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RESUMO 
 

 
A doença de Chagas (DC) é causada pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi. 

Estima-se que ainda existam 10 milhões de pessoas infectadas na América Latina. Para a 
quimioterapia específica da DC o benzonidazol (BZ) é o medicamento de escolha. A eficácia 
terapêutica dos compostos atualmente em uso clínico tem sido questionada, tendo em conta 
os diferentes índices de cura já registrados na literatura. A associação do BZ, com 
medicamentos que apresentem um efeito anti-T. cruzi poderá potencializar a ação 
antiparasitária do mesmo e possivelmente permitirá o uso de doses menores e 
consequentemente diminuição dos efeitos tóxicos. O objetivo da presente investigação é 
avaliar o efeito do tratamento com o BZ associado aos medicamentos nifurtimox (NF) e 
cetoconazol (CETO), em duplas combinações, sobre o curso da infecção aguda pela cepa Y 
do T. cruzi, em camundongos suíços. Foram feitos três experimentos: A e B, nos quais os 
camundongos foram inoculados com 5 X 104 formas de tripomastigotas sanguícolas do T. 
cruzi e o C formado por animais não infectados. O tratamento foi feito por entubação (via 
oral) a partir do 6º dia pós-infecção e teve duração de 60 dias. Experimento A (A1 – 

controles infectados e não tratados; A2 – infectados e tratados com 100 mg/kg/dia BZ; A3 – 
infectados e tratados com dose inicial de 200mg/kg/dia e seguidos de 50 mg/kg/dia NF; A4 – 
infectados e tratados com BZ + NF); Experimento B (B1 – controles infectados e não 

tratados; B2 – infectados e tratados com 100 mg/kg/dia BZ; B3 – infectados e tratados com 
120 mg/kg/dia CETO; B4 – infectados e tratados com BZ + CETO); Experimento C (C1 – 
tratados com 100 mg/kg/dia BZ; C2 –  tratados com dose inicial de 200 mg/kg/dia seguido 
de 50 mg/kg/dia NF; C3 – tratados com 120 mg/kg/dia CETO; C4 – tratados com BZ + NF; 
C5 – tratados com BZ + CETO). Os níveis parasitêmicos e a mortalidade foram avaliados a 
partir do 6º dia pós-infecção, e trinta dias após o fim do tratamento foram realizados os 
testes de cura parasitológicos (parasitemia, xenodiagnóstico e hemocultura) e o teste 
sorológico de imunofluorescência indireta (IFI). O critério de cura foi baseado na 
combinação dos resultados dos testes de cura parasitológicos com a IFI. Os resultados do 
Experimento A indicaram uma taxa de mortalidade de 100% para o grupo controle, 5,26% 

para os grupos BZ e BZ + NF e 0% para o NF; o índice de cura foi de 80% para o grupo BZ, 
5,26% para o NF e 100% para o BZ + NF; Os resultados do Experimento B mostraram uma 
taxa de mortalidade de 100% para o grupo controle, 0% para os grupos BZ e CETO, e 
5,26% para o BZ + CETO; o índice de cura foi de 80% para o grupo BZ, 81,8% para o CETO 
e 100% para o BZ + CETO. O estudo histopatológico demonstrou que o tratamento com BZ 
isoladamente ou em combinação com o NF ou com o CETO determinou significativa 
diminuição da intensidade das lesões no miocárdio e músculo esquelético quando 
comparado aos controles não tratados. O grupo GC, não demonstrou alterações 
inflamatórias em miocárdio. Em conclusão, o tratamento combinado do BZ com outras 
drogas (NF e CETO) não determinou aumento significante dos índices de cura e diminuição 
das lesões histopatológicas do miocárdio quando comparado com o tratamento isolado com 
o BZ. Provavelmente, o uso neste trabalho, de doses previamente estabelecidas, influenciou 
no efeito das referidas associações. Novos experimentos são necessários, com o uso de 
doses decrescentes do BZ, para melhor avaliar o efeito das referidas combinações sobre a 
toxicidade da droga. 

Palavras - chave: doença de Chagas; Trypanosoma cruzi; quimioterapia; benzonidazol; 

nifurtimox; cetoconazol. 
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ABSTRACT 
 

 
Chagas’disease (CD) is caused by the hemoflagelate protozoa Trypanosoma cruzi. It is 
estimated that 10 million infected people are still living in Latin America. For the specific 
chemotherapy of CD, the Benznidazole (BZ) is the drug of choice. However, the therapeutic 
efficacy of the compounds now in clinical use is not confirmed, taking into account that 
different cure rates have been registered. It is possible that the association of BZ with other 
drugs with an anti-T. cruzi action could improve its anti-parasitic effect, with the use of lower 

dose and consequent  decrease of the toxic effects. The objective of the present 
investigation is to evaluate the effect of the treatment with BZ in association with the drugs 
Nifurtimox (NF) and Ketoconazole (CETO) in double combinations, on the evolution of the 
acute phase of the infection of Swiss mice, with the Y strain of T. cruzi. Three experimental 

groups were performed: Group A (GA) and Group B (GB) in which the mice were inoculated 
with 5x104  trypomastigote blood forms; Group GC of  uninfected mice, submitted to the 
same treatment schedules. Treatment was performed by gavage (oral route)  from the 6 th 
day after infection, during 60 days; Group GA: I - infected, non treated controls; II - infected 
and treated with 100 mg/kg/day of  BZ; III  - infected and  treated with NF ( initially 200 
mg/kg/day, followed by  50 mg/kg/day); IV – infected and treated with BZ + NF; Group GB: I - 
infected, non treated controls; II - infected and treated with 100 mg/kg/day of  BZ; III - 
infected and  treated with 120 mg/kg/day CETO; IV – infected and treated with BZ + CETO; 
Group C: I - treated with 100 mg/kg/day of  BZ; II - treated with NF ( initially 200 mg/kg/day, 
followed by  50 mg/kg/day); III - treated with 120 mg/kg/day CETO; IV - treated with BZ + NF; 
V - treated with BZ + CETO. Parasitemia and mortality were evaluated from the 6 th day of 
infection. Thirty days after the end of treatment, parasitologic cure tests of the mice of the 
several groups were performed (parasitemia after Cyclophosphamide injection: 250mg/kg 
b.w, xenodiagnosis and hemoculture). Cure criteria was based on the combination of the 
results of parasitological tests and the serological titles (cut off 1:20). Results: GA – 100% of 
mortality for untreated control, 5,26% for sub-groups BZ and BZ +NF and 0% for NF group.  
Cure rate was of 80% for the subgroup BZ, 5.26%, for the NF group and 100% for the group 
BZ+NF Results – GB – 100% of mortality for untreated controls; 0% for the subgroups BZ 
and CETO and 5.26% for the group BZ + CETO. Cure rates: 80% for the subgroup BZ, 
81.8% for the subgroup CETO and 100% for the group BZ + CETO. Histopatological study 
showed that treatment with BZ only or in combination with NF or CETO determined 
significant decrease in the intensity of the inflammatory lesions of the myocardium and 
skeletal muscles, as compared with untreated controls. However isolated treatment with NF 
or CETO did not determined regression of the inflammatory lesions. The group GC did not 
show inflammatory lesions in the myocardium or skeletal muscle. Conclusion – the combined 
treatment with BENZ and other drugs (NF and CETO) did not determine a significant 
increase of the cure indices when compared to the isolated treatment with BZ. These 
combinations have not determined a significant decrease of histopathological lesions of the 
myocardium, as compared to the treatment with BZ. Probably the use of previously 
established doses interferes with the analysis of the effect of the cited combinations. New 
experiments are necessary with the use of lower doses of BZ to a better evaluation of the 
efficacy and toxicity of the drug. 

 
Keys word: chagas disease; Trypanosoma cruzi; chemotherapy; benznidazole; nifurtimox; 
ketoconazole. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Desde a descoberta da doença de Chagas em 1909, os avanços da medicina 

vêm permitindo uma melhor compreensão dos mecanismos que regem essa 

enfermidade, o que é imprescindível para proporcionar novas opções terapêuticas e, 

assim, uma maior sobrevida aos portadores da doença de Chagas. Entretanto, a 

doença ainda é considerada como um sério problema de saúde pública. As opções 

de tratamento da infecção pelo Trypanosoma cruzi são limitadas, fazendo com que 

milhões de pacientes ainda necessitem de um tratamento mais eficaz, menos tóxico, 

de facilidade de administração em período curto e que pode promover a cura. 

