéo N° % gquanto a
Gravidade
Manchas vermelhas/ 4.4
X 2 Moderada
erupcdes cutaneas
Prurido 4 8,8 Leve
Dermatologico : i
Ardéncia e queimacao 2,2
1 Moderada
na pele

Descamacéo da pele 2 4.4 Moderada
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Azia 3 6,6 Leve
Nauseas/enjoos 1 2,2 Leve
Aumento do apetite 2 4,4 Leve
] _ Dor abdominal 4 8,8 Moderada
Gastrointestinal
Dor abdominal + 2,2
o 1 Moderada
diarreia
Diarreia 2 4,4 Moderada
VVomitos 2 44 Leve
Cefaleia 4 8,8 Leve
Estado Geral
Febre 3 6,6 Leve
| Astenia 3 6,6 Moderada
Musculoesquelético i
Artralgia 1 2,2 Moderada
Nervoso central e | Parestesia 3 6,6 Moderada
periférico Tontura/Vertigem 1 2,2 Leve
Nervoso Autdénomo | Perda de apetite 3 6.6 Leve
Edema nas 2,2
Cardiovascular ) ) 1 Moderada
extremidades/facial
Orgdos dos Ageusia 4.4
_ 2 Moderada
sentidos
Total 45 100

3.3 Concentragdo de BNZ e a presenca de RAM

Fonte: elaborada pelo autor.

As concentragdes séricas de BNZ foram registradas nos dias 0, 30 e 60 de

seguimento e avaliadas de acordo com variaveis clinicas e epidemiologicas.

Dos 17 pacientes analisados, 58,82% (n=10) dos pacientes com 30 dias de

tratamento estavam com a concentracdo sérica de BNZ dentro da faixa tripanocida que seria
de 3 a 6pug/mL (GUERRERO et al., 2011), 41,21% (n=7) estavam com concentragdo
subterapéutica ou ndo detectavel e 1 paciente estava com concentracdo maior do que 6pg/mL,
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enquanto que com 60 dias do inicio do tratamento, apenas 35,29% (n=6) mantiveram 0s
niveis de BNZ ideais e os demais estavam em concentra¢Bes subterapéuticas ou ndo foram
detectadas no soro (TABELA 3).

As amostras de soro coletas no tempo zero mostram o padrao inicial do paciente
no cromatograma, se fosse observado algum pico, indicaria a utilizacdo de outro farmaco, que
estaria presente, mesmo ap0s todo o processamento da amostra, e no mesmo comprimento de
onda escolhido. No tempo zero, nenhum paciente apresentou pico no mesmo tempo de

retencdo correspondente ao pico do BNZ.

Tabela 3 — Concentracéo sérica de BNZ 30 dias (D30) e 60 dias (D60) ap6s o inicio do tratamento com BNZ.

Descricgao Variaveis D30 N(%0) Dso N(%0)
Acima de 6pg/mL 0 1(5,88)
Entre 3 e 6pug/mL 10 (58,82) 6 (35,29)
Concentracao )
) Abaixo de 3ug/mL 3 (17,68) 5(29,41)
Sérica de BNZ )
N&o detectado 4 (23,53) 5(29,41)
Total 17 17

Legenda: D3o: 30 dias ap6s o inicio do tratamento. Dgo: 60 dias apds o inicio do tratamento

De todas as amostras analisadas, apenas uma estava em concentracdo superior a
faixa tripanocida. A média (desvio padrdo) das concentracdes séricas de BNZ nos D3zo € Deo
foram 3,118(1,945) e 2,445 (2,161) ug/mL, respectivamente.

Ndo foi observada diferenca significativa nas concentracdes séricas de BNZ
guando comparado a pacientes com e sem relato de reacdo adversa ou para aqueles que

tinham condigdes concomitantes (TABELA 4).

Tabela 4 — Avaliacdo das concentracfes séricas de BNZ com o sexo, comorbidades, reacdes adversas,

sintomas/sinais gastrointestinais, dermatoldgicos e neuroldgicos e musculo esqueléticos.

Variaveis Média da concentragdo sérica
de BNZ
Dso (Hg/mL) Deo (Hg/mL)
Sexo Feminino 3,11 1,295

Masculino 3,93 3,36



p-valor 0,806 0,2946
Sim 3,12 2,59
Comorbidades Né&o 4,9 2,335
p-valor 0,0682 0,6852
Sim 3,54 2,59
Reacdo adversa Né&o 3,925 2,63
p-valor 0,3618 0,9538
Sim 3,93 2,59
Sintomas/sinais gastrointestinal Né&o 3,035 2,63
p-valor 0,2384 0,9602
Sim 1,722 2,74
Sintomas/sinais dermatoldgicos Né&o 3,699 2,323
p-valor 0,1677 0,7875
_ o ) Sim 3,24 2,028
Sintomas/sinais neurologicos e y
. Nao 3,051 2,673
musculo esquelético
p-valor 0,8552 0,5737

Legenda: D3o: 30 dias ap6s o inicio do tratamento. Dgo: 60 dias apds o inicio do tratamento.

4 DISCUSSAO

78

Neste trabalho o método de Guerrero et al. (2011) foi adaptado para a

quantificacdo do BNZ no soro. A adaptacdo consistiu na mudanca da amostra de plasma

sanguineo a -40°C para soro humano armazenado a -80°C de forma que essa mudanca nao

alterasse o cumprimento dos requisitos de quantificar, detectar o BNZ, ser preciso, linear e ter

curto tempo de preparo.

No parametro linearidade, observou-se valores de R2 préximos ao de Guerrero et

al. (2011), mostrando que os valores estdo proximos e 0 método demonstrou linearidade dos

resultados. Na analise da repetibilidade, diante dos achados foi possivel constatar uma

repetibilidade na realizacdo do procedimento, o que forneceu uma maior confianca para a

quantificacdo de BNZ em soros de pacientes com doenca de Chagas em tratamento.
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Na andlise da especificidade, observou-se que o método adotado na anélise é
especifico e que o meio alcalino promove a maior degradacao por hidrélise da amida.

Sdo raros estudos que quantificaram BNZ em soro humano, apenas em plasma
(RAAFLAUB, 1980; WORKMAN et al., 1984; WALTON, WORKMAN, 1986; MORILLA
et al.,, 2003; GUERREIRO et al., 2011; PINAZO et al., 2013; ALTCHEH et al., 2014,
SALVADOR et al.,, 2015; MOLINA et al., 2017). O soro humano é obtido apds a
centrifugacdo do sangue coletado em tubos sem anticoagulantes, ou seja, a diferenca entre
soro e plasma € que o plasma apresenta fibrinogénio e fatores da coagulacédo, importante para
o processo de coagulacio (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA
MEDICINA LABORATORIAL, 2010). Alguns estudos em animais mostraram que 0 SOro
apresentou uma maior estabilidade frente ao plasma em todas as condicGes de estoque
estabelecidas na analise de alguns parametros bioquimicos como ureia, creatinina, colesterol,
entre outros (FERNANDES, TEIXEIRA, SANTOS, 2001; OLIVEIRA et al., 2011). Baseado
nesses estudos, optou-se pela coleta e analise do soro frente ao plasma, visto que o0 soro
armazenado no freezer a -80°C foi analisado 1 a 2 anos depois da coleta.

Estudos de monitorizacdo terapéutica mostraram que a maior parte das analises
laboratoriais permite a utilizacdo de soro ou plasma obtido a partir de sangue venoso
(GROSS, 2001; ROBERTS et al., 2011; BUSH, 2012; OELLERICH et al., 2012). Estudo
realizado por Lange et al., (2018) avaliaram a qualidade de amostras armazenadas no seu
biorrepositdrio e que seriam utilizadas para pesquisas de biomarcadores no futuro, verificaram
gue as amostras de soro humano ndo perderam a sua qualidade ap6s serem armazenadas por
longos periodos. Os resultados do presente estudo mostram que o soro humano armazenado
de 1 a 2 anos no freezer a -80°C pode ser utilizado com seguranca para a quantificacdo do
BNZ, ou seja, a mudanca da amostra, tempo e temperatura de armazenamento ndo
comprometeu a eficacia e qualidade do método analitico de Guerreiro et al., (2011).

Na verificacdo das RAM provocadas pelo BNZ, a suspensdo do tratamento
aconteceram devido as reacOes relacionadas ao sistema dermatoldgico, como descamagéo da
pele, manchas vermelhas e prurido; relacionadas também ao sistema nervoso central e
periférico como a parestesia; e reagdes associadas aos 6rgdos dos sentidos como a ageusia.
Ressalta-se que os pacientes foram tratados com dose de 5mg/kg/dia, de modo a néo
ultrapassar dose diaria de 300mg. Em média, a duracdo do tratamento foi de 68 dias, variando
de 60 a 90 dias. Em relacéo a interrupgao do tratamento, a duragdo média antes da retirada do
BNZ foi de 35,2 dias, sendo uma interrup¢do com 56 dias, uma com 40 dias, outra com 39

dias e apenas um com 6 dias de tratamento.
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Apesar da alta frequéncia de RAM ocasionada pelo uso do BNZ e a falta do

conhecimento dos mecanismos de acdo pelos quais essas reagdes acontecem, o BNZ ainda é
medicamento de escolha para o tratamento da DC (SIQUEIRA-BATISTA, 2007). A maioria
das reacOes foi considerada leve e moderada, 0 que torna o tratamento seguro desde que
acompanhado por profissionais farmacéuticos e médicos (COSTA et al., 2018).
Assim como no estudo de Pinazo et al. (2013), verificamos que a dose de 5mg/kg/dia seguida
em protocolos terapéuticos (DIAS et al., 2016) é a dose adequada que permite niveis
tripanocidas ideais em pacientes crénicos adultos, mas o tempo de tratamento ainda
permanece divergente em alguns estudos (FRADE et al., 2020), logo sdo necessarios estudos
clinicos randomizados que avaliem esquemas terapéuticos mais curtos, com boa tolerabilidade
e boa eficécia para que o paciente tenha uma farmacoterapia segura e eficaz.

Alguns estudos relatam que a toxicidade do BNZ pode estar relacionada com
concentracbes plasmaticas de BNZ >20 pg/mL (RAAFLAUB; ZIEGLER, 1979;
RAAFLAUB, 1980; MORILLA et al., 2003). No presente estudo nenhum paciente
apresentou esta concentracdo, a concentracdo mais alta encontrada foi de 7pug/mL em um
paciente, apés 60 dias do inicio do tratamento. As RAMs apresentada por este paciente
foram perda de paladar (ageusia), nduseas e dores abdominais.

Cancado (2002) relacionou sintomas/sinais neuroldgicos e musculo esquelético
como parestesia e artralgia com altas concentragcdes de BNZ no final do tratamento devido ao
acumulo do farmaco, mas essa relacdo ndo foi encontrada no presente estudo, assim como
também nao foi observado por Pinazo et al. (2013) e Salvador et al. (2015).