O tratamento desta parasitose ainda depende de dois medicamentos 

desenvolvidos na década de 70: o nifurtimox (BOCK et al., 1972) e o benzonidazol 

(RICHLE, 1973). Contudo, ambos os compostos apresentam limitações quanto à 

eficácia e a tolerabilidade (RASSI et al., 2012). A administração de um grande 

número de doses por um período longo pode causar sérios efeitos colaterais aos 

pacientes, como anorexia, depressão do sistema nervoso central, polineuropatia 

periférica e dermatite, que levam à interrupção do tratamento pelo médico 

(CANÇADO, 2000). Além disso, diferentes cepas do T. cruzi têm demonstrado 

nítidas diferenças de suscetibilidade aos quimioterápicos benzonidazol e nifurtimox 

(ANDRADE e FIGUEIRA, 1977). As variações quanto ao grau de resistência foram 

relacionadas com os diferentes biodemas (ANDRADE, 1985a). Estes estudos 

caracterizaram as cepas de Tipo I (Y e Peruana) como de alta suscetibilidade, as de 

Tipo II (cepas de São Felipe e Mambaí) como de média suscetibilidade e as de Tipo 

III (Colombiana e Montalvânia) como de alta resistência. 

Dessa forma, em decorrência da sua alta prevalência e elevadas taxas de 

morbi-mortalidade, a busca por fármacos que possam combater eficazmente o T. 

cruzi na fase aguda, assim como na fase crônica da doença, levando à cura 

caracterizada por resultados parasitológicos e sorológicos negativos vêm sendo o 

objetivo de diversas pesquisas (BRENER, 1962; ANDRADE et al., 1987; URBINA et 

al., 2007; ROMANHA et al., 2008; APT, 2010). Ainda assim, tanto do ponto de vista 

clínico como experimental, o desenvolvimento de um tratamento específico continua 

sendo um desafio. 
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Atualmente, as linhas de pesquisas relacionadas à quimioterapia na doença 

de Chagas estão direcionadas à busca de princípios ativos de plantas (CASTRO, 

1993), utilização de drogas com atividade anti-T. cruzi, mas que são usadas para 

diferentes nosologias (APT, 2011) e também à busca pela identificação de alvos 

metabólicos específicos do parasito (BACCHI et al., 1995; MENEZES et al., 2006). A 

tendência atual é que sejam utilizadas combinações de drogas, como sugerido por 

COURA (2009). 

A combinação de fármacos já disponíveis no arsenal terapêutico atual é uma 

alternativa para o desenvolvimento racional de novas condutas terapêuticas. No 

tratamento da AIDS (Síndrome da Imunodeficiência Adquirida), por exemplo, a 

terapia combinada (Terapia Antiretroviral) vem reduzindo consideravelmente a 

mortalidade e a morbidade, aumentando dessa forma a qualidade de vida dos 

pacientes com AIDS (OMS, 2005). Outro destaque da associação de drogas é o 

tratamento atual da tuberculose que utiliza uma combinação de quatro fármacos 

(isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol) prevenindo a resistência 

adquirida, ao evitar a monoterapia (De SOUZA  et al., 2007). 

No presente trabalho investigou-se a eficácia da combinação binária de 

drogas, cuja ação isolada in vivo contra o T. cruzi tem sido demonstrada, fazendo-se 

diferentes associações e testando a ação destas combinações na infecção 

experimental com a cepa Y do T. cruzi. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1  A Trypanossomíase americana: a doença de Chagas 

 

A doença de Chagas, descoberta em 1909 pelo médico e pesquisador 

brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, vem despertando interesse cada 

vez maior da classe médica devido a sua alta prevalência e suas elevadas taxas de 

morbi-mortalidade, especialmente em populações campesinas e marginais das 

áreas endêmicas (DIAS, 1990).  

Estima-se que existam 10 milhões de seres humanos infectados na América 

Latina, com mais de 60 milhões de pessoas sob o risco de infecção, em 18 países 

endêmicos (WHO, 2010). Segundo Dias (2007), esta já causou perdas sociais 

importantes nas áreas endêmicas, em termos de mortalidade, incapacidade laboral e 

custos médico-sociais, números esses geralmente ignorados por políticos e 

governos, principalmente devido à evolução crônica e pouca visibilidade da doença. 

A descoberta de Carlos Chagas é considerada um grande marco na história 

da medicina tropical do Brasil. O seu maior mérito foi descrever a doença por 

completo em todos os seus principais parâmetros: o agente etiológico, as formas de 

transmissão, a epidemiologia, as medidas profiláticas, os aspectos clínicos e os 

princípios da base terapêutica. 

 

2.2  O agente etiológico: Trypanosoma cruzi 

 

O T.cruzi é um protozoário da ordem Kinetoplastida e da família 

Trypanosomatidae, a qual se compõem de organismos flagelados, com um 

cinetoplasto que contém 25% do DNA total da célula, designado kDNA, o qual 

juntamente com o DNA nuclear, é muito importante para a determinação dos 

caracteres genômicos do parasito (DVORAK, 1982). O T. cruzi apresenta 

considerável variabilidade morfológica, fisiológica e ecológica, além de variações 

quanto à sua infectividade e patogenicidade (ANDRADE, 1974). 

Quando os parasitos são isolados do ser humano, de animais ou do 

hospedeiro invertebrado, e mantidos no laboratório em culturas axênicas ou por 

passagens sucessivas em animais suscetíveis, as amostras obtidas são designadas 
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“cepas” do T. cruzi (ANDRADE e ANDRADE, 1998). Estas podem representar 

populações diferentes quanto ao seu comportamento biológico (ANDRADE, 1974; 

ANDRADE e MAGALHÃES, 1997), quanto ao seu perfil isoenzimático (ROMANHA, 

1982; MILES et al., 1986) e quanto aos seus caracteres moleculares, pela 

caracterização do DNA do cinetoplasto (MOREL et al., 1980). 

A descrição das cepas do T. cruzi, em tipos (I, II, III) ou biodemas, permitiu 

correlacionar os caracteres próprios do parasito com a resposta do hospedeiro 

vertebrado (modelo animal, principalmente camundongos), através da avaliação da 

patogenicidade, do tropismo tissular, das lesões histopatológicas, da resposta 

imunológica e quimioterápica (ANDRADE, 1974; ANDRADE e MAGALHÃES, 1997). 

Estes estudos mostraram que na infecção com o biodema tipo I (cepa Y), há 

acentuado macrofagotropismo na fase inicial da infecção, alta virulência com 100% 

de mortalidade até 12 dias, pico parasitêmico do 7º ao 12º dia e suscetibilidade à 

quimioterapia com o benzonidazol e o nifurtimox. Durante a infecção pelo biodema 

tipo II (cepa 21 SF), cuja parasitemia tem um curso mais lento entre o 12º e o 20º 

dias, há intenso parasitismo do miocárdio na fase aguda, com intenso processo de 

miocardite e moderada resistência aos quimioterápicos. As cepas do biodema tipo III 

(cepa Colombiana) determinam intensas lesões miocárdicas e de músculo 

esquelético, com acentuada proliferação intracitoplasmática de parasitos e alta 

resistência aos quimioterápicos. 

A padronização das cepas do T. cruzi de acordo com diversos parâmetros 

(biológicos, bioquímicos e moleculares), contribuiu, significativamente, para a 

compreensão da importância do parasito no determinismo dos quadros mórbidos da 

doença de Chagas experimental (ANDRADE, 1974). Em 2009, um novo Consenso, 

estabeleceu uma subdivisão do T. cruzi em grupos descritos por Tibayrenc (1998), 

como Distintas Unidades Típicas (DTUs) baseada nos caracteres genéticos de três 

genes polimórficos, estabelecendo os genótipos do T. cruzi I – VI. (ZINGALES et al., 

2009). 

Aplicando a nova nomenclatura, Andrade e colaboradores (2011) fizeram um 

estudo comparativo da caracterização de cepas do T. cruzi baseada em biodemas e 

zimodemas com a atual nomenclatura com confirmação dos resultados previamente 

obtidos. 
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2.3  O Vetor e as formas de transmissão 

 

Os insetos vetores, conhecidos como “barbeiros” ou “chupões”, são 

hemípteros hematófagos da família Reduviidae e subfamília Triatominae. É 

conhecida a existência de vetores da doença desde o sul dos Estados Unidos à 

Argentina. São mais de cem espécies responsáveis pela transmissão natural da 

infecção pelo T. cruzi, intervindo na manutenção da enzootia chagásica (DIAS e 

VINHAES, 2000). Algumas merecem maior atenção da Saúde Pública, como por 

exemplo: Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Panstrongylus megistus, 

Triatoma dimidiata e Rhodnius prolixus (WHO, 2002).  

Das formas de transmissão da doença de Chagas, é a transmissão natural via 

vetor o mecanismo primário, do qual dependeu o estabelecimento de outras formas 

de veiculação da doença. Esta parasitose se origina de um ciclo primitivo do T. cruzi, 

de natureza eminentemente enzoótica, circulando o flagelado entre os vetores e 

reservatórios silvestres ao longo da maior parte do continente americano, 

provavelmente há milhares de anos (DIAS e MACEDO, 2005). 

O ciclo evolutivo do T. cruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando formas 

tripomastigotas metacíclicos, presentes nos dejetos do vetor, são inoculadas através 

da pele ou mucosas do hospedeiro. Ao penetrar no organismo, o parasito é 

fagocitado por macrófagos, escapa do vacúolo fagocítico para o citosol onde se 

diferencia para a forma amastigota e se multiplica ativamente por divisão binária. 