Os resultados mostraram que as concentracdes séricas de BNZ nas doses
atualmente recomendadas (DIAS et al., 2016) ndo estavam associadas a reacdes adversas,
corroborando com os Unicos estudos encontrados na literatura que abordavam essa questao
Pinazo et al. (2013) e Salvador et al. (2015). Logo, sdo necessarios estudos que esclarecam o0s
mecanismos responsaveis pelas RAM. Além disso, deve-se avaliar o papel potencial dos
metabdlitos do BNZ tanto na toxicidade quanto na atividade antiparasitaria (PINAZO et al.,
2013).

As limitagdes do presente estudo foram o numero de pacientes, visto que alguns
ndo retornaram nas datas marcadas para os atendimentos, impossibilitando as trés coletas
necessarias (antes do tratamento, 30 dias e 60 dias apds o inicio do tratamento), além disso, a

falta de financiamento para a ampliagdo do estudo.
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5 CONCLUSAO

O metodo analitico de Guerrero et al. (2011) modificado mostrou especificidade,
seletividade, linearidade e preciséo, portanto, adequado para a quantificagdo do BNZ em soro
humano.

Esse método pode ser empregado para monitoramento do BNZ no soro do
paciente, em servigos de saude de paises endémicos, dando maior suporte, principalmente em
individuos que necessitem de um acompanhamento mais proximo, como pacientes
transplantados renais, 0s quais podem ter sua excre¢do diferente dos pacientes néo
transplantados.

A dose de BNZ de 5mg/kg/dia mostrou-se adequada, em todos os pacientes
avaliados as concentracdes séricas de BNZ estavam abaixo de 20 ug/mL. As concentraces
séricas de BNZ ndo estavam relacionadas com as reacdes adversas.
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ARTIGO 3 - IFN-Y'E POLIMORFISMO DE FATORES REGULADORES DE
INTERFERON COMO INFLUENCIA NAS FORMAS DA DOENCA DE CHAGAS,
NO TRATAMENTO COM BENZNIDAZOL E NO DESENVOLVIMENTO DE
REACOES ADVERSAS

IFN-Y AND POLYMORPHISM OF INTERFERON REGULATORY FACTORS AS AN
INFLUENCE IN THE FORMS OF CHAGAS DISEASE, IN BENZNIDAZOLE
TREATMENT AND IN THE DEVELOPMENT OF ADVERSE REACTIONS

RESUMO

Introducdo: O Interferon gamma (IFN-y) € uma citocina pro-inflamatéria fundamental na
resposta imunoldgica ao Trypanosoma cruzi, podendo influenciar nas formas sintomaticas da
doencga de Chagas (DC). Algumas evidéncias sugerem que o IFN-y pode potencializar o efeito
tripanocida do benznidazol (BNZ). O IFN-y regula a expressdo génica dos Fatores
Reguladores de Interferon (IRF), estes, regulam respostas imunes contra microorganismos. O
IRF8 e o IRF1 sdo reguladores transcricionais que desempenham pape€is criticos na ativacédo
de macrdfagos que sdo células fundamentais na imunidade contra o T. cruzi. N&o se sabe a
influéncia de Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) nesses genes, mas acredita-se que
possa levar a uma maior suscetibilidade a infecgdes virais, bacterianas e parasitarias.
Objetivo: Investigar se IFN-y tem relacdo com as reacGes adversas (RAM) induzidas por
BNZ e se os niveis IFN-y, SNP em IRF teria alguma relacdo com as formas da DC.
Metodologia: Estudo de coorte prospectivo realizado no periodo de janeiro de 2018 a
dezembro de 2021. ConcentracOes de IFN-y foram determinadas no soro por ELISA e a
frequéncia de polimorfismos nos genes dos IRF, IRF1 e IRF8, foram realizadas através da
gPCR. Resultados: Niveis séricos de IFN-y estavam mais elevados nos pacientes com a
forma digestiva e naqueles com a forma cardiaca durante e ap6s tratamento com BNZ. Os
niveis séricos de IFN-y estavam mais elevados dentre os pacientes que apresentaram RAM.
Verificou-se que os pacientes com comorbidades e valores mais altos de IFN-y tém 1,25 vezes
mais chances de desenvolver RAM. N&o foi observada diferenca entre as frequéncias das
formas da DC quanto ao polimorfismo do gene IRF1. O gendtipo selvagem de IRF8
apresentou niveis mais baixos de IFN-y. Os resultados sugerem que a forma indeterminada da
doenca esta mais relacionada a individuos sem polimorfismos (gene selvagem) para IRF8.
Conclusao: Mecanismos que favorecem a predisposi¢cdo a uma determinada forma clinica da
DC ou no aparecimento das reagOes adversas ao BNZ sdo desconhecidos. Os resultados
abrem sugestfes para estudos clinicos que avaliem frequéncias de polimorfismos genéticos e
as concentracdes de citocinas nos diferentes estagios da DC.

Palavras-chave: Interferon gama, Polimorfismo de nucleotideo Unico, Trypanosoma cruzi.
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ABSTRACT

Introduction: Interferon gamma (IFN-y) is a fundamental pro-inflammatory cytokine in the
immune response to Trypanosoma cruzi, which may influence the symptomatic forms of
Chagas disease (CD). Some evidence suggests that IFN-y may potentiate the trypanocidal
effect of benznidazole (BNZ). IFN-y regulates the gene expression of Interferon Regulating
Factors (IRF), which regulate immune responses against microorganisms. IRF8 and IRF1 are
transcriptional regulators that play critical roles in the activation of macrophages that are key
cells in immunity against T. cruzi. The influence of Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
on these genes is unknown, but it is believed that it may lead to increased susceptibility to
viral, bacterial and parasitic infections. Objective: To investigate whether IFN-y is related to
adverse drug reactions (ADR) induced by BNZ and whether IFN-y, SNP levels in IRF would
be related to the forms of CD. Methodology: Prospective cohort study carried out from
January 2018 to December 2021. IFN-y concentrations were determined in serum by ELISA
and the frequency of polymorphisms in the genes of interferon regulatory factors (IRF), IRF1
and IRF8, were performed using the real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) technique.
Results: Serum levels of IFN-y were the highest in patients with the digestive form and in
those with the cardiac form during and after treatment with BNZ. They were also the highest
among patients who had ADR. Patients with comorbidities and the highest IFN-y values are
1.25 times more likely to develop ADR. No difference was observed between the frequencies
of the forms of CD regarding the polymorphism of the IRF1 gene. The wild-type IRF8
genotype showed the lowest levels of IFN-y. The results suggest that the indeterminate form
of the disease is more related to individuals without polymorphisms (wild gene) for IRFS8.
Conclusion: Mechanisms that favor the predisposition to a specific clinical form of CD or the
appearance of adverse drug reactions to BNZ are unknown. The results open suggestions for
clinical studies that evaluate the frequencies of genetic polymorphisms and the concentrations
of cytokines in the different stages of CD.

Keywords: Interferon gamma, Single nucleotide polymorphism, Trypanosoma cruzi
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) € ocasionada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
tendo sido descrita pela primeira vez em 1909. Apos mais de 100 anos, esta enfermidade
ocupa lugar de destaque dentre as doencas endémicas, pelo grau de morbidade e letalidade
bem como pelo custo econdmico e social que representa (WHO, 2016). Estima-se que 6 a 8
milhdes de pessoas estejam infectadas nas Américas e mais de 10 mil pessoas morrem a cada
ano em consequéncia de complicacdes clinicas da doenca de Chagas (OPAS, 2021).

A DC ¢ caracterizada por duas fases distintas: aguda e cronica. Geralmente, a fase
aguda é assintomaética, sendo que, apenas 2 a 10% dos individuos infectados apresentam
sintomas (RASSI et al., 2000). A forma cronica apresenta quatro formas distintas como a
forma indeterminada, cardiaca, digestiva e mista (DIAS et al., 2016).

Na forma indeterminada o individuo é assintomatico, contudo apresenta exame
sorolégico positivo. A forma cardiaca é a mais grave, responsavel por elevada
morbimortalidade. Nessa forma, o paciente pode manifestar arritmias ventriculares complexas
em associacdo com disturbios da formacéo e conducdo do estimulo elétrico atrioventricular e
intraventricular, elevada incidéncia de morte subita e de fenémenos tromboembolicos, além
de disfungéo ventricular direita e aneurismas ventriculares. O es6fago e intestino grosso séo
acometidos na forma digestiva da doenca, levando ao aparecimento de megaesdfago e
megacolon, causando disfagia e constipacdo (DIAS et al., 2016).

A resposta imune do hospedeiro consegue controlar o parasitismo pelo
Trypanosoma cruzi, mas ndo consegue debelar a infeccdo. O hospedeiro desenvolve e mantem
uma longa resposta celular e humoral contra o patégeno (SATHLER-AVELAR, 2008). Esse
controle ocorre, principalmente, pela acdo das células do sistema fagocitico mononuclear
(macrofagos). Essas células possuem um papel fundamental no controle da infeccdo, pois
guando ativadas por linfocitos T CD4+, exercem acdo microbicida produzindo interferon
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (COHN, 1978; NOGUEIRA et al.,
1982; MATOS et al., 2022). A citocina pro-inflamatdria IFN-y tem um papel fundamental na
reposta imunolégica contra ao T. cruzi, porém, também desempenha um papel patogénico
central na miocardite e insuficiéncia cardiaca em pacientes com cardiomiopatia chagasica
crénica (CCC) (EHRT et al., 2001; JUNQUEIRA et al., 2010; LEVICK AND GOLDSPINK,
2014).

Para o tratamento da DC, os medicamentos existentes sd&o o Nifurtimox e o
Benznidazol (BNZ) (PONTES et al., 2010). O mecanismo pelo qual o BNZ atua na resposta
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imune do individuo infectado pela DC ainda nédo esté esclarecido, porém, estudo realizado por
Bahia-Oliveira et al., (1998) demonstrou que 0 BNZ ocasionou uma maior produgao de IFN-y
pelas células mononucleares do sangue periférico (CMSP) em pacientes tratados na fase
aguda e curados (exames parasitologicos e soroldgicos), porém, nos pacientes cronicamente
infectados isso ndo foi observado. Logo, algumas evidéncias sugerem que os elevados niveis
de IFN-y atuam de forma sinergética com o quimioterapico durante o tratamento, OU Seja,
IFN-y pode potencializar o efeito tripanocida do BNZ (BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998).

O IFN-y regula a expressao génica dos Fatores Reguladores de Interferon (IRF). A
familia dos IRF consiste em nove membros que conseguem se ligar a uma sequéncia
homdloga do gene do interferon- e varios genes regulados pelo interferon-y, regulando
respostas imunes, principalmente contra antigenos virais, resultando na ativacdo da defesa
adaptativa (MAMANE et al., 1999; TANIGUCHI et al., 2001; TAKAOKA et al, 2008;
NEHYBA et al., 2009).

O IRF8 e o IRF1 séo reguladores transcricionais que desempenham papéis criticos
na ativacdo de macrofagos por sinais pro-inflamatérios como o IFN-y. O IRF8 tem como
funcdo promover a diferenciacdo de células mieloides progenitoras para as linhagens de
fagdcitos mononucleares como mondcitos, macréfagos e células dendriticas, agindo como um
antagonista da via de granuldcitos polimorfonucleares. J& o IRF1 tem importante papel
durante o processo de diferenciacdo de células mieloides.