Após o rompimento da membrana da célula hospedeira, os tripomastigotas 

sanguícolas são liberados e podem infectar células adjacentes ou ganhar a corrente 

sangüínea e atingir outras células hospedeiras, ou serem ingeridos pelo triatomíneo 

e dar assim, continuidade ao ciclo de multiplicação no inseto vetor (DE SOUZA, 

2000). Dessa forma, o T. cruzi possui um ciclo biológico complexo, do tipo 

heteroxênico, passando por uma fase de multiplicação intracelular no hospedeiro 

vertebrado e outra extracelular, no vetor.  

 Além da transmissão vetorial que ainda responde por cerca de 80% dos 

casos de infecção, o parasito pode ser transmitido ao homem por vias alternativas 

como a transfusional, congênita, transplante de órgãos e através de acidentes 

laboratoriais (DIAS, 2000). A transmissão oral através de alimentos contaminados foi 

também registrada em diferentes estados brasileiros e estudada em animais 

experimentais por diversos pesquisadores (NERY GUIMARÃES et al., 1968; 
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SHIKANAY-YASUDA et al., 1991; CAMANDAROBA et al., 2002; STEINDEL et al., 

2008; ANDRADE et al., 2011).  

A estratégia corrente contra a doença de Chagas envolve, basicamente, a luta 

antivetorial (inseticidas e melhoria habitacional) e a prevenção da transmissão 

transfusional. Esta estratégia é efetiva e tem produzido resultados positivos em 

praticamente todos os lugares onde vem sendo aplicada com um mínimo de rigor 

técnico e com necessária continuidade (WHO, 1991; SCHMUÑIS, 2000). 

 Em junho de 2006, o Brasil recebeu uma certificação relativa à eliminação da 

transmissão da doença de Chagas pelo principal vetor (Triatoma infestans) e pela 

via transfusional, concedida pela OPS/OMS (DIAS, 2006). Entretanto, outras 

espécies continuam sendo encontradas em nosso território (MASSARO et al., 2008). 

 

2.4  O quadro clínico 

 

No hospedeiro vertebrado, a infecção pelo T. cruzi é responsável pelas 

alterações celulares, tissulares, patológicas e imunológicas, ou seja, o papel do 

parasito é fundamental na origem e curso das lesões. Deste modo, estas respostas 

específicas do organismo, determinam um complexo clínico-patológico designado 

como doença de Chagas a qual apresenta três fases clínicas: aguda, indeterminada 

e crônica (RASSI et al.,  2012). 

O quadro clínico da fase aguda é definido pela presença de tripomastigotas 

no sangue periférico, comprovada pela demonstração através de métodos diretos de 

exame. Ela pode ser inaparente (assintomática ou oligossintomática) e aparente, 

caracterizada pelas manifestações comuns a qualquer infecção sistêmica, como 

febre, taquicardia, discreta esplenomegalia e adenomegalia (DIAS e COURA, 1997; 

ANDRADE, 2000). A porta de entrada da infecção pode ser aparente, como o sinal 

de Romaña (edema bipalpebral unilateral com adenite satélite pré-auricular) e o 

Chagoma de inoculação (presente na pele, que geralmente dura 15 dias ou mais). 

As manifestações de comprometimento cardíaco são as de uma miocardite aguda 

difusa (RASSI et al., 2012). Esta é causada pela multiplicação parasitária 

acompanhada por reações de hipersensibilidade humoral e celular, com destruição 

de fibras miocárdicas parasitadas e algumas não parasitadas. As manifestações 

clínicas podem variar desde discreta taquicardia, com pequeno aumento da área 
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cardíaca, até os sinais de insuficiência cardíaca congestiva (ANDRADE e 

ANDRADE, 1998). 

A causa principal de morbidade e mortalidade é o acometimento cardíaco, 

que ocorre de 5 a 30 anos após a infecção primária em 30% dos indivíduos 

infectados pelo T. cruzi (CUNHA-NETO et al., 2006). 

Na fase indeterminada destacam-se os indivíduos assintomáticos com 

evidências parasitológicas e/ou sorológicas de infecção pelo parasito, apresentando 

exame clínico normal e ausência de alterações no eletrocardiograma (ECG) e nos 

exames radiográficos (área cardíaca, esôfago e cólon normais). De modo geral, os 

pacientes apresentam um bom estado de saúde. De acordo com Ribeiro e Rocha 

(2000), mais de 50% dos indivíduos diagnosticados com infecção pelo T. cruzi 

apresentam a forma indeterminada da doença de Chagas. 

Por outro lado, segundo Andrade e Andrade (1998), a cardiopatia chagásica 

crônica é caracterizada por uma miocardiopatia inflamatória, evolutiva, fibrosante, 

que destrói progressivamente o miocárdio e compromete o sistema de formação e 

de condução do estímulo cardíaco. Macroscopicamente, o coração afetado pode se 

apresentar com peso e volume normal ou progressivamente aumentado (DIAS e 

MACEDO, 2005).  

Na forma crônica digestiva, as lesões predominam no esôfago e no cólon 

terminal (megaesôfago e megacólon), principalmente nos segmentos que têm 

conteúdos mais sólidos, envolvendo alterações motoras, anatômicas, de absorção e 

de secreção (REZENDE e MOREIRA, 2000).  

Os avanços no controle da doença de Chagas permitiram o encontro, cada 

vez mais raro, de pacientes na fase aguda. Entretanto, estima-se que exista cerca 

de 3,5 milhões de pacientes com doença de Chagas crônica remanescente nos 

países endêmicos, dos quais 20% a 30% apresentam comprometimento cardíaco 

(OLIVEIRA, 2005). Dessa forma, milhões de pacientes ainda necessitam de atenção 

médica e tratamento específico. 
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2.5  A quimioterapia 

 

O tratamento etiológico da doença de Chagas tem como objetivo a 

erradicação do T. cruzi e a prevenção do aparecimento dos seus efeitos patogênicos 

ou do agravamento das lesões nos órgãos já existentes. Portanto, a Organização 

Mundial de Saúde (OMS) preconiza um esquema terapêutico precoce e por tempo 

prolongado para os casos agudos, crônicos, congênitos e de regudização em 

pacientes sob tratamento imunossupressor ou na imunossupressão decorrente da 

infecção pelo HIV (vírus causador da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida) 

(OMS, 1992).  

Observa-se na literatura que ao longo da história, sobre a quimioterapia da 

doença de Chagas, uma série de drogas foram testadas tanto em animais quanto 

em pacientes (COURA e CASTRO, 2002). Destaca-se primeiramente, o período de 

1912 a 1962, no qual diversos compostos das mais variadas classes foram 

introduzidos na terapêutica. Os antimoniais, arsenicais, semicarbazonas, 

sulfoamidas, diamidinas, nitrofuranos, antibióticos e imidazólicos foram capazes de 

suprimir a parasitemia, entretanto, não promoviam a cura parasitológica e em muitos 

casos o efeito das drogas era apenas sobre uma das formas do parasito (BRENER, 

1975). Os critérios de cura adotados no referido período eram baseados apenas na 

avaliação da parasitemia e da mortalidade (BRENER, 2000). 

A padronização do esquema de tratamento, de longa duração, realizado por 

Brener (1961) representou um grande avanço no estudo da quimioterapia da doença 

de Chagas. Seguindo esse princípio, a eficácia de alguns compostos foi 

demonstrada em modelos experimentais de infecção com o T. cruzi. A nitrofurazona 

(5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona), por exemplo, na dose diária de 100 mg/kg em 

esquema de longa duração, curou mais de 95% dos camundongos cronicamente 

infectados pelo T. cruzi (BRENER, 1961). Entretanto, o mesmo não foi observado 

em 10 pacientes na fase aguda, que apresentaram bons resultados com o 

tratamento, mas a metade deles apresentou xenodiagnóstico positivo (CANÇADO et 

al., 1964). 

A partir de 1967 outros nitrofuranos foram introduzidos no tratamento da 

doença de Chagas (BOCK et al., 1969). Dentre estes se destacam, o nifurtimox (5-

nitrofurano) e o benzonidazol (2-nitroimidazol), que passaram a dar novas 
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perspectivas para o tratamento devido à eficácia na fase aguda, assim como pela 

tolerância (FGURA 1). 

 

                                      

 

Figura 1: Estrutura química do nifurtimox (5-nitrofurano) e do benzonidazol (2-nitroimidazol). 

 

O nifurtimox (3-metil-4-(5´-nitrofurfurilidenoamino)tetrahidro-4H-1,4-tiazina 1,1-

dióxido) (BOCK et al., 1972) e o benzonidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida) 

(RICHLE, 1973) se mostraram ativos in vitro e in vivo contra as formas evolutivas do 

T. cruzi. Estudos indicam que o mecanismo de ação do nifurtimox e do benzonidazol 

está relacionado com a formação de radicais livres e/ou metabólitos eletrofílicos 

(MAYA et al., 2003). O grupo nitro (NO2) presente nestas moléculas é reduzido ao 

grupo amino (NH2) pela ação de enzimas do tipo nitroredutases, que atuam 

especificamente em sistemas moleculares do tipo R-NO2 (MAYA et al., 2007). No 

caso do nifurtimox, o mecanismo de ação está relacionado à produção de radicais 

livres, através de um processo de auto-oxidação para regenerar o nitrofurano 

original (ciclo redox) e formar o radical ânion superóxido e outras espécies reativas 

de oxigênio, como o peróxido de hidrogênio e o radical hidroxila (DOCAMPO e 

STOPPANI, 1979). O efeito tripanocida está ligado diretamente a estas espécies, 

através de mecanismos complexos que envolvem ligação a lipídeos, proteínas e ao 

DNA do T. cruzi (GOIJMAN e STOPPANI, 1985). Por outro lado, indícios 

experimentais indicam que o benzonidazol não atua através do ciclo redox e não 

depende diretamente de espécies reativas de oxigênio (DOCAMPO e MORENO, 

1985). Evidências indicam que o mecanismo de ação do benzonidazol está 

relacionado ao estresse redutivo, que poderia inibir a síntese de macromoléculas por 
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ligação covalente, ou por outras interações de nitroredução com os componentes 

celulares do parasito (POLAK e RICHLE, 1978). Além disso, é descrito também que 

o benzonidazol potencializa a fagocitose e a produção de citocinas que lisam o T. 

cruzi através de um mecanismo dependente de interferon-gama (DÍAZ DE 

TORANZO et al., 1988). 

Os metabólitos (eletrofílicos) formados através do mecanismo de ação do 

benzonidazol e do nifurtimox apresentam baixa especificidade, o que contribui para 

os efeitos citotóxicos observados no tratamento dos pacientes. Os efeitos mais 

comuns são perda de peso, sonolência, distúrbios digestivos, manifestações de 

hipersensibilidade (dermatite com erupção cutânea), depressão da medula óssea 

(neutropenia, agranulocitose e púrpura trombocitopêmica) e polineuropatia periférica 

(parestesias e polineurite) (RASSI, 2012). Além disso, os casos refratários e a 

presença de cepas resistentes vêm refletindo na diminuição da freqüência do uso 

clínico desses medicamentos. 

Ainda assim, o benzonidazol e o nifurtimox são os medicamentos utilizados 

para o tratamento da doença de Chagas, sendo o benzonidazol o de primeira 

escolha por mostrar maior eficácia que o nifurtimox. A eficácia dessas drogas foi 

demonstrada clinicamente e experimentalmente, nas fases aguda e crônica, por 

diversos pesquisadores, embora o tratamento na fase crônica ainda seja 

controverso, já que diversos casos de cura parasitológica não são acompanhados 

de sorologia negativa. Todavia, Andrade et al (1991) sugerem o tratamento na fase 

crônica após identificarem experimentalmente, que a soro-positividade de pacientes 

tratados e considerados curados, estaria relacionada a presença de antígenos 

parasitários em células do baço, indicando a persistência de uma memória 

imunológica. Outros estudos ainda sugerem o tratamento na fase crônica, já que foi 

comprovado experimentalmente a diminuição do processo inflamatório e fibrótico, 

em tecido muscular cardíaco e esquelético de camundongos sob tratamento 

quimioterápico (ANDRADE e ANDRADE, 1976).   

Embora o benzonidazol e o nifurtimox ainda sejam as drogas mais eficazes 

para o tratamento da doença de Chagas, a busca por outros fármacos e/ou 

alternativas para a quimioterapia, vem sendo objeto de estudo de diversos 

pesquisadores. O exemplo disso está na busca de princípios ativos com potencial 

tripanocida, presente em extratos de plantas e produtos naturais, que revelou a 

existência de uma série de compostos com ação antiparasitária, como 
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naftoquinonas, terpenóides, isoflavonas e alcalóides (MORELLO et al., 1994; 

HIGASHI e CASTRO, 1994; BERNARDES et al., 2006). Além disso, outros estudos 

vêm identificando vários processos bioquímicos específicos do parasito como 

potenciais alvos terapêuticos, como, por exemplo: a enzima tripanotiona redutase, 

importante para a manutenção do balanço tiol-redox da célula (FAIRLAMB, 1994); 

metabolismo de poliaminas, fundamental para o sistema de defesa antioxidante do 

parasito (BACCHI e YARLETT, 1995; MENEZES et al., 2006); DNA topoisomerase, 

que tem papel essencial na replicação do DNA do T. cruzi (GONZALES-PERDOMO, 

et al., 1990) e outros.  

Ademais, uma série de drogas utilizadas para diferentes nosologias e que 

apresentam atividade anti-T. cruzi, também se tornaram uma alternativa para o 

tratamento da doença de Chagas. Destacam-se, nesse caso, diversos antifúngicos 

inibidores da biossíntese de ergosterol. O T. cruzi requer esteróis específicos para a 

sua proliferação e a viabilidade de células em todos os estágios de seu ciclo. Nesse 

sentido, o cetoconazol, o itraconazol e mais recentemente o posoconazol mostraram 

que possuem atividade tripanossomicida in vitro e in vivo (McCABE et al., 1983; 

MOREIRA et al., 1992; URBINA et al., 2007). O alopurinol, utilizado para o 

tratamento da gota, também mostrou atividade anti-T. cruzi in vitro e in vivo e em 

alguns casos selecionados, em pacientes crônicos (AVILA e AVILA, 1981; 

AGUILERA et al, 1987; APT et al., 1994). 

Dessa forma, diante do quadro atual do tratamento da doença de Chagas, no 

qual apenas dois compostos são recomendados pela OMS e que não desperta 

interesse das grandes indústrias farmacêuticas para o desenvolvimento de novas 

drogas, a associação de medicamentos já existentes e que apresentem efeito anti-T. 

cruzi é a alternativa terapêutica mais promissora para o tratamento dessa 

parasitose.  

 

2.5.1 Associação de fármacos para o tratamento da doença de Chagas 

 

De um modo geral, a combinação de fármacos já foi testada por inúmeros 

pesquisadores na infecção experimental pelo T. cruzi, com o objetivo de aumentar a 

eficácia terapêutica e/ou reduzir a intensidade de reações adversas (MALDONATO 

et al., 1993). Em recente revisão Coura (2009) sugere o desenvolvimento de novas 

estratégias, para o tratamento da doença de Chagas, utilizando associação de 
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medicamentos já existentes com o objetivo de obter uma maior eficácia da 

quimioterapia contra o T. cruzi. 

A existência de cepas resistentes aos fármacos atualmente em uso e a 

limitação dos mesmos devido à toxicidade, faz com que a quimioterapia de 

combinação seja mais vantajosa do que a monoterapia. Nesse sentido, os fármacos 

podem interagir de modo sinérgico aumentando a eficiência e diminuindo a 

probabilidade do desenvolvimento de resistência. 

Araújo et al (2000), por exemplo, investigaram o efeito sinérgico da 

associação de alguns medicamentos em diferentes cepas do T. cruzi. Nesse caso, 

foi observado um efeito sinérgico na combinação do benzonidazol com o 

cetoconazol em camundongos infectados com as cepas CL e Y do T. cruzi. Em outro 

estudo, Urbina e et al (1993), demonstraram em modelo murino da doença de 

Chagas que a lovastatina potencializa os efeitos terapêuticos do cetoconazol 

eliminando os parasitos circulantes e aumentando a sobrevida dos animais. Sendo 

assim, os autores sugerem a combinação da lovastatina com azólicos, como o 

cetoconazol, como uma alternativa para a quimioterapia. 

 Além disso, a literatura destaca também outros estudos nos quais a 

combinação de medicamentos potencializa o efeito anti-T. cruzi: estudos in vitro 

revelaram que a aspirina potencializa o efeito do nifurtimox e do benzonidazol ao 

aumentar a atividade antiparasitária dos macrófagos (LOPEZ-MUÑOZ et al., 2010); 

a combinação do benzonidazol com compostos heterocíclicos, como as diamidinas, 

foi capaz de reduzir a parasitemia em 90%, promover uma sobrevida de 100% e 

reduzir as lesões tissulares em 56%, nos camundongos infectados com a cepa Y do 

T. cruzi, em relação aos animais tratados somente com o benzonidazol (BATISTA et 

al., 2011) e no tratamento do benzonidazol associado com o quelante de ferro, 

desferrioxamina, foi observado que alterações nos níveis de ferro em combinação 

com o benzonidazol promoveu uma taxa de 67% de sobrevida nos animais 

infectados com a cepa Y do T. cruzi (FRANCISCO et al., 2008). 

Para realizar o presente trabalho foram buscados os dados da literatura, para 

identificar medicamentos já em uso clinico para diferentes nosologias, sendo, 

portanto bem testadas quanto à sua toxicidade e possíveis efeitos colaterais, que 

tenham de algum modo sido previamente testadas quanto à sua ação parasiticida 

anti-T. cruzi. Foram escolhidos para o presente estudo de combinação de drogas, o 

benzonidazol, o nifurtimox e o cetoconazol. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A eficácia terapêutica dos compostos atualmente em uso clinico para o 

tratamento da doença de Chagas, tem sido questionada pelos diversos 

pesquisadores, tendo em conta os diferentes índices de cura que têm sido 

registrados pelo uso das mesmas, com alta percentagem de fracasso terapêutico. 