A perda das fungdes dos genes IRF1 ou IRF8 ocasionada, por exemplo, por um
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) poderia causa uma desregulacdo de fatores de
transcricdo que sdo determinantes para o desenvolvimento de células mieloides e bloqueio da
diferenciacdo granulocitica, além de deixar o individuo susceptivel a infeccOes
(ABDOLLAHI et al., 1991; TAMURA et al., 2000; TESTA et al., 2004; KUROTAKI et al.,
2014; SALEM et al., 2014).

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) séo o tipo mais comum de variacdo
genética que podem afetar ou ndo a sequéncia de uma proteina. Neste tipo de variagédo
genética, uma Unica base nucleotidica é substituida ao longo de uma sequéncia de DNA
(PASTERNAK, 2005). N&o é conhecido ainda como SNP em genes IRFs podem influenciar
na resposta contra o T. cruzi.

O gene IRF1 esta localizado no cromossomo 5g31.1, na posi¢do 132483434. O
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) que foi avaliado (rs 839) surge devido a
substituicdo de adenina (A) por uma guanina (G). Assim, nomea-se 0 gene selvagem de AA, o

heterozigoto AG e GA e 0 gene polimorfo de GG. Ja o0 gene IRF8 estd localizado no
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cromossomo 16g24.1, na posigdo 85921636. O SNP avaliado (rs10514611) surge devido a
substituicdo de citosina (C) por uma timina (T). Assim, nomea-se 0 gene selvagem de CC, o
heterozigoto CT e TC e o gene polimorfo de TT (LEE et al., 2007; DING et al., 2012).

Alteracdes nos niveis de citocinas podem ocorrer durante o tratamento com BNZ
e polimorfismos em genes de citocinas podem estar associados ao desenvolvimento das
formas da doenga de Chagas em humanos (JUNQUEIRA et al., 2010). Apesar dos elevados
niveis de IFN-y estarem associados a cura na fase aguda da DC, eles também estdo
relacionados com as formas clinicas mais graves da doenca (GOMES et al., 2003).

O presente estudo buscou avaliar a relacdo entre os niveis de IFN- y com as
reacOes adversas ao BNZ, com a forma da doencga e a presenca de comorbidades, além disso,
buscou-se identificar a influéncia do polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) dos genes

IRF1 e IRF8 na resposta mediada por IFN- y e nas formas clinicas da DC.

2 METODOLOGIA
2.1 Delineamento, populacéo do estudo, critérios de inclusdo e excluséo

Trata-se de um estudo do tipo coorte prospectivo de pacientes com DC em
tratamento com benznidazol realizado no servico de referéncia em Atencdo Farmacéutica do
Laboratdrio de Pesquisa em Doenca de Chagas (LPDC) da Universidade Federal do Ceara no
periodo de janeiro de 2018 a dezembro de 2021.

Foram incluidos no estudo pacientes com idade igual ou superior a 18 anos que
chegaram ao LPDC com diagndstico confirmado para doenca de Chagas (exames sorolégicos
reagentes por duas metodologias diferentes) e com prescricdo de benznidazol. Foram
excluidos os pacientes com tratamento prévio para a doenga de Chagas, gravidez, qualquer
tipo de imunossupressdo, comorbidades como doencas hepaticas ou renais e pacientes gque ndo

compareceram a pelo menos uma consulta farmacéutica durante o tratamento.
2.2 Populacéo do estudo

Foram avaliados 37 pacientes, destes 51,3 % (n=19) eram do sexo masculino e
48,7% (n=18) eram do sexo feminino com média de idade de 54,55 + 10,05 anos com DC
crébnica nas formas indeterminada (n=18), cardica (n=15) e digestiva (n=4). O
acompanhamento dos pacientes em tratamento e avaliacdo das reacdes adversas foi realizado

na metade e no final do tratamento, em média de 30 e 60 dias ap0s o0 inicio da terapia com
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BNZ. Durante todo o tratamento, além do acompanhamento farmacéutico do LPDC os
pacientes também receberam acompanhamento médico pelo ambulatério de Cardiologia do
Hospital Universitario Walter Cantidio. Ao identificar as reacGes adversas, o farmacéutico do
servico encaminhava o paciente ao medico prescritor para realizar as devidas intervencdes
como suspensdo do tratamento com BNZ e a prescricdo de medicamentos de acordo com o

tipo de reacéo apresentada.

2.3 Mensuracdo da citocina Interferon (IFN-y) no soro

As amostras de sangue coletadas dos pacientes em todos os atendimentos foram
centrifugadas para obtencdo do soro e armazenadas em freezer a -80°C até a realizacdo do
ensaio. As concentragdes de IFN-y foram determinadas no soro utilizando imunoensaio por
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Kit BD OptEIA™ Set Human IFN-y,

numero do catalogo 555142, fabricante BD Biosciences Pharmingen.

2.4 ldentificacédo dos polimorfismos nos genes Fator Regulador de Interferon (IRF)

2.4.1 Processamento da amostra

Amostras de sangue total foram coletadas em tubos com EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid). Ap6s centrifugacdo, o plasma foi removido e descartado e ao sedimento foi
adicionado 1 ml da solucdo de lise (Bicarbonato de amonio + Cloreto de amonio) e
transferido para um tubo de fundo cdnico contendo 24 mL da solucéo de lise. Essa solugéo foi
colocada em banho de gelo por 15 minutos. Apds esse tempo, a solucdo foi submetida a
centrifugacgdo a 3500 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi
adicionado 250ul de PBS (Tampao fosfato-salino ou phosphate buffered saline) e 750ul de

trizol e transferido para um microtubo e armazenada a -80° C.

2.4.2 Extragdo do DNA

A extracdo de DNA das amostras processadas e armazedas dos pacientes com DC
e dos controles (20 doadores voluntarios de sangue, saudaveis, selecionados aleatoriamente)
foi realizada a partir da utilizagdo do Trizol LS Reagente® de acordo com o protocolo pelo

fabricante.
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A primeira etapa foi a adi¢éo de cloroférmio (remocéo das proteinas) na amostra e
submetido a centrifugacdo a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C. Retirou-se e descartou-se a fase
aquosa superior com auxilio de pipeta. Adicionou-se na fase organica + 500uL de BEB (Back
Extraction Buffer - 4M isotiocianato de guanidina + 50mM citrato de sédio di-hidratado pH
8,5 + 1M Tris-HCL pH 8,0) e homogeneizado por 1 minuto no vortex. Em seguida, a
amostra foi incubada por 30 min a 25°C sob agitacdo constante. Apds o periodo de
incubacdo, a amostra foi centrifugada a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Para precipitacdo do DNA, ap6s a centrifugacdo acima, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo e adicionado 400 uL de isoprapanol e homogeneizado por
inversdo. Apos essa etapa a amostra foi incubada a -20°C overnight. Em seguida, a amostra
foi centrifugada a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet (DNA) formado foi lavado duas vezes com 100 uL etanol (70%) e centrifugado a 14000
rpm durante 15 minutos a 4°C, essa etapa foi repetida quatro vezes. Apds descartar o
sobrenadante, para secar o pellet, o tubo foi invertido e o excesso de alcool foi removido
cuidadosamente com o auxilio de uma micropipeta de 20 uL. Ao pellet totalmente seco, foi
diluido 15 pL de Tris EDTA (TE) pH 8,0 e deixada a temperatura ambiente durante 30
minutos para hidratar, depois incubacdo em banho maria a 50°C por 10 minutos e refrigerada
(2-8 °C) durante 2 dias.

A pureza das amostras foi analisada em espectrofotdometro de microvolumes
(nanodrop, Thermo Scientific — Suécia), analisando a relacdo DNA/ proteinas através da razdo
de absorbancias a 260/280 nm; a amostra é considerada pura quando apresenta uma razao
entre 1,7 e 2,0. Ap6s esse processo as amostras do presente estudo foram consideradas
adequadas.

2.4.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real

Para a genotipagem de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) foi utilizado o
TagMan da Applied Biosystems que usa a sonda TagMan 5'-nuclease para amplificar e
detectar polimorfismos especificos em amostras de DNA gendémico purificado. Cada ensaio
permite a genotipagem de individuos para um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) e
consiste em dois primers especificos de sequéncia e duas sondas TagMan ligante de sulco
menor (MGB) com quenchers nédo fluorescentes (NFQ).

A sonda TagMan é conjugada com marcadores fluorescentes VIC® (verde) e

FAM™ (azul), que detectam o polimorfismo no gene promotor do IRF1 (rs839) e IRF8
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(rs10514611). As sondas TagMan consistem em oligonucleotideos especificos do alvo com:
Um corante reporter € ligado a extremidade 5' de cada sonda: — Corante VIC® para a sonda
do alelo 1 — Corante FAM™ para a sonda do alelo 2. Para 0 gene IRF1 nomea-se 0 gene
selvagem de AA, o heterozigoto AG e GA e o gene polimorfo de GG e para o gene IRF8 se 0
gene selvagem de CC, o heterozigoto CT e TC e o0 gene polimorfo de TT.

A reacdo em cadeira de polimerase (PCR) em tempo real foi realizada no aparelho
CFX96 Real Time PCR System (C1000 Touch — Thermal Cycler — Bio-Rad). As reacdes
foram realizadas em duplicata, utilizando sondas TagMan (minor groove binder - MGB). O
volume final de cada reagdo foi de 10ul, sendo 5 pL de Tagman Mastermix (enzima
polimerase, MgCl», fosfato, desoxirribose e bases nitrogenadas, tampao), 0,25ul de primer
(Tagman genotyppingassay mix), 2,75 uL de agua livre de DNAse ¢ 2 puLL da amostra de DNA
purificada. As condi¢bes de termociclagem compreendem 4 etapas: etapa de pré-
aquecimento a 50° C por 2 minutos, etapa de condicionamento a 95° C por 10 minutos, etapa
de desnaturacdo a 95° C por 15 segundos e a etapa de anelamento e extensdo a 60° C por 1
minuto. Foram realizados 40 ciclos, sendo as etapas de desnaturacdo, anelamento e extensao
repetida 40 vezes.

O grupo controle utilizado para analise do polimorfismo dos genes IRF1 e IRF8
foi composto por 20 doadores voluntarios de sangue do Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceard (HEMOCE) saudaveis, selecionados aleatoriamente.

2.5 Analise estatistica

As variaveis do estudo foram niveis de IFN-y, reacdes adversas ao BNZ,
concentracdo de BNZ no soro, formas da doenca de Chagas, comorbidades, polimorfismos
dos genes IRF 1 e IRF8. Os dados foram analisados utilizando o programa Graphpad Prism
versdo 6.0 e apresentados por meio da média + desvio padrdo. A normalidade foi verificada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a comparacdo da média entre dois grupos distintos,
foi aplicado o teste T de independéncia. Para comparagdo de mais de dois grupos foi utilizado
oneway ANOVA com pos-teste de Tukey. O comportamento linear entre variaveis foi avaliado
através da correlacdo de Pearson. A regressao logistica binaria foi aplicada como um modelo
que permite a predicdo de valores tomados por uma varidvel categorica binaria, a partir de
uma série de variaveis continuas e binarias. Distribuigdes de frequéncias em variaveis
categéricas foram comparadas utilizando o teste de Fisher. Para todas as analises foi

considerado p < 0,05.
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2.6 Consideracdes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité do Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC), de acordo Resolucdo n° 466/12 do conselho Nacional de Saide — CNS do
Ministério da Saude, considerando o respeito pela dignidade humana, sob o nimero de

parecer 3.284.027.