Este fato pode estar relacionado aos mecanismos de ação antiparasitária dos 

referidos fármacos ou à resistência de cepas do T. cruzi. A associação do 

benzonidazol, com medicamentos que apresentem um efeito anti-T. cruzi sobre as 

formas intracelulares do parasito poderá potencializar a ação antiparasitária do 

mesmo e possivelmente permitirá o uso de doses menores e conseqüentemente 

diminuição dos efeitos tóxicos. 

 

 

4. HIPOTESE DE INVESTIGAÇÃO 

 

Partindo do princípio que o benzonidazol, o nifurtimox e o cetoconazol atuam 

inibindo diferentes mecanismos moleculares do T. cruzi, a combinação binária 

destas drogas (benzonidazol + nifurtimox e benzonidazol + cetoconazol) poderá 

potencializar o efeito anti-T. cruzi.  
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5. OBJETIVOS 

 

 

5.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito do tratamento com o benzonidazol (BZ) associado aos 

medicamentos nifurtimox (NF) e cetoconazol (CETO), em combinações binárias, 

sobre o curso da infecção pela cepa Y do T. cruzi, em camundongos Suíços, 

durante a fase aguda da doença de Chagas. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

 

 Avaliar isoladamente, o efeito das doses do BZ, NF e CETO, em animais 

infectados pela cepa Y do T. cruzi e em animais não infectados;  

 

 Testar as combinações, BZ + NF e BZ + CETO, em animais infectados pela 

cepa Y do T. cruzi e em animais não infectados e avaliar sua eficácia em 

comparação com a administração isolada do BZ; 

 

 Submeter os camundongos dos diversos grupos experimentais aos testes de 

cura parasitológicos (parasitemia, xenodiagnóstico e hemocultura); 

 

 Análise histopatológica do coração e músculo esquelético de todos os 

camundongos sobreviventes pós-tratamento; 

 

  Determinar a titulação de anticorpos específicos anti-T. cruzi no soro dos 

animais dos diferentes grupos experimentais pelo método da 

imunofluorescência indireta (IFI). 
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6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
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7. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

7.1 ANIMAL EXPERIMENTAL 

 

Foram utilizados 154 camundongos Suíços albinos, não isogênicos e de ambos os 

sexos e com média de idade entre 21 e 28 dias. Os animais foram criados e 

mantidos, em gaiolas com no máximo 5 animais, com água e ração comercial 

balanceada ad libitum no biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM) 

/Fiocruz/BA. 

 

7.2 CEPA DO T. cruzi 

 

Foi utilizada a cepa Y do T. cruzi que apresenta susceptibilidade ao tratamento com 

o benzonidazol (ANDRADE et al., 1985). Essa cepa vem sendo mantida através de 

passagens sucessivas em camundongos, em meio de cultura acelular e 

criopreservação no Laboratório de Chagas Experimental, Autoimunidade e 

Imunologia Celular (LACEI) do CPqGM.  

 

7.3 CÁLCULO DO INÓCULO E INOCULAÇÃO 

 

Para infectar os camundongos, com a referida cepa, utilizou-se o sangue de animais 

previamente infectados com a mesma. Dessa forma, o sangue para o cálculo do 

inoculo, foi obtido desses animais por secção dos vasos do plexo axilar, após 

anestesia com Xilasina e Ketamina. O cálculo do número total de parasitos, 5x104 

formas tripomastigotas sanguícolas para cada animal, foi realizado de acordo com o 

método de Pizzi e Praguer (1952), modificado por Brener (1961). Após o cálculo do 

inoculo cada animal recebeu pela via intraperitoneal, 0,1 mL de sangue contendo 

5x104 formas tripomastigotas sanguícolas. A infecção foi confirmada em todos os 

animais através do exame de sangue a fresco, coletado da veia caudal, e analisado 

com o uso do microscópio óptico (aumento de 400x).  
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7.4 FÁRMACOS 

 

Foram utilizados os seguintes fármacos:  

 

Benzonidazol - ([2-nitro-N-(fenilmetil)-1 H-imidazol-1-acetamida]) [Produzido pelo 

Lafepe, laboratório farmacêutico do Estado de Pernambuco S/A, Recife/PE, Brasil]; 

  

 

Nifurtimox - ([N-(3-metil-1,1-dioxido-1,4-thiazinan-4-il)-1-(5-nitro-2furil)metanimina]) 

[Lampit®, produzido pelo Bonima S/A em El Salvador, para Bayer S/A, Alemanha];  

 

 

Cetoconazol - (1-[4-[4–[[(2S,4R)-2–(2,4-diclorofenil)-2-(imidazol-1-il-metil)-1,3 

dioxolano-4-il]metoxI]fenil]piperazina-1-il]etanona) [Produzido pelo laboratório EMS 

S/A, São Paulo/SP, Brasil]. 

 

 

7.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

7.5.1 Grupos infectados pela cepa Y do T. cruzi (Experimentos A e B) 

 

EXPERIMENTO A (Número total de animais: N = 76) 

 

Grupos 

   

A 1 - Controles não tratados (n = 19); 

A 2 - Tratados com 100 mg/kg/dia de BZ (n = 19); 

A 3 - Tratados inicialmente com quatro doses de 200 mg/kg/dia de NF, seguido 

de 50 mg/kg/dia de NF até o fim do tratamento (n = 19); 

A 4 - Tratados com 100 mg/kg/dia de BZ + NF (tratados inicialmente com quatro 

doses de 200 mg/kg/dia de NF, seguido de 50 mg/kg/dia de NF até o fim do 

tratamento) (n = 19). 
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EXPERIMENTO B (Número total de animais: N = 48) 

 

Grupos 

 

B 1 - Controles não tratados (n = 5); 

B 2 - Tratados com 100 mg/kg/dia de BZ (n = 5); 

B 3 - Tratados com 120 mg/kg/dia de CETO (n = 19); 

B 4 - Tratados com 100 mg/kg/dia de BZ + 120 mg/kg/dia de CETO (n = 19). 

 

7.5.2 Grupo não infectado (Experimento C) 

 

EXPEIMENTO C (Número total de animais: N = 30) 

 

Grupos 

 

     C 1 - Controles não tratados (n = 5); 

     C 2 - Tratados com 100 mg/kg/dia de BZ (n = 5); 

C 3 - Tratados inicialmente com quatro doses de 200 mg/kg/dia de NF, seguido 

de 50 mg/kg/dia de NF até o fim do tratamento (n = 5); 

     C 4 - Tratados com 120 mg/kg/dia de CETO (n = 5); 

C 5 - Tratados com 100 mg/kg/dia de BZ + NF (tratados inicialmente com quatro 

doses de 200 mg/kg/dia de NF, seguido de 50 mg/kg/dia de NF até o fim do 

tratamento) (n = 5); 

     C 6 - Tratados com 100 mg/kg/dia de BZ + 120 mg/kg/dia de CETO (n = 5). 

 

 

8. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

8.1 ESQUEMA TERAPÊUTICO 

 

Os medicamentos foram administrados diariamente por via intragástrica, a partir do 

6º dia pós infecção (experimentos A e B). Os comprimidos foram macerados e 

ressuspensos em solução de goma arábica a 4%, obtendo-se uma concentração de 
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100 mg/kg de BZ, 200 mg e 50 mg/kg de NF (inicialmente foram administrados 4 

doses de 200 mg/kg/dia e em seguida 50 mg/kg/dia até o fim do tratamento) e 120 

mg/kg de CETO. Em cada experimento, o tratamento teve duração de 60 dias 

(experimentos A, B e C). Nos subgrupos que receberam as combinações dos 

medicamentos o BZ foi administrado em primeiro lugar e 2 horas depois foram 

administrados os outros fármacos. Os animais de cada subgrupo eram pesados 

quinzenalmente, em média, para que recebessem a referida dose de acordo com 

seu peso corporal. 

 

8.2 PARASITEMIA 

 

Foi avaliada diariamente a partir do 6º dia após a infecção em microscópio óptico 

pelo exame direto, entre lâmina e lamínula, do sangue periférico obtido pela secção 

da cauda de cada animal infectado (5 camundongos por grupo dos experimentos A e 

B). A contagem dos parasitos foi realizada em 50 campos microscópicos (aumento 

de 400X) e a média ponderada dos cinco animais de cada grupo foi determinada 

(ANDRADE, 1974). A análise da parasitemia foi realizada até o final do período de 

tratamento. 

 

8.3 MORTALIDADE 

 

Foi acompanhada diariamente durante todo o curso da infecção em todos os grupos 

experimentais e determinada através da mortalidade cumulativa após fim do 

tratamento. 
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8.4  CRITÉRIO E TESTES DE CURA PARASITOLÓGICO E SOROLÓGICO  

 

8.4.1 Critério de cura 

 

A cura pós-tratamento foi determinada a partir da combinação dos testes 

parasitológicos e sorológico. Todos os animais que apresentaram os testes 

parasitológico e sorológico negativos foram considerados curados. 

  

8.4.2 Testes de cura parasitológicos 

 

Trinta dias após o término do tratamento os camundongos sobreviventes 

(experimentos A e B) foram inicialmente submetidos aos testes de cura 

parasitológicos (parasitemia, xenodiagnóstico e hemocultura) com o objetivo de 

detectar a presença do T. cruzi. Os animais que apresentaram os três testes de cura 

parasitológicos negativos, foram considerados curados parasitologicamente. 

 

8.4.2.1 Parasitemia 

 

Foi realizada através do exame direto do sangue periférico, coletado da cauda de 

cada animal, entre lâmina e lamínula com auxílio de um microscópio óptico. Os 

camundongos que apresentaram parasitemia negativa ao exame direto da amostra 

de sangue foram imunossuprimidos com alta dose de Ciclofosfamida (250 mg/kg). 

Após a administração da primeira dose de Ciclofosfamida, a parasitemia foi 

acompanhada durante uma semana, e aqueles animais que permaneceram com 

parasitemia negativa foram submetidos a uma segunda dose de Ciclofosfamida e a 

parasitemia foi acompanhada por mais uma semana. 

 

8.4.2.2 Xenodiagnóstico 

 

Para realização do xenodiagnóstico foram utilizadas, para cada animal, cinco ninfas 

de III e IV estágios não infectadas com o T. cruzi, da espécie Rhodnius robustus 

(Hemiptera: Reduviidae) que foram acondicionadas em recipientes apropriados 

cobertos com nylon na parte superior. Dessa forma, os animais foram imobilizados 
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em sacos constituídos com telas e colocados em decúbito dorsal, sendo as ninfas, 

então colocadas sobre o abdômen de cada animal, por um período de 20 minutos. 

Após 45 dias da preparação, as ninfas tiveram seus abdomens comprimidos para a 

obtenção do conteúdo biológico, os quais foram examinados em 50 campos 

microscópicos, com aumento de 400X, para detecção das formas parasitárias. Os 

animais que ainda apresentavam parasitemia negativa foram eutanaziados e 

amostras de sangue foram coletadas para a realização dos testes de hemocultura e 

reação de imunofluorescência indireta (IFI). Além disso, o coração e o músculo 

esquelético foram coletados e submetidos ao estudo histopatológico. 

 

8.4.2.3 Hemocultura 

 

As amostras de sangue coletadas foram semeadas em tubo de ensaio contendo 

meio Warren (WARREN, 1960) e mantida a 37ºC. Para a detecção do T. cruzi, foram 

feitos exames microscópicos das culturas até 90 dias de cultivo. 

 

8.4.3 Teste Sorológico: Reação de imunofluorescência indireta (IFI) 

 

O soro coletado foi estocado a uma temperatura de -20oC para titulação de 

anticorpos específicos pela técnica de imunofluorescência indireta (CAMARGO, 

1966). Para a titulação dos anticorpos foram preparadas diluições seriadas do soro, 

em PBS (solução salina tamponada), utilizando placas de múltiplos poços e de fundo 

arredondado. Após essa etapa o volume de 10 µL das diluições de cada poço foi 

distribuído nas lâminas contendo o antígeno. O antígeno utilizado foi constituído por 

formas de cultura em meio Warren, fixadas em formol e em seguida distribuídas em 

lâminas apropriadas, que foram tratadas com IgG anti-camundongo, ligado à 

fluoresceína. A titulação dos anticorpos foi feita pela diluição progressiva do soro, 

nos Títulos de 1:10 , 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 e 1:1280.  Em seguida as 

lâminas foram incubadas em câmara úmida a 37ºC por um período de 30 minutos. 

Passado o período de incubação as lâminas foram submetidas a três lavagens 

sequenciais com PBS, pH 7.4, por um período de 5 minutos em cubetas próprias e 

secas a temperatura ambiente. Posteriormente, foram aplicadas 10 µL do anticorpo 

IgG anti-camundongo conjugado ligado à fluoresceína (Sigma), sobre cada poço de 
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cada lamina sendo em seguida incubadas a 37ºC na estufa por mais 30 minutos em 

câmera úmida. Retiradas da estufa após o período de incubação as lâminas foram 

submetidas a três lavagens seguidas com PBS de 5 minutos, secadas e montadas 

com tampão Carbonato/Bicarbonato pH 9.6 (0,02M) e analisadas no microscópio 

Zeiss de epifluorescência com lâmpada halogênica. Foi realizado o teste de IFI 

quantitativo, sendo consideradas positivas, ponto de corte, as reações fluorescentes 

em soros com diluição ≥ 1:40, conforme recomendação do Ministério da Saúde 

(BRASIL, 2009). 

 

8.5 ESTUDO HISTOPATOLÓGICO 

 

O estudo histopatológico foi realizado nos três experimentos realizados (A, B e C), 

sendo que nos experimentos A e B os camundongos foram eutanaziados 30 dias 

após o fim do tratamento (com exceção de seis animais do grupo controle do 

experimento A, que foram eutanaziados no 6º dia pós-infecção) e no experimento C 

após 26 dias de tratamento. De todos os animais que foram eutanaziados, coletou-

se o coração e o músculo esquelético, os quais foram fixados em Formol a 10%. 

Posteriormente, realizaram-se secções, inclusão em parafina e coloração em 

hematoxilina e eosina (H&E) para o estudo histopatológico. O objetivo do estudo 

histopatológico foi para comparar a intensidade das lesões fibrótico-inflamatórias do 

miocárdio e do músculo esquelético entre os animais tratados somente com 

benzonidazol com os tratados com a associação dos medicamentos. Foi feita uma 

análise semi-quantitativa onde a intensidade das lesões inflamatórias foi expressa 

em +, ++ e +++ com a seguinte correspondência: (+) lesão discreta, correspondendo 

a escasso e difuso infiltrado mononuclear e/ou pequenos focos de infiltração 

mononuclear; (++) lesão moderada, representada por difuso infiltrado mononuclear 

mais acentuado do que no grau + e focos inflamatórios localizados, com lesão focal 

de miócito; (+++) lesão intensa que corresponde a denso infiltrado difuso e/ou 

infiltrados focais extensos e confluentes e a necrose de miócitos. 
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9. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para comparações das parasitemias e da mortalidade cumulativa nos grupos 

tratados com BZ e as associações deste com o NF e com o CETO, foi aplicado o 

teste de Mann-Whitney. O programa utilizado foi o Software GraphPad Prism, versão 

5. As diferenças foram consideradas significativas se o valor de p foi menor que 

0,05.  

 

10. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Para a realização dos referidos procedimentos, com os camundongos, o projeto foi 

submetido e aprovado pela Comissão de Ética e uso de animais de Laboratório 

(CEUA) do CPqGM (CEUA N: 004/2010; ID: 522). Todas as atividades relacionadas 

ao uso e manipulação desses animais estiveram de acordo com as normas éticas 

exigidas pela CEUA. 
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11. RESULTADOS 

 

 

De acordo com os objetivos do presente trabalho, foram realizados três grupos 

experimentais (A, B e C), e os resultados estão representados em forma de figuras e 

tabelas: 

 

EXPERIMENTO A (Número total de animais: N = 76) 

 

11.1 PARASITEMIA E MORTALIDADE CUMULATIVA 

 

A parasitemia e a mortalidade cumulativa foram avaliadas do 6º dia pós-infecção até 

o último dia de tratamento. Os resultados estão representados em curvas de 

parasitemia (Figura 2) e de mortalidade cumulativa (Figura 3). A Figura 2 mostra o 

pico parasitêmico do grupo Controle, no 10º dia pós-infecção, característico da cepa 

Y. Nos grupos dos animais tratados a negativação da parasitemia ocorreu a partir do 

8º dia (grupo BZ), 10º dia (grupo NF) e 7º dia pós-infecção (grupo BZ + NF) e 

permaneceram da mesma forma até o fim do tratamento. A análise estatística 

indicou que não houve diferença significante entre o grupo BZ e o grupo BZ + NF (p 

= 0,5742). Por outro lado, a Figura 3, indica a mortalidade de 100% dos animais do 

grupo Controle, no 12º dia pós-infecção. Nos grupos BZ e BZ + NF o índice de 

mortalidade foi de 5,26% (correspondente a um óbito), sendo que no grupo BZ o 

óbito foi no 26º dia e no grupo BZ + NF no 11º dia pós-infecção. No grupo NF a taxa 

de mortalidade foi de 0%. De acordo com as taxas de mortalidade obtidas não foi 

observado diferença estatística entre os grupos BZ e BZ + NF (p = 0,2609). 
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FIGURA 2: Níveis parasitêmicos em camundongos infectados com a cepa Y do T. cruzi e submetidos ou não 

ao tratamento com Benzonidazol (BZ) e/ou Nifurtimox (NF) (*Teste Mann Whitney; p<0.05; comparação do 

grupo BZ vs BZ + NF). 