3 RESULTADOS
3.1 Influéncia do benznidazol nos niveis de IFN-y

Inicialmente, foram avaliados os niveis séricos de IFN-y antes do tratamento (Dia
0) com BNZ, 30 dias (Dia 30) e 60 dias (Dia 60) apés o inicio do tratamento para verificar se
0 medicamento teria influéncia nos niveis dessa citocina no soro. A analise ndo mostrou

diferenca estatistica entre os grupos (FIGURA 1).

Figura 1: Niveis séricos de IFN-y em individuos com DC crénica, antes e durante o tratamento com Benznidazol

(BNZ).
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Legenda: DIA 0 — Antes do tratamento com BNZ; DIA 30 — 30 dias ap6s o inicio do tratamento; DIA 60 — 60

dias ap0s o inicio do tratamento.
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Quando os pacientes foram classificados de acordo com as formas da doenca
(indeterminada, cardiaca e digestiva), ndo foi observada diferenga nos niveis séricos de IFN-y
antes do tratamento com BNZ; contudo, este perfil alterou-se apds o tratamento (FIGURA
2.A).

Apo6s 30 dias do inicio do tratamento os pacientes na forma digestiva
apresentaram niveis mais elevados deste marcador quando comparado aos pacientes com as
formas cardiaca ou indeterminada (FIGURA 2.B). Apos 60 dias do inicio do tratamento, 0s
pacientes portadores da forma cardiaca apresentavam niveis de IFN-y maiores que aqueles
com a forma indeterminada (FIGURA 2.C).

Figura 2 - Niveis de IFN-y em individuos com doenca de Chagas cronica nas formas indeterminada, cardiaca e

digestiva antes do tratamento, 30 dias e 60 dias apds o inicio do tratamento com Benznidazol (BNZ).
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Legenda: A: Niveis de IFN-y em individuos com DC crénica nas formas indeterminada, cardiaca e digestiva
antes do tratamento. Dia 0 — Antes do tratamento com BNZ.

B: Niveis de IFN-y em individuos com DC cronica nas formas indeterminada, cardiaca e digestiva

30 dias apos o inicio do tratamento. Dia 30 — 30 dias apdés o inicio do tratamento

C: Niveis de IFN-y em individuos com DC crénica nas formas indeterminada, cardiaca e digestiva

60 dias ap6s o inicio do tratamento. Dia 60 — 60 dias ap6s o inicio do tratamento

*p<0,05 com base no teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey.
3.2 Niveis de IFN-y na presenca de reacdes adversas

Dos pacientes participantes do estudo, 27 (73%) apresentaram reacOes adversas.
Foi investigado se os niveis de IFN-y estariam relacionados a presenca das reagdes adversas
induzidas por BNZ. As reacfes mais frequentes relacionadas ao BNZ foram dermatoldgicas
como prurido (n=15), manchas vermelhas/erupcdo cutanea (n=15) e descamacdo da pele
(n=8).

Como mostrado na figura 3.A, 30 dias ap6s o inicio do tratamento os niveis de
IFN-y eram semelhantes entre todos os pacientes, e ndo houve diferenga entre os pacientes
que relataram reagdes adversas e os que ndo relataram (p = 0,0602).

Contudo, no D 60, ou seja, 60 dias ap6s o inicio do tratamento, os niveis de IFN-y
se encontravam mais elevados, o que poderia contribuir para uma maior frequéncia de reacdes
adversas (p <0,05) (FIGURA 3.B).

Figura 3 - Niveis de IFN-y em individuos com doenca de Chagas crdnica 30 dias e 60 dias apds o inicio do

tratamento com BNZ e que apresentaram reacdes adversas ao BNZ.
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Legenda: A: Niveis de IFN-y em individuos com DC crdnica antes do tratamento e que posteriormente

apresentaram reagdes adversas. D 30 — 30 dias ap6s o inicio do tratamento.

B: Niveis de IFN-y em individuos com DC cronica 30 dias ap6s o inicio do tratamento e que posteriormente

apresentaram reagdes adversas. D 60 — 60 dias ap6s o inicio do tratamento.

*p<0,05 com base no teste T ndo pareado.

No sentido de relacionar os niveis séricos de IFN-y e BZN foi feita uma andlise

estatistica de correlacdo de Pearson, que permitiu mostrar que nao existe correlacdo entre as
variaveis de 30 dias (p = 0,884) e 60 dias (p = 0,526) ap6s o inicio do tratamento (FIGURA 4).

Figura 4 — Correlagdo entre as concentragdes séricas de BNZ e os niveis de IFN-y em individuos com doenga de

Chagas cronica 30 dias e 60 dias ap6s o inicio do tratamento.
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Legenda: r = Correlagédo de Pearson (coeficiente). A: Correlagdo entre as concentragdes séricas de BNZ e os
niveis de IFN-y em individuos com DC cronica 30 dias apés o inicio do tratamento. B: Correlagdo entre as
concentracdes séricas de BNZ e os niveis de IFN-y em individuos com DC cronica, 60 dias apds o inicio do

tratamento.

No presente estudo, 21 (56,7%) pacientes apresentavam outras comorbidades

além da DC como hipertensdo arterial, arritmia cardiaca, diabetes e dislipidemia e a presenca

dessas doengas poderiam influenciar na ocorréncia das reagdes adversas ao BNZ. Através de

um teste de regressdo logistica binaria verificou-se que a presenca de comorbidades e niveis

mais elevados de IFN-y sdo indicadores de desenvolvimento de reacfes adversas ao BNZ. O

teste foi significativo (p < 0,05), indicando que individuos com comorbidades e valores mais
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altos de IFN-y tém 1,25 vezes mais chances de desenvolver reagdes adversas (Odds ratio =
1,25) (TABELA 1).

Tabela 1 — Niveis de IFN-y, presenca de comorbidades e as chances de apresentar rea¢des adversas ao BNZ em

pacientes com DC crénica

Odds ratio p- value Cl 95%
1,25 0,045* 0,935 15,918

* teste de regressdo logistica binaria

Legenda: Cl — Intervalo de confianga; Odds ratio — razdo de probabilidade.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
3.3 Frequéncia dos polimorfismos dos genes IRF1 e IRF8 nos pacientes com DC cronica

Ao analisarmos a presenca de polimorfismo em nucleotideo Gnico (SNP) nos
genes IRF1 (rs839) e IRF8 (rs10514611) nos individuos com a doenca de Chagas, ndo
mostrou diferenca estatistica entre as frequéncias dos grupos quando comparado com 0S

individuos sem a DC (controle), p = 0,489 (teste exato de Fisher) para IRF-1 e 0,644 para
IRF-8 (TABELA 2).

Tabela 2 — Frequéncia dos genes selvagem, heterozigoto e polimorfo de IRF1 e IRF8 nos pacientes com DC

crénica.
Gene IRF1 (rs839)
Grupo Doenca de Chagas (n=37) Controle (n=20)
AA 16 (43,24%) 12 (60%)
AG ou GA 15 (40,54%) 6 (40%)
GG 6 (16,22%) 2 (10%)
Total 37 (100%) 20 (100%)

*Teste exato de Fisher: p= 0,489
Gene IRF8 (rs10514611)

Grupo Doenca de Chagas (n=37) Controle (n=20)
CcC 29 (78,38%) 14 (70%)
CTouTC 6 (16,22%) 5 (25%)
TT 2 (5,40%) 1 (5%)
Total 37 (100%) 20 (100%)

*Teste exato de Fisher: p= 0,644
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Legenda: IRF 1 — Fator Regulador de Interferon 1; IRF 8 - Fator Regulador de Interferon 8; AA — gene selvagem
de IRF-1; AG ou GA — gene heterozigoto de IRF-1; GG — gene polimorfo de IRF-1; CC — gene selvagem de
IRF-8; CT ou TC — gene heterozigoto de IRF-8; TT — gene polimorfo de IRF-8.

Quando os individuos foram estratificados de acordo com as formas clinicas da
doenca (cardiaca, digestiva e indeterminada), ndo foi observada diferenca entre as frequéncias
dos grupos quanto ao polimorfismo do gene IRF1 (p = 0,525 — teste exato de Fisher). Contudo,
os resultados sugerem que a forma indeterminada da doenca estd mais relacionada a

individuos sem polimorfismos (gene selvagem) para IRF8 com p = 0,014 (TABELA 3).

Tabela 3 — Frequéncia dos genes selvagem, heterozigoto e polimorfo de IRF1 e IRF8 nos pacientes com DC
cronica nas formas cardiaca, digestiva e indeterminada (n=37).

IRF1 (rs839)

Grupo Cardiaca Digestiva Indeterminada
(n=15) (n=4) (n=18)
AA 7 (46,67%) 1 (25,00%) 8 (44,44%)
AG ou GA 6 (40,00%) 1 (25,00%) 8 (44,44%)
GG 2 (13,33%) 2 (50,00%) 2 (11,11%)
Total 15 (100%) 4 (100%) 18 (100%)

*Teste exato de Fisher: p= 0,525
IRF8 (rs10514611)

Grupo Cardiaca Digestiva Indeterminada
(n=15) (n=4) (n=18)
cC 10 (73,33%) 2 (50,00%) 18 (88,89%)
CTouTC 3 (20,00%) 1 (25,00%) 0 (11,11%)
1T 2 (6,67%) 1 (25,00%) 0
Total 15 (100%) 4 (100%) 18 (100%)

*Teste exato de Fisher: p= 0,014

Legenda: IRF 1 — Fator Regulador de Interferon 1; IRF 8 - Fator Regulador de Interferon 8; AA — gene selvagem
de IRF-1; AG ou GA — gene heterozigoto de IRF-1; GG — gene polimorfo de IRF-1; CC — gene selvagem de
IRF-8; CT ou TC — gene heterozigoto de IRF-8; TT — gene polimorfo de IRF-8.
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No sentido de se avaliar como os polimorfismos do IRF interferiram na expressao
de IFN-y, pode-se perceber que para o polimorfismo rs10514611 do IRF8, o gendtipo
selvagem (CC) apresentou niveis séricos mais baixos da citocina em comparacdo com 0s
demais genotipos (FIGURA 5.B). Contudo, ndo houve diferenca entre 0s grupos para o

polimorfismo rs839 da IRF1 (FIGURAS.A).

Figura 5 - Avaliacdo dos polimorfismos do IRF (IRF 1 e IRF 8) com a expressdo de IFN-y em individuos com

doenga de Chagas cronica em tratamento com BNZ (n=37).
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Legenda: A: AA: Gene selvagem de rs839, AG: Gene heterozigoto de rs839 e GG: Gene polimorfo de rs839;
B: CC: Gene selvagem de rs10514611, CT: Gene heterozigoto de rs10514611; TT: Gene polimorfo de
rs10514611.

*p<0,05 com base no teste one-way ANOVA com pds-teste de Tukey

4 DISCUSSAO

Existem poucos estudos que avaliam o efeito do tratamento com BNZ na resposta
imune em individuos com a doenca de Chagas na fase cronica. Mas sabe-se que esse
medicamento pode adiar ou prevenir a progressao clinica da doenga em humanos e modelos
experimentais (DE ANDRADE et al., 1996, SOSA-ESTANI et al., 1998; GARCIA et al.,
2005). E os efeitos do farmaco somado com a resposta imunoldgica do hospedeiro
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influenciam na eliminacdo do T. cruzi e no controle da morbidade da doenca
(MICHAILOWSKY et al., 1998; SATHLER-AVELAR et al., 2006).

Ribeiro et al. (2008) verificaram uma maior producdo de IFN- y e TNF-a em
pacientes com a forma digestiva em relacdo aos individuos com a forma indeterminada,
diferente do que foi observado no presente estudo. As alteragdes clinicas, radioldgicas e
eletrocardiograficas de acometimento cardiaco ou digestivo podem estar envolvidas com uma
resposta mediada por IFN-y. E importante ressaltar que, quando se analisa as concentracées
de citocinas no soro humano devemos considerar a possibilidade da contribuicdo por outros
processos inflamatorios do organismo (PISSETTI et al., 2009).

Um estudo avaliou os niveis plasmaticos de IFN-y e TNF-a nas diferentes formas
da DC e ndo observou diferenca nos niveis dessas citocinas quando comparados com o grupo
controle (individuos sem a DC), contudo, como observado no presente estudo, deve-se
considerar o uso do BNZ na anélise, uma vez que antes da administracdo do medicamento ndo
foi observada diferenca entre as formas da DC com relacéo aos niveis de IFN-y (PISSETTI et
al., 2009).

Alguns estudos mostraram que 0 BNZ esta relacionado a um down-regulation na
expressdo média de citocinas como niveis mais baixos de IL-12, IL-10 e IFN-y em pacientes
tratados em comparagdo com 0s nao tratados, levantando a hip6tese que o tratamento durante
a fase crénica pode ter um impacto de suporte, modulando o perfil de citocinas inflamatorias
de pacientes na forma indeterminada da doenca, reduzindo as chances de uma evolucéo para a
forma cardiaca (REVELLI et al., 1999; PIAGGIO et al., 2001; SATHLER-AVELAR et al,
2006; BUSTAMANTE et al., 2008; SATHLER-AVELAR et al., 2012).

O aumento de IFN-y apos o tratamento com BNZ pode ser explicado pelo fato de
gue o medicamento causa a morte do T. cruzi, liberando antigenos que podem estimular a
expansdo clonal de células produtoras de IFN-y e resultar no seu aumento, podendo ser
mantidas por antigenos parasitarios residuais (SATHLER-AVELAR et al. 2006; LAUCELLA
et al., 2009).

Laucella et al., (2009) verificaram em seu estudo um aumento inicial de IFN-y
apos 2 meses até 6 meses do tratamento com BNZ, seguido de uma diminuigdo nos niveis
dessa citocina ap0s 12 meses do tratamento. Verificaram através desse monitoramento da
producdo de IFN-y antes e ap0s o tratamento com BNZ, em um subconjunto de individuos,
gue o tratamento com esse farmaco tem um impacto nas respostas de células T especificas ao
parasito, observaram respostas relativamente estaveis antes do tratamento, seguidas por

grandes reducdes em 12 a 36 meses pos-tratamento.



102

O tratamento com BNZ durante a fase cronica pode induzir simultaneamente
citocinas pro-inflamatorias como IFN-y e anti-inflamatorias como IL-10, indicando um efeito
no controle da replicacdo do parasito e também dano tecidual (SATHLER-AVELAR et al.,
2008).

No estudo de Bahia-Oliveira et al. (1998), individuos com a DC na forma aguda
tratados com BNZ e curados mostraram uma maior produgdo de IFN-y que 0s pacientes
crénicos sem tratamento com esse medicamento, sugerindo um papel protetor para essa
citocina no processo de cura da DC associada ao tratamento com BNZ. Foi demonstrado que
0 tratamento de pacientes na forma indeterminada, no inicio da fase cronica, leva a producao
de IFN-y, porém isso ndao foi observado nos pacientes da presente pesquisa, provavelmente,
porgue os pacientes nao estavam no inicio da fase cronica da doenca.

No presente estudo, os niveis de IFN-y apos 60 dias do inicio do tratamento com
BNZ estavam aumentados nos individuos com a forma cardiaca. Alguns autores sugerem que
0 paciente na forma cardiaca tem uma tendéncia a produzir mais IFN-y, comparado com os
pacientes na forma indeterminada, sob estimula¢do com antigenos do parasito (GOMES et al.,
2003; SILVERIO et al., 2012).

O IFN-y tem um papel fundamental na inflamagao cronica da DC, atuando como
estimulador de macréfago. Macréfagos ativados secretam as citocinas 1L-12 e TNF-a que sdo
fundamentais na inducdo de uma resposta celular especifica. IL-12 secretada é capaz de
induzir as células Natural Killer a secretarem IFN-y que, em sinergismo com TNF-a, resulta
em uma producéo significativa de éxido nitrico (NO) capaz de efetuar a morte do parasito
através do estresse oxidativo. Além disso, a IL-12 pode também desencadear a diferenciacéo
de linfécitos TCD4" com perfil Thl, a produzir niveis ainda maiores de IFN-y para controlar a
infeccdo, enquanto isso a IL-10 desempenha um papel de modulacdo da sintese de IL-12 e
IFN-y, evitando desta maneira uma excessiva resposta imune que poderia causar uma intensa
e extensa inflamagé&o e dano aos tecidos do hospedeiro (SATHLER-AVELAR et al., 2008).

Concentracfes mais elevadas de IFN-y foram associadas a eficacia terapéutica
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2000). Entdo, além de destruir o parasito
através da formacdo de radicais livres, modula resposta imune do hospedeiro estimulando
altos niveis de citocinas pro-inflamatorias. Este fato pode explicar a provavel eficacia do BNZ
em prevenir e/ou retardar a progressdo da doenca, causando uma estabilidade, uma vez que a
resposta imune do hospedeiro pode influenciar nessa evolucéo.

Elevado percentual de pacientes apresentou reacGes adversas e altos niveis de

IFN-y. Sabe-se que, como consequéncia da formagdo de radicais livres resultantes do
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mecanismo de acdo do BNZ, células do hospedeiro também podem ser lesadas, levando ao
surgimento de reacGes adversas. S&o relatadas em adultos tratados com BNZ sérias reacdes
adversas, incluindo dermatopatia alérgica, manifestacGes gastricas, neuropatia periférica,
neutropenia e leucopenia (COLOSIO et al., 2007). Dessa forma, podemos sugerir que niveis
mais altos de IFN-y poderiam contribuir para uma maior frequéncia de reacdes adversas.

Acredita-se que as reacgdes cutdneas ao BNZ sejam produzidas por reacOes de
hipersensibilidade tardia ou tipo IV com resposta Th2 (SALVADOR et al., 2015), as quais sao
mediadas por linfécitos T e podem ocorrer dias apds o inicio do tratamento. As reacdes que
afetam principalmente a pele, devem-se a riqueza em linfdcitos T e células apresentadoras de
antigenos como as células dendriticas presente na pele. Esse tipo de hipersensibilidade pode
ocasionar erupgdo cutanea exantematica, lesdo hepatica induzida por drogas e doencas renais,
pustulose exantematica generalizada aguda e reagdes mais graves como reacdo cutanea
associada a eosinofilia e sintomas sistémicos (DRESS), sindrome de Stevens-Johnson (SSJ) e
necrdlise epidérmica toxica (NET) (REGATEIRO E FARIA, 2016).

No presente estudo foi observado um aumento de IFN-y, o que fortalece a
hipétese de que se trata de uma reacdo de hipersensibilidade apresentando perfil Thl
predominante. Contudo, existem contradicbes entre os estudos com relacdo ao perfil de
citocinas nas reacdes de hipersensibilidade ndo imediatas. Autores abordam que o perfil Th2
esta ativado diante das reacGes cutaneas (SALVADOR et al., 2015; WANG et al.,2016,
LLAGUNO et al., 2019) e outros abordam a presenca de um perfil Thl de células T (XU et
al., 1996; TRUBIANO et al., 2018; KLAEWSONGKRAM et al. 2019), logo, ¢ possivel que
0 padrdo de citocinas em reacdes de hipersensibilidade ndo imediatas seja um perfil misto Thl
e Th2 (LEBREC et al., 2001).

A citocina IFN-y desempenha um papel central na reacdo inflamatdria cutanea
(XU et al., 1996). Diante de uma reacdo alérgica a farmacos, podem ser detectadas células T
circulantes produtoras de IFN-y e consequentemente, um aumento nesta citocina. Estudo
realizado por Klaewsongkram et al. (2019) propbs que a quantificacdo de células produtoras
de IFN-y poderia funcionar como uma ferramenta para confirmar os farmacos causadores de
reacOes adversas graves, estimulando células mononucleares do sangue periférico com os
farmacos suspeitos. Wang et al., (2016) verificaram elevados niveis séricos de IFN-y, CXCL9
e CXCL10 em reagdes de hipersensibilidade a farmacos ndo imediatas. Mostrando que IFN-y
esta relacionada a inflamac&o cuténea causada pela hipersensibilidade a farmacos.

Ao analisar os niveis séricos de IFN-y com as concentragdes séricas de BNZ e,

consequentemente, com a ocorréncia de reacdes adversas, ndo foi observada correlagdo entre
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as variaveis de 30 dias e 60 dias ap06s o inicio do tratamento, sugerindo que existem outros
fatores que vao influenciar na transcrigdo e traducdo desta citocina pelo individuo, além da
quantidade de BNZ recebida como polimorfismos genéticos, comorbidades, predisposicdes
metabdlicas e, até mesmo, uso de outros medicamentos.

Os pacientes do presente estudo tinham média de idade de 54,55 + 10,05 anos,
isso pode explicar & maior frequéncia de comorbidades nos individuos estudados (ZAZZARA
et al.,, 2021) e muitos possuiam mais de duas doencas cronicas coexistentes. Algumas
pesquisas abordam que o aumento da idade pode representar um fator de risco para a
ocorréncia de RAM, idosos tém uma probabilidade maior de desenvolver reacdes alérgicas a
medicamentos em comparagdo com adultos mais jovens (MANGONI E JACKSON, 2004,
LATTANZIO et al., 2012; STEVENSON, DAVIES, MARTIN, 2019).

O envelhecimento altera a homeostase do organismo e esta relacionado a
alteracOes fisiologicas e condi¢cBes que podem aumentar o risco de eventos indesejaveis,
alterando a farmacocinética com mudancas no metabolismo, depuracdo de medicamentos e
volume de distribuicdo, que podem contribuir para prolongar a meia-vida de um determinado
medicamento, aumentando o risco de toxicidade (MANGONI E JACKSON, 2004; DAVIES E
O'MAHONY, 2015). Além disso, nessa populacdo encontra-se facilmente a presenca de
comorbidades e polifarméacia (uso prolongado de mais que 5 medicamentos), o que também
pode provocar alteracdes na farmacocinética (MANGONI E JACKSON, 2004; KLOTZ,
2009; LATTANZIO et al., 2012; DAVIES E O'MAHONY, 2015).