 

FIGURA 3: Mortalidade Cumulativa (%) em camundongos infectados com a cepa Y do T. cruzi e submetidos ou 

não ao tratamento com Benzonidazol (BZ) e/ou Nifurtimox (NF) (*Teste Mann Whitney; p<0.05; comparação do 

grupo BZ vs BZ + NF). 
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11.2 TESTES DE CURA PARASITOLÓGICO E SOROLÓGICO  

 

Os testes de cura foram realizados em todos os animais sobreviventes 30 dias após o 

fim do tratamento. Inicialmente foram realizados os testes de cura parasitológicos 

(parasitemia, xenodiagnóstico e hemocultura), o teste sorológico através da 

imunofluorescência indireta (IFI) (Tabelas 1, 2 e 3) e em seguida  foi determinado o 

índice de cura (Tabela 4). Os índices de cura parasitológicos foram os seguintes: 

grupo BZ (93.75%), grupo NF (31.6%) e grupo BZ + NF (90%). Os camundongos 

sobreviventes aos testes de cura parasitológicos e que ainda permaneciam com 

parasitemia negativa, foram submetidos ao teste sorológico. Nesse caso, foi 

observado um índice de cura de 85,7% no grupo BZ (o menor título foi 1/10 e o maior 

1/160), 16,7% no grupo NF (o menor título foi 1/20 e o maior foi de 1/1280) e 100% no 

grupo BZ + NF (menor título 1/10 e o maior título 1/20). O índice de cura geral foi 

determinado a partir da combinação dos testes parasitológicos e sorológico: grupo BZ 

(80,0%), grupo NF (5,26%) e grupo BZ + NF (100%) (Tabela 4). 

 

 

 

 

Tabela 1 Resultados dos testes de cura parasitológicos e sorológico de camundongos 

suíços infectados pela cepa Y do T. cruzi e tratados com 100 mg/kg/dia de 

benzonidazol (BZ). 

Código 
Parasitológico Sorológico 

Parasitemia Xenodiagnóstico Hemocultura IFI – Títulos 

BZ / 1 NEG NEG NEG 1:20 

BZ / 2 NEG NEG NEG 1:20 

BZ / 3 NEG             NEG * * 

BZ / 5 NEG NEG NEG 1:10 

BZ / 6 NEG POS POS 1:80 

BZ / 7 NEG NEG NEG 1:40 

BZ / 8 NEG NEG NEG 1:20 
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   *Óbito 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 Resultados dos testes de cura parasitológicos e sorológico de 

camundongos suíços infectados pela cepa Y do T. cruzi e tratados inicialmente com 

200 mg/kg/dia e posteriormente com 50 mg/kg/dia de nifurtimox (NF). 

BZ / 9 NEG * * * 

BZ / 10 NEG * * * 

BZ / 11 NEG NEG NEG 1:160 

BZ / 12 NEG NEG NEG 1:10 

BZ / 13 NEG NEG NEG 1:10 

BZ / 14 NEG NEG. NEG NEGATIVO 

BZ / 15 NEG NEG NEG 1:10 

BZ / 16 NEG NEG NEG 1:10 

BZ / 17 NEG NEG. NEG 1:10 

BZ / 18 NEG. NEG NEG 1:10 

Código 
Parasitológico Sorológico 

Parasitemia Xenodiagnóstico Hemocultura IFI – Títulos 

NF / 1 POS * * * 

NF / 2 POS POS NEG NR 

NF / 3 POS POS NEG NR 

NF / 4 NEG NEG NEG 1:1280 

NF / 5 POS NEG NEG NR 
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   *Óbito 

    NR – Não realizado 

 

 

 

Tabela 3 Resultados dos testes de cura parasitológicos e sorológico de 

camundongos suíços infectados pela cepa Y do T. cruzi e tratados com 100 mg/kg/dia 

de benzonidazol em combinação com 200/50 mg/kg/dia de nifurtimox (BZ + NF). 

NF / 6 NEG POS NEG NR 

NF / 7 NEG NEG NEG 1/320 

NF / 8 NEG POS NEG NR 

NF / 9 POS POS NEG NR 

NF / 10 NEG NEG NEG 1:160 

NF / 11 POS NEG NEG NR 

NF / 12 NEG NEG NEG 1:160 

NF / 13 POS NEG NEG NR 

NF / 14 NEG NEG NEG 1:20 

NF / 15 NEG POS NEG NR 

NF / 16 POS POS NEG NR 

NF / 17 NEG. NEG NEG 1:160 

NF / 18 POS NEG NEG NR 

NF / 19 POS POS NEG NR 

Código 
Parasitológico Sorológico 

Parasitemia Xenodiagnóstico Hemocultura IFI – Títulos 

BZ + NF / 1 NEG NEG NEG 1:10 

BZ + NF / 2 NEG NEG NEG NEGATIVO 

BZ + NF / 3 NEG             NEG NEG 1:10 

BZ + NF / 4 NEG NEG NEG 1:10 
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   *Óbito 

    NR – Não realizado 

 

 

Tabela 4 Índices de cura, de camundongos suíços infectados pela cepa Y do T. cruzi e 

tratados com 100 mg/kg/dia de benzonidazol (BZ), 200/50 mg/kg/dia de nifurtimox (NF)  

e benzonidazol em combinação com nifurtimox (BZ + NF) baseado na combinação dos 

testes parasitológicos e sorológico. 

 

 

 

11.3 ESTUDO HISTOPATOLÓGICO 

 

Trinta dias após o fim do tratamento, quando os animais sobreviventes (com 

exceção do grupo Controle, no qual seis animais foram eutanaziados no 6º dia pós-

BZ + NF / 5 NEG NEG NEG 1:20 

BZ + NF / 6 NEG NEG NEG 1:10 

BZ + NF / 7 NEG NEG NEG NEGATIVO 

BZ + NF / 8 NEG NEG NEG NEGATIVO 

BZ + NF / 9 NEG * * * 

BZ + NF / 10 NEG * * * 

BZ + NF / 11 NEG NEG NEG 1:10 

BZ + NF / 12 NEG NEG NEG NR 

BZ + NF / 13 NEG * * * 

BZ + NF / 14 NEG * * * 

BZ + NF / 15 NEG * * * 

BZ + NF / 16 NEG * * * 

BZ + NF / 17 POS * * * 

BZ + NF / 18 NEG * * * 

Grupos Pos / Total Índices de cura (%) 

BZ 3/15 80 

NF 18/19 5,26 

BZ + NF 0/10 100 
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infecção) foram eutanaziados para a realização dos testes de cura, foram coletados 

o coração e o músculo esquelético para serem submetidos ao estudo 

histopatológico. Foram feitas análises de cada grupo as quais estão também 

representadas nas figuras 4 e 5. 

 

11.3.1 CONTROLE INFECTADO E NÃO TRATADO 

 

Nesse caso, foram analisados seis animais sacrificados no 6º dia pós-infecção e um 

animal com óbito no 11º dia pós-infecção. Foi observado no miocárdio, nos animais 

do 6º dia pós-infecção, infiltrado intersticial difuso de células mononucleares, 

variando de discreto a moderado, e áreas focais de adensamento com discreto 

número de ninhos parasitários (Figura 4 A). Em um caso examinado, no 11º dia pós-

infecção, observou-se intenso parasitismo no miocárdio (Figura 4 B). 

 

 

11.3.2 INFECTADOS E TRATADOS COM BENZONIDAZOL 

 

Foram observados em 7/14 casos lesões inflamatórias focais e discretas em 

miocárdio (Figuras 4 C e 4 D). O músculo esquelético estava sem nenhuma 

alteração, com exceção de um caso em que foi visto infiltrados mononucleares 

focais e difusos, mas discretos. 

 

11.3.3 INFECTADOS E TRATADOS COM NIFURTIMOX 

 

Foram analisados 17 casos, nos quais detectou-se alterações inflamatórias focais e 

difusas no coração, predominando em átrios e variando de discretas a moderadas 

com raros focos de necrose de fibras cardíacas e presença de áreas focais de 

fibrose (Figura 5 A). O músculo esquelético apresentava lesões perivasculares com 

densos infiltrados mononucleares, com envolvimento de feixe vásculo-nervoso 

intersticial, variando de discreta a intensos (Figura 5 B). Em um caso foi visto ninho 

parasitário. 
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11.3.4 INFECTADOS E TRATADOS COM BENZONIDAZOL + NIFURTIMOX 

 

 Apenas 2/8 casos mostraram infiltrados inflamatórios em átrios (Figuras 5 C e 5 D). 

O músculo esquelético não mostrou alterações. 