Observou-se na presente pesquisa que individuos com comorbidades e valores
mais altos de IFN-y tém 1,25 vezes mais chances de desenvolver reagdes adversas. Estudos
sugerem que o risco de RAM aumenta de acordo com o aumento do nimero de doengas
crbnicas. Maior probabilidade de interacdo farmaco-doenca pode explicar a causa desse
problema. E isso pode acontecer porque ao usar um medicamento para tratar uma condi¢édo de
salde, pode exacerbar os sintomas de outra doenca subjacente ou a presenca de uma doenca
pode alterar o metabolismo dos medicamentos, como doencas hepaticas ou doencas renais
(LATTANZIO et al., 2012; CALDERON-LARRANAGA et al., 2017; ONDER et al, 2018).

Ao avaliar a frequéncia dos polimorfismos dos genes IRF1 e IRF8, verificou-se
uma relacéo entre o genotipo selvagem do IRF8 com niveis séricos mais baixos IFN-y. N&o se
sabe ao certo quais fatores determinam o curso clinico da DC crénica, ou seja, 0 porqué de
individuos desenvolverem formas mais graves da doenga e outros permanecerem na forma
indeterminada, mas o padrdo de citocinas produzidas parece influenciar nessas respostas.

Perfil Thl de citocinas como IFN-y, provavelmente esta associado a resisténcia a infeccao
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pelo T. cruzi e a producdo exacerbada desta pode levar a danos cardiacos graves (VILA-DEL
SOL, PUNZON, FRESNO, 2008; CHEVILLARD et al., 2018; LLAGUNO et al., 2019). Por
outro lado, um perfil Th2 de citocinas estaria associado a susceptibilidade a infeccdo pelo T.
cruzi (LLAGUNO et al., 2019).

IFN-y é produzido por células NK e células T ativadas, sendo responsavel pela
ativacdo e diferenciacdo de macréfagos e induz a transcricdo de varios genes pro-
inflamatoérios, como Oxido Nitrico (NO) sintase induzivel (iNOS). As enzimas citosolicas
Janus quinases (JAK1 e JAK2) atuam no receptor de IFN-y, induzindo sua fosforilagdo em
tirosina. Por isso, o fator de transcri¢do Statla ¢ fosforilado por JAKs. Este fator fosforilado
(Statlo) dimeriza e transloca para o nucleo, onde induz a ativacdo transcricional de varios
genes como o fator regulador de IFN (IRF-1 a IRF-9) que também s&o fatores de transcricdo e
mediam a regulacéo transcricional induzida por IFN-y (BOEHM, KLAMP e GROOT, 1997;
BLANCO et al, 2000; SHTRICHMAN E SAMUEL, 2001; TAMURA et al. 2008).

Por se tratar do primeiro estudo que analisa a presenga de polimorfismo em
nucleotideo Unico no gene IRF8 (rs10514611), ndo se sabe o que esse polimorfismo pode
ocasionar na resposta imunoldgica contra o T. cruzi. Mas se sabe que a funcdo do gene
selvagem de IRF8 é promover a diferenciacdo de células mieloides progenitoras para as
linhagens de fagdcitos mononucleares (mondcitos, macrofagos e células dendriticas) e que um
polimorfismo que ocasionasse a perda da funcdo desse gene leva a uma deficiéncia na
producdo de IL-12 por células dendriticas e macrdéfagos, uma producdo defeituosa de IFN-y
por células linfoides e células Natural Killer e um defeito na polarizacdo para um perfil Thl
da resposta imune, levando a uma maior suscetibilidade a infecgdes virais, bacterianas e
parasitarias in vivo. Macréfagos deficientes em IRF8 sdo suscetiveis a infeccdo ex vivo com
Mycobacterium bovis, Salmonella typhimurium e Legionella pneumophila (SALEM E GROS,
2013; TAMURA et al., 2008), e camundongos com auséncia desse gene sao suscetiveis in
vivo a infeccdo com patdgenos intracelulares, incluindo Leishmania major, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Toxoplasma gondii e Brucella abortus (TAMURA et
al., 2008; SALEM E GROS, 2013; TAMURA, KUROTAKI, KOIZUMI, 2015).

Existem varios genes que sdo regulados pelo IRF8, entre eles, temos genes que
codificam proteinas envolvidas no reconhecimento, processamento e apresentacdo de
antigenos por celulas dendriticas e macrofagos; membros da familia de receptores Toll-like;
proteinas que participam de processamento e apresentacdo de antigenos em células
apresentadoras de antigeno (APC) como moléculas de MHC de Classe | e Classe Il; como

também proteinas com fungbes de destruicdo do microrganismo invasor como lisar a
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membrana do vacuolo que contém o patdgeno, destruindo seu nicho de replicacdo e causando
a liberacdo de antigenos para ativacao da resposta imune inata que sdo as proteinas de ligacéo
a guanilato (GBPs) (NGO E MAN, 2017). Entdo, IRF8 é imprescindivel nas funcbes das
células mieloides e nas defesas do hospedeiro contra infec¢fes por patdgenos intracelulares
(SALEM, SALEM, GROS, 2020).

Entdo, um polimorfismo que pode causar a perda da ligacdo de IRF8 leva a
expressao defeituosa de genes criticos para a via de apresentacéo de antigenos e citocinas que
ativam células T. Estudos mostram que variantes de IRF8 estariam associadas como fatores de
risco genético para doencas infecciosas ou inflamatérias (JOSTINS et al., 2012; BEECHAM
et al., 2013; OKADA et al., 2014; LANGLAIS; BARREIRO; GROS, 2016). Sugere-se que a
presenca do gene selvagem IRF8 pode estar relacionada com o ndo desenvolvimento de uma
forma sintomética da DC (a indeterminada), iniciando e permanecendo em uma forma
assintomatica, sendo responsavel pelo equilibrio “saudavel” entre o parasito e o hospedeiro.
Individuos com o polimorfismo no gene selvagem IRF8 podem ter uma resposta imune
deficiente no inicio da infeccdo pelo T. cruzi, ocasionando o desenvolvimento das formas
sintomaticas da doenga como as formas cardiaca, digestiva ou mista.

A suscetibilidade genética as formas mais graves da doenca pode resultar de
polimorfismos genéticos relevantes que levam a variages na intensidade da resposta imune
inata ou adquirida, nas citocinas inflamatdrias envolvidas na patogénese da doenca
(CHEVILLARD et al., 2018).

Levanta-se também a hip6tese de que um polimorfismo em nucleotideo Gnico no
gene IRF8 poderia levar a uma resposta imune exacerbada, sem controle, ocasionando as
formas sintomaéticas da DC, visto que as lesdes teciduais observadas nessas formas sdo
caracterizadas pela ocorréncia de reacdo inflamatdria nos tecidos cardiacos e na rede neuronal
mioentérica (DUTRA et al. 2009). Estudos sugerem que o IFN-y ocasiona a inflamagdo na
miocardite e insuficiéncia cardiaca em pacientes com cardiomiopatia chagasica cronica
(CHEVILLARD et al., 2018).

Dados da literatura mostram que IFN-y desempenha diferentes funcdes na
doenga de Chagas como a sua relacdo com o aparecimento das reagdes adversas ao BNZ, pois
0 mesmo parece aumentar as concentracdes séricas desta citocina (LLAGUNO et al., 2019),
como também a relacdo da citocina com a progresséo da doenca para as formas sintomaticas,
principalmente a forma cardiaca, ao mediar danos teciduais (BRENER E GAZZINELLI, 1997,
ALIBERTI et al., 2001; GOMES et al., 2003).

A forma indeterminada da DC parece estar associada a uma producéo equilibrada
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de IFN-y observada no presente estudo, ¢ na forma cardiaca o IFN-y esta atrelada a uma
resposta imunoldgica exacerbada (HOLSCHER et al., 1998; WU Y et al., 2011). Conhecer as
funcBes das diferentes citocinas na resposta imune contra o T. cruzi e na suscetibilidade do
individuo ao parasito permite entender a acdo dessas citocinas nos mecanismos regulatérios
da resposta imune, e como participam da patologia influenciando na evolugdo clinica da
doenca de Chagas (ABRAHAMSOHN, 2017).

5 CONCLUSAO

No presente estudo foi encontrado aumento dos niveis de IFN-y em 30 dias e 60
dias apos o inicio do tratamento com BNZ nas formas digestiva e cardiaca, respectivamente.
Indicando que o BNZ altera os niveis dessa citocina dependendo da forma da doenca.
Também niveis mais altos de IFN-y foi observado em 60 dias apés o inicio do tratamento que
contribuiram para uma maior frequéncia de reacdes adversas. Neste estudo, a presenca de
doencas concomitantes & DC estavam relacionadas ao aparecimento de reacfes adversas, pois
individuos com comorbidades e valores mais elevados de IFN-y tém 1,25 vezes mais chances
de desenvolver RAM. Os resultados também sugerem que a forma indeterminada da doenca
esta mais relacionada a individuos sem polimorfismos no gene IRF8 e com niveis mais baixos
de IFN-y.

Pouco ainda se sabe sobre os mecanismos que favorecem a predisposicdo a uma
determinada forma clinica nos individuos acometidos por essa doenga ou no aparecimento das
reacOes adversas ao BNZ. Porém, os resultados apresentados mostram a necessidade da
ampliacdo de estudos clinicos que avaliem frequéncias de polimorfismos genéticos e as
concentragdes de citocinas nos diferentes estagios da doenca de Chagas.

A maior limitacdo do estudo foi a reducdo do ndmero de participantes devido a
pandemia da Covid-19 que ocasionou a suspensdo dos atendimentos no periodo de 2020 e
2021. A proposta era obter um numero maior de pacientes visto que o Estado do Ceara
apresenta diversas areas com risco de transmissdao da DC (GOVERNO DO ESTADO DO
CEARA, 2021), além disso, trata-se de uma doenca, silenciosa, o que dificulta a realizacio de

um diagnostico precoce.
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DISCUSSAO GERAL

O perfil de reagdes por intolerancia ao BNZ foi semelhante ao relatado em outros
estudos observacionais focados na seguranca e tolerancia do benznidazol no tratamento de
pacientes com doenca de Chagas como o estudo de Gotijo et al. (2020) e o estudo de Salvador
et al. (2015). Gotijo et al. (2020) com 62 pacientes mostrou uma prevaléncia de RAM de
66,1% (n=41) e as reacGes mais apresentadas foram reac6es dermatoldgicas como prurido e
reacOes gastrointestinais como nausea e dor abdominal. Segundo Salvador et al. (2015), a
reacdo cutdnea associada ao benznidazol € uma reacdo adversa medicamentosa compativel
com uma reagdo de hipersensibilidade ndo mediada por IgE (imediata) e sim uma reagéo
retardada. Segundo estes autores, a reacao cutanea relacionada ao BNZ é uma reacdo mediada
por células T com uma resposta Th2 produzindo IL-5, com aumento de IL-10. A IL-10
desempenha um papel de modulacdo da sintese de IL-12 e INF- vy, evitando uma excessiva
resposta imune que poderia causar inflamagdo extensiva e dano aos tecidos do hospedeiro,
além dediminuir o desenvolvimento de respostas imunes mediadas por Th2.

Como RAM associada ao sistema central e periférico, observamos a parestesia. A
frequéncia de parestesia (n=10, 55,6%) chama a atencg&o, pois, trata-se de uma reacdo que
pode ser irreversivel. A parestesia é um sintoma caracterizado pela sensacdo de dorméncia ou
formigamento em alguma parte do corpo. Pode acometer os membros como bragos, pernas,
maos, como também em areas menos comuns, como a boca. No caso do tratamento com BNZ,
as partes mais acometidas foram os membros superiores (médos e bracos) ou membros
inferiores (pernas e pés). Esse tipo de reacdo deve ser identificado o quanto antes para iniciar
o0 protocolo de suspenséo do tratamento e iniciar o tratamento sintomatico com medicamentos
anticonvulsivantes (BERAN, 2015). No presente estudo, os casos de parestesia foram
reversiveis seguindo as recomendacdes do Il Consenso Brasileiro de Doenca de Chagas
(DIAS et al.,2016).

A interrupgéo do tratamento ocorrido no presente estudo foi devido a presenca de
reacOes adversas, sendo, portanto responsaveis pela interrupgdo temporéaria e definitiva do
tratamento com BNZ. As variaveis idade e sexo parecem ndo influenciar no desenvolvimento
de reagdes adversas ao BNZ.

As principais reacfes responsaveis pela suspensdo temporaria do BNZ foram
reacOes relacionadas ao sistema dermatolégico (descamacdo da pele, prurido, erupgdes
bolhosas); relacionadas ao sistema cardiovascular como edema de membros superiores e/ou

inferiores. E as reacOes responsaveis pela interrupcdo definitiva do tratamento foram
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relacionadas ao sistema nervoso central e periférico como a parestesia e relacionada aos
6rgdos do sentido como a ageusia.

Quando observamos na literatura as reagdes adversas provocadas pelo Nifurtimox,
0 BNZ parece ser uma melhor alternativa ao tratamento, pois o Nifurtimox apresenta uma
menor tolerancia digestiva, refletida na anorexia com perda de peso e disturbios psiquicos,
logo, 0 BNZ tornou-se a primeira escolha para o tratamento da doenca de Chagas (BRASIL,
2005). No Brasil, o Nifurtimox somente € utilizado nos casos de intolerancia ao BNZ (DIAS
etal., 2016).

A suspensdo do BNZ por 10 dias e a retomada do tratamento associado a anti-
histaminicos parece ser uma boa alternativa para a conclusdo do tratamento da doenca de
Chagas na presenca de reacGes adversas dermatoldgicas, no entanto, poucos relatos de
experiéncia estdo disponiveis sobre a eficacia dos esteroides para prevenir ou conter reacdes
cutaneas devido ao BNZ (GARGOLAS et al., 2013). Dos 9 (22,5%) pacientes que tiveram o
tratamento suspenso, sete deles (77,8%) fizeram uso de corticoide (prednisona ou
prednisolona) por 5 dias para a resolucao da reacdo adversa cutanea.

Com relacdo essa distincdo entre homens e mulheres no desenvolvimento de
reacOes adversas ao BNZ, devemos considerar alguns fatores como diferencas entre 0s
organismos femininos e masculinos que podem afetar todo o processo farmacocinético dos
farmacos, tanto anatdmico como fisiolégicos. As mulheres possuem maior gordura corporal, 0
que pode afetar a distribuicdo e armazenamento de drogas lipofilicas, levando a um aumento
do seu volume de distribuicdo e tempo de meia-vida. O contrario € valido para farmacos
hidrofilicos. As mulheres ainda apresentam diferente capacidade de filtracdo glomerular, bem
como esvaziamento gastrico, fatores que podem afetar a eliminagdo e a absorcdo de farmacos,
respectivamente (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017). A
variavel sexo ndo foi significativa, mas as mulheres mostraram uma tendéncia maior de
desenvolver RAM durante o tratamento com BNZ em comparagdo com os homens.

Estudo realizado por Molina et al. (2017) avaliou a farmacocinética do BNZ em
adultos satdaveis e verificou que os homens apresentaram uma concentracdo plasmatica
maior que as mulheres, além disso, apresentaram volume médio de distribuicdo em fungéo da
biodisponibilidade maior que o sexo feminino, justificaram esse resultado com base nas
variacbes do pH gastrico, taxa de esvaziamento gastrico, tempo de transito intestinal,
expressdo intestinal de proteinas de transporte e a composi¢do corporal. Por tanto, apesar de
ndo ter sido observada uma relacéo significativa, foi coerente encontrar uma maior frequéncia

de reacdes adversas nas mulheres, mesmo ndo sendo conhecido 0 mecanismo exato dessa
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maior predisposicéo.

Apesar do alto indice de RAM relacionadas ao tratamento com BNZ, este dado é
amenizado pela predominancia de reacdes consideradas moderadas e leves, dessa forma,
podemos considerar que 0 BNZ é um medicamento seguro para o tratamento da DC, salvo 0s
casos em que 0 BNZ n&o é indicado (MORILLO et al., 2015; DIAS et al., 2016).

As reacOes adversas laboratoriais apresentadas durante o tratamento foram
alteracdes hematoldgicas e alteracdes bioguimicas leves, no entanto foi verificado neutrofilia,
por aumento de segmentados e linfopenia, apds 30 dias de tratamento com 0 BNZ.

As drogas, seja diretamente ou apds o processamento pelas células dendriticas,
ativam as células T que podem produzir citocinas, recrutando células como neutrdéfilos,
resultando em dano tecidual e resposta inflamatdria, justificando a presenca de neutrofilia
(GRAAUW et al., 2015; WHITE et al., 2015).

A reacdo idiossincratica a droga parece ser 0 mecanismo mais provavel
responsavel pelas reacdes adversas causadas pelo BNZ, uma vez que had mais de um
orgdo/sistema do organismo afetado, além disso, observa-se a recuperacdo rapida das reacdes
adversas apos a retirada da droga (DOOLEY et al., 2002; NOVAES et al., 2015). Nado ha
estudos clinicos na literatura que consigam responder diretamente 0s mecanismos que
envolvem as RAM induzidas por BNZ (PAVAN et al., 2018), por isso mais estudos devem ser
realizados para esclarecer 0s mecanismos envolvidos para tracar estratégias no tratamento e
acompanhamento dos pacientes que necessitarem utilizar esse medicamento, uma vez que ndo
temos outras opg¢des disponiveis no mercado farmacéutico.

Este estudo mostrou que muitos pacientes foram capazes de completar o
tratamento com benznidazol sem nenhuma incidéncia de RAM grave, sucesso este atribuido a
estratégia de acompanhamento préximo juntamente com aconselhamento e tratamento
sintomatico das RAM visando a seguranca do paciente. Devemos utilizar os resultados do
presente estudo como forma de melhorar a atencdo prestada, visando a promog¢do de uma
farmacoterapia mais segura para esses pacientes.

O servico de atencdo farmacéutica ao paciente com doenca de Chagas do estado
do Ceara é referéncia em acompanhamento farmacoterapéutico de pacientes com doenga de
Chagas, apesar de todas as suas limitagdes, tem tentado fazer uma atencdo mais humana e
especializada a esses pacientes, através da atuacdo fundamental do farmacéutico durante o
tratamento com benznidazol.

O método de Guerrero et al., (2011) foi adequado para a quantificagdo do BNZ

em soro humano. A adaptacao consistiu na mudanca da amostra de plasma sanguineo a -40°C
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para soro humano armazenado a -80°C, por um tempo de armazenamento de 1 a 2 anos, de
forma que essa mudanca ndo alterasse o cumprimento dos requisitos de quantificar, detectar o
BNZ, ser preciso, linear e ter curto tempo de preparo.

Sdo raros estudos que quantificaram BNZ em soro humano, apenas em plasma
(RAAFLAUB, 1980; WORKMAN et al., 1984; WALTON, WORKMAN, 1986; MORILLA
et al., 2003; GUERRERO et al., 2011; PINAZO et al.,, 2013; ALTCHEH et al., 2014;
SALVADOR et al.,, 2015; MOLINA et al.,, 2017). O soro humano é obtido apds a
centrifugacdo do sangue coletado em tubos sem anticoagulantes, ou seja, a diferenca entre
soro e plasma é que o plasma apresenta fibrinogénio, importante proteina do processo de
coagulacio (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA MEDICINA
LABORATORIAL, 2010). Alguns estudos em animais mostraram que 0 Soro apresentou uma
maior estabilidade frente ao plasma em todas as condi¢des de estoque estabelecidas na analise
de alguns parametros bioguimicos como ureia, creatinina, colesterol, entre outros
(FERNANDES, TEIXEIRA, SANTOS, 2001; OLIVEIRA et al., 2011). Baseando-se nesses
estudos, 0 soro parece apresentar uma estabilidade maior que o plasma.

Os resultados do presente estudo, além do plasma humano, mostraram que o soro
humano armazenado por 1 a 2 anos no freezer a -80°C pode ser utilizado com seguranca para
a quantificacdo do BNZ, ou seja, a mudanca da amostra, tempo e temperatura de
armazenamento ndo comprometeu a eficacia e qualidade do método analitico de Guerreiro et
al., (2011).

Dos pacientes analisados, 58,82% (n=10) estavam com BNZ sérico dentro da
faixa tripanocida ap6s 30 dias de tratamento. Nenhum paciente apresentou dose toxica
(concentracdo sérica de BNZ >20 pg/mL). Assim como no estudo de Pinazo et al. (2013),
verificou-se que a dose de 5 mg/kg/dia seguida em protocolos terapéuticos (DIAS et al., 2016)
é a dose adequada que permite niveis tripanocidas ideais em pacientes cronicos adultos, mas o
tempo de tratamento ainda permanece divergente em alguns estudos (FRADE et al., 2020),
logo séo necessarios estudos clinicos randomizados que avaliem esquemas terapéuticos mais
curtos, com boa tolerabilidade e boa eficacia para que o paciente tenha uma farmacoterapia
segura e eficaz.

As concentragfes séricas de BNZ ndo estavam relacionadas com as reacgoes
adversas. Cancado (2002) relacionou sintomas/sinais neurologicos e musculo esquelético
como parestesia e artralgia com altas concentragdes de BNZ no final do tratamento devido ao
acumulo do farmaco, mas essa relagdo ndo foi encontrada no presente estudo, assim como

tambem ndo foi observado por Pinazo et al. (2013) e Salvador et al. (2015).
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Os resultados apresentados mostram que as concentracfes séricas de BNZ nas
doses atualmente recomendadas (DIAS et al., 2016) ndo estdo associadas a reagdes adversas,
corroborando com os unicos estudos encontrados na literatura que abordavam essa questdo
Pinazo et al. (2013) e Salvador et al. (2015). Logo, sdo necessarios estudos que esclarecam os
mecanismos responsaveis pelas RAM. Além disso, deve-se avaliar o papel potencial dos
metabdlitos do BNZ tanto na toxicidade quanto na atividade antiparasitaria (PINAZO et al.,
2013).

Com relacdo aos niveis de IFN-y, observou-se aumento desta citocina na forma
digestiva com 30 dias e na forma cardiaca com 60 dias apds o inicio do tratamento. Indicando
que o BNZ altera os niveis dessa citocina dependendo da forma da doenca.

Alguns estudos mostraram que 0 BNZ esta relacionado a um down-regulation na
expressdo média de citocinas como niveis mais baixos de IL-12, IL-10 e IFN-y em pacientes
tratados em comparagdo com 0s nao tratados, levantando a hip6tese que o tratamento durante
a fase crénica pode ter um impacto de suporte, modulando o perfil de citocinas inflamatorias
de pacientes na forma indeterminada da doenca, reduzindo as chances de uma evolugédo para a
forma cardiaca (REVELLI et al., 1999; PIAGGIO et al., 2001; SATHLER-AVELAR et al,
2006; BUSTAMANTE et al., 2008; SATHLER-AVELAR et al., 2012).

Alguns autores sugerem que o paciente na forma cardiaca tem uma tendéncia a
produzir mais IFN-y, comparado com os pacientes na forma indeterminada, sob estimulagido
com antigenos do parasito (GOMES et al., 2003; SILVERIO et al., 2012).

O aumento de IFN-y apds o tratamento com BNZ pode ser explicado pelo fato de
que o medicamento causa a morte do T. cruzi que libera antigenos que podem estimular a
expansao clonal de células produtoras de IFN-y que resulta no seu aumento e que poderiam
ser mantidas por antigenos parasitarios residuais (SATHLER-AVELAR et al. 2006;
LAUCELLA et al., 2009).

O tratamento com BNZ durante a fase cronica pode induzir simultaneamente
citocinas pro-inflamatdrias como IFN-y e anti-inflamatdrias como IL-10, indicando um efeito
no controle da replicacdo do parasito e também dano tecidual (SATHLER-AVELAR et al.,
2008).

Niveis mais altos de IFN-y contribuiram para uma maior frequéncia de reagdes
adversas. Concentracfes mais elevadas de IFN-y foram associadas a eficacia terapéutica
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2000). Entdo, além de destruir o parasito
através da formacdo de radicais livres, modula resposta imune do hospedeiro estimulando

altos niveis de citocinas pro-inflamatorias. Este fato pode explicar a provavel eficacia do BNZ
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em prevenir e/ou retardar a progressao da doenca, causando uma estabilidade, j& que a
resposta imune do hospedeiro pode influenciar nessa evolu¢do como também, altos niveis de
citocinas pré-inflamatorias possam ocasionar as RAM.

A citocina IFN-y desempenha um papel central na reacdo inflamatoria cutanea
(XU et al., 1996). Diante de uma reacgdo alérgica a fA&rmacos, podem ser detectadas células T
circulantes produtoras de IFN-y e consequentemente, um aumento nesta citocina. Estudo
realizado por Klaewsongkram et al. (2019) propés que a quantificacdo de células produtoras
de IFN-y poderia funcionar como uma ferramenta para confirmar os farmacos causadores de
reagcBes adversas graves, estimulando células mononucleares do sangue periférico com os
farmacos suspeitos. Wang et al., (2016) verificaram elevados niveis séricos de IFN-y, CXCL9
e CXCL10 em reac@es de hipersensibilidade a farmacos nao imediatas. Mostrando que IFN-y
esta relacionada a inflamacéo cutanea causada pela hipersensibilidade a farmacos.

Sao relatadas em adultos tratados com BNZ sérias reacbes adversas, incluindo
dermatopatia alérgica, manifestagbes gastricas, neuropatia periférica, neutropenia e
leucopenia (COLOSIO et al., 2007). Dessa forma, podemos sugerir que niveis mais altos de
IFN-y poderiam contribuir para uma maior frequéncia de reacdes adversas.

Ao analisarmos os niveis séricos de IFN-y com as concentragdes séricas de BNZ e,
consequentemente, com a ocorréncia de reagdes adversas, ndo foi observada correlagdo entre
as variaveis de 30 dias e 60 dias ap6s o inicio do tratamento, sugerindo que existem outros
fatores que véo influenciar na transcri¢do e traducdo desta citocina pelo individuo, além da
guantidade de BNZ recebida como polimorfismos genéticos, comorbidades, predisposicdes
metabolicas e, até mesmo, uso de outros medicamentos.

Observou-se que individuos que tinham ao mesmo tempo comorbidades e valores
elevados de IFN-y, as chances de desenvolver RAM ao BNZ foram de 1,25 vezes. Estudos
sugerem que o risco de RAM aumenta de acordo com o aumento do ndmero de doencas
cronicas. Maior probabilidade de interagdo farmaco-doenca pode explicar a causa desse
problema. E isso pode acontecer porque ao usar um medicamento para tratar uma condicéo de
salde, pode exacerbar os sintomas de outra doenca subjacente ou a presenca de uma doenca
pode alterar o metabolismo dos medicamentos, como doencas hepéticas ou doencas renais
(LATTANZIO et al., 2012; CALDERON-LARRANAGA et al., 2017; ONDER et al, 2018).

Os pacientes do presente estudo tinham media de idade de 54,55 + 10,05 anos,
isso pode explicar a maior frequéncia de comorbidades nos individuos estudados (ZAZZARA
et al., 2021) e muitos possuiam mais de duas doencas cronicas coexistentes. Algumas

pesquisas abordam que o aumento da idade pode representar um fator de risco para a
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ocorréncia de RAM, idosos tém uma probabilidade maior de desenvolver reacdes alérgicas a
medicamentos em comparagdo com adultos mais jovens (MANGONI E JACKSON, 2004;
LATTANZIO et al., 2012; STEVENSON, DAVIES, MARTIN, 2019).

O envelhecimento altera a homeostase do organismo e esta relacionado a
alteracOes fisiologicas e condi¢cdes que podem aumentar o risco de eventos indesejaveis,
alterando a farmacocinética com mudancas no metabolismo, depura¢do de medicamentos e
volume de distribuicdo, que podem contribuir para prolongar a meia-vida de um determinado
medicamento, aumentando o risco de toxicidade (MANGONI E JACKSON, 2004; DAVIES E
O'MAHONY, 2015). Além disso, nessa populacdo encontra-se facilmente a presenca de
comorbidades e polifarmacia (uso prolongado de > 5 medicamentos), o que também pode
provocar alteracbes na farmacocinética (MANGONI E JACKSON, 2004; KLOTZ, 2009;
LATTANZIO et al., 2012; DAVIES E O'MAHONY, 2015).

Quando avaliamos a frequéncia dos polimorfismos dos genes IRF1 e IRFS,
encontramos uma relacdo entre o gen6tipo selvagem do IRF8 com niveis séricos mais baixos
IFN-y e com a forma indeterminada da DC. N&o se sabe ao certo quais fatores determinam o
curso clinico da DC cronica, ou seja, o porqué de individuos desenvolverem formas mais
graves da doenca e outros permanecerem na forma indeterminada, mas o padréo de citocinas
produzidas parece influenciar nessas respostas.

Por se tratar do primeiro estudo que analisa a presenca de polimorfismo em
nucleotideo Unico no gene IRF8 (rs10514611), ndo se sabe o que esse polimorfismo pode
ocasionar na resposta imunoldgica contra o T. cruzi. Mas se sabe que a funcdo do gene
selvagem de IRF8 é promover a diferenciacdo de células mieloides progenitoras para as
linhagens de fagdcitos mononucleares (mondcitos, macrofagos e células dendriticas) e que um
polimorfismo que ocasionasse a perda da funcdo desse gene leva a uma deficiéncia na
producdo de IL-12 por células dendriticas e macrdéfagos, uma producdo defeituosa de IFN-y
por células linfoides e células Natural Killer e um defeito na polarizacdo para um perfil Thl
da resposta imune, levando a uma maior suscetibilidade a infecgdes virais, bacterianas e
parasitarias in vivo. Entdo, IRF8 é imprescindivel nas funcbes das células mieloides e nas
defesas do hospedeiro contra infec¢Bes por patdgenos intracelulares como € o caso do T. cruzi
(SALEM, SALEM, GROS, 2020).

A suscetibilidade genetica as formas mais graves da doenca pode resultar de
polimorfismos genéticos relevantes que levam a varia¢es na intensidade da resposta imune
inata ou adquirida, nas citocinas inflamatdrias envolvidas na patogénese da doenca
(CHEVILLARD et al., 2018).
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Um polimorfismo que pode causar a perda da ligacdo de IRF8 leva a expressao
defeituosa de genes criticos para a via de apresentacdo de antigenos e citocinas que ativam
células T. Levanta-se a hipotese que a presenca do gene selvagem IRF8 pode estar relacionada
com o0 ndo desenvolvimento de uma forma sintomatica da DC (a indeterminada), iniciando e
permanecendo em uma forma assintomaética, sendo responsavel pelo equilibrio “saudavel”
entre 0 parasito e o hospedeiro. Individuos com o polimorfismo no gene selvagem IRF8
podem ter uma resposta imune deficiente no inicio da infeccdo pelo T. cruzi, ocasionando o
desenvolvimento das formas sintomaticas da doenca como as formas cardiaca, digestiva ou
mista.

Pode-se levantar também a hipéGtese de que um polimorfismo em nucleotideo
unico no gene IRF8 poderia levar a uma resposta imune exacerbada, sem controle,
ocasionando as formas sintomaticas da DC, visto que as lesdes teciduais observadas nessas
formas sdo caracterizadas pela ocorréncia de reacdo inflamatdria nos tecidos cardiacos e na
rede neuronal mioentérica (DUTRA et al. 2009). Estudos sugerem que o IFN-y ocasiona a
inflamacéo na miocardite e insuficiéncia cardiaca em pacientes com cardiomiopatia chagasica
crénica (CHEVILLARD et al., 2018).

Conhecer as funcdes das diferentes citocinas na resposta imune contra o T. cruzi e
na suscetibilidade do individuo ao parasito permite entender a acdo dessas citocinas nos
mecanismos regulatorios da resposta imune, e como participam da patologia influenciando na
evolucdo clinica da doenca de Chagas (ABRAHAMSOHN, 2017).
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CONCLUSOES GERAIS

- Alta prevaléncia de reacbes adversas foi encontrada na populacdo estudada,
sendo a grande maioria de gravidade moderada.

- As reacOes mais frequentes foram dermatoldgicas, gastrointestinais e do sistema
nervoso.

- AlteracGes laboratoriais leves.

- Muitos pacientes concluiram o tratamento sem RAM graves usando uma
estratégia de acompanhamento ao paciente e tratamento sintomatico.

- O método analitico de Guerrero et al. (2011) foi adaptado mostrando
especificidade, seletividade, linearidade e precisdo, portanto, adequado para a
quantificacdo do BNZ em soro humano.

- As concentragdes séricas de BNZ ndo estavam relacionadas com as reacdes
adversas.

- O BNZ altera os niveis de IFN-y dependendo da forma da doenga.

- Niveis mais altos de IFN-y em 60 dias ap6s o inicio do tratamento contribuiram
para uma maior frequéncia de reagOes adversas.

- A forma indeterminada da doenca estd mais relacionada a individuos sem

polimorfismos no gene IRF8 e com niveis mais baixos de IFN-y.
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