 

  

 

A B 

C D 

Figura 4: Secções de coração de camundongos controles infectados com a cepa Y e não tratados: A – 

Miocárdio: Infiltrado focal mononuclear; presença de pequenos ninhos parasitários (6
0
 dia pós-

infecção). 100x.  B – Secção de átrio observando-se numerosos ninhos parasitários no interior de 

miocélulas cardíacas (11
0
 dia). 400 X. C e D – Tratados com BZ, C – Secção de miocárdio atrial com 

infiltrados focais de células mononucleares. 400x. D – Parede atrial com infiltrados focais 

mononucleares. 400x. 
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A B 

C D 

Figura 5: Secções de coração de camundongos infectados e tratados com NF A, B – A: Secção de 

miocárdio com infiltrado intersticial mononuclear, moderado e difuso. 400x. B – Secção de músculo 

esquelético com infiltrado mononuclear, moderado a intenso. 400x. Tratados com BZ + NF, C e D – 

C – Aspecto panorâmico do átrio com discreto infiltrado mononuclear. 100x. D – Secção de átrio, 

com área focal de necrose de miocelulas cardíacas e denso infiltrado focal mononuclear. 400x. 
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EXPERIMENTO B (Número total de animais: N = 48) 

 

11.4 PARASITEMIA E MORTALIDADE CUMULATIVA 

 

Assim como no experimento A, a parasitemia e a mortalidade cumulativa foram 

avaliadas do 6º dia pós-infecção até o último dia de tratamento. Os resultados estão 

representados em curvas de parasitemia (Figura 7) e de mortalidade cumulativa 

(Figura 8). Os animais do grupo Controle apresentaram um pico parasitêmico no 10º 

dia pós-infecção e nos grupos dos animais tratados a negativação da parasitemia 

ocorreu a partir do 8º dia (grupos BZ e BZ + CETO) e 11º dia (grupo CETO) e 

permaneceram da mesma forma até o fim do tratamento (Figura 7). A análise 

estatística indicou que não houve diferença estatística significante entre o grupo BZ 

e o grupo BZ + CETO (p = 1). A taxa de mortalidade (Figura 8) indica a mortalidade 

de 100% dos animais do grupo Controle, no 14º dia pós-infecção. Nos grupos BZ e 

CETO o índice de mortalidade foi de 0% e no subgrupo BZ + CETO a taxa de 

mortalidade foi de 5,26% (ocorreram três óbitos durante o processo de entubação, 

portanto não foram incluídos na taxa de mortalidade, 5,26% é a taxa de apenas um 

óbito). As taxas de mortalidade não indicaram diferença estatística entre os grupos 

BZ e BZ + CETO (p = 0, 107).  
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FIGURA 6: Níveis parasitêmicos em camundongos infectados com a cepa Y do T. cruzi e submetidos ao 

tratamento com Benzonidazol (BZ) e/ou Cetoconazol (CETO) (*Teste Mann Whitney; p<0.05; comparação 

do grupo BZ vs BZ + CETO). 

 

 

FIGURA 7: Mortalidade Cumulativa (%) em camundongos infectados com a cepa Y do T. cruzi e submetidos 

ao tratamento com Benzonidazol (BZ) e/ou Cetoconazol (ceto) (*Teste Mann Whitney; p<0.05; comparação 

do grupo BZ vs BZ + NF). 
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11.5 TESTES DE CURA PARASITOLÓGICO E SOROLÓGICO 

 

Os testes de cura foram realizados seguindo os mesmos parâmetros do experimento 

A e estão representados nas tabelas 5, 6, 7 e 8. Nos grupos BZ e BZ + CETO o 

índice de cura parasitológico foi de 100% e no grupo CETO o índice foi de 94,73%. 

O teste sorológico (IFI) revelou um índice de cura de 80% no grupo BZ (o menor 

título foi 1/10 e o maior 1/40), 90% no grupo CETO (o menor título foi 1/10 e o maior 

foi de 1/160) e no grupo BZ + CETO o índice de cura foi de 100% (menor título 1/10) 

(Tabela 6). O índice de cura geral foi determinado a partir da combinação dos testes 

parasitológicos e sorológico: BZ (80,0%), CETO (81,8%) e BZ + CETO (100%) 

(Tabela 8). 

 

Tabela 5 Resultados dos testes de cura parasitológico e sorológico de 

camundongos suíços infectados pela cepa Y do T. cruzi e tratados com 100 

mg/kg/dia de benzonidazol (BZ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Código 
Parasitológico Sorológico 

Parasitemia Xenodiagnóstico Hemocultura IFI – Títulos 

BZ / 1 NEG NEG NEG NEGATIVO 

BZ / 2 NEG NEG NEG 1:40 

BZ / 3 NEG NEG NEG 1:20 

BZ / 4 NEG NEG NEG 1:10 

         BZ / 5 NEG NEG NEG NEGATIVO 
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Tabela 6 Resultados dos testes de cura parasitológico e sorológico de 

camundongos suíços infectados pela cepa Y do T. cruzi e tratados com 120 

mg/kg/dia de cetoconazol (CETO). 

   *Óbito 

    NR – Não realizado 

 

 

Código 
Parasitológico Sorológico 

Parasitemia Xenodiagnóstico Hemocultura IFI – Títulos 

CETO / 1 NEG * * * 

CETO / 2 NEG NEG * * 

CETO / 3 NEG * * * 

CETO / 4 NEG NEG * * 

CETO / 5 NEG NEG NEG 1:20 

CETO / 6 NEG NEG NEG 1:10 

CETO / 7 NEG * * * 

CETO / 8 NEG NEG NEG NEGATIVO 

CETO / 9 NEG * * * 

CETO / 10 NEG * * * 

CETO / 11 POS NEG NEG NEGATIVO 

CETO / 12 NEG NEG * * 

CETO / 13 NEG NEG NEG NEGATIVO 

CETO / 14 NEG NEG NEG NEGATIVO 

CETO / 15 NEG NEG NEG NR 

CETO / 16 NEG NEG NEG 1:20 

CETO / 17 NEG. NEG NEG 1:20 

CETO / 18 NEG NEG NEG 1:160 

CETO / 19 NEG NEG NEG 1:10 
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Tabela 7 Resultados dos testes de cura parasitológico e sorológico de 

camundongos suíços infectados pela cepa Y do T. cruzi e tratados com 100 

mg/kg/dia de benzonidazol em combinação com 120 mg/kg/dia de cetoconazol 

(BZ + CETO). 

   *Óbito 

     

 

Tabela 8 Índices de cura, de camundongos suíços infectados pela cepa Y do T. cruzi 

e tratados com 100 mg/kg/dia de benzonidazol (BZ), 120 mg/kg/dia de cetoconazol 

(CETO)  e benzonidazol em combinação com cetoconazol (BZ + CETO) baseado na 

combinação dos testes parasitológicos e sorológicos. 

Código 
Parasitológico Sorológico 

Parasitemia Xenodiagnóstico Hemocultura IFI - Títulos 

BZ + CETO / 1 NEG * * * 

BZ + CETO / 2 NEG NEG NEG NEGATIVO 

BZ + CETO / 3 NEG NEG NEG NEGATIVO 

BZ + CETO / 4 NEG NEG NEG NEGATIVO 

BZ + CETO / 5 NEG NEG NEG NEGATIVO 

BZ + CETO / 6 NEG * * * 

BZ + CETO / 7 NEG * * * 

BZ + CETO / 8 NEG NEG NEG NEGATIVO 

BZ + CETO / 9 NEG NEG * * 

BZ + CETO / 10 NEG NEG NEG 1:10 

BZ + CETO / 11 NEG NEG NEG 1:10 

BZ + CETO / 12 NEG NEG NEG 1:10 

BZ + CETO / 13 NEG NEG NEG 1:10 

BZ + CETO / 14 NEG NEG NEG 1:10 

BZ + CETO / 15 NEG * * * 

Grupos Pos / Total Índices de cura (%) 
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11.6 ESTUDO HISTOPATOLÓGICO 

 

Trinta dias após o fim do tratamento, quando os animais foram eutanaziados para a 

realização dos testes de cura, foram coletados o coração e o músculo esquelético 

para serem submetidos ao estudo histopatológico. Foram feitas análises de cada 

grupo as quais estão representadas na figura 8. 

 

 

11.6.1 INFECTADOS E TRATADO COM BENZONIDAZOL 

 

Em 3/5 dos camundongos estudados havia discretos infiltrados focais no átrio 

(Figuras 8 A e 8 B). Em dois casos o infiltrado apresentou um grau moderado com 

necrose de fibra cardíaca. O músculo esquelético não mostrou alterações. 

 

11.6.2 INFECTADOS E TRATADOS COM CETOCONAZOL  

 

Dos 11 casos estudados, oito mostraram presença de infiltrados inflamatórios 

variando de discretos a moderados sendo que em um caso havia lesão extensa em 

ventrículo com destruição de fibras cardíacas e substituição por infiltrado 

mononuclear e fibrose (Figura 8 C). Em três casos não foram vistas alterações no 

miocárdio. O músculo esquelético estava sem alterações em sete casos, porém 

apresentou infiltrados mononucleares perivasculares em dois casos, em um dos 

quais foi detectado um grande ninho parasitário (Figura 8 D). 

 

11.6.3 INFECTADOS E TRATADOS COM BENZONIDAZOL + CETOCONAZOL 

BZ 1/5 80 

CETO 2/11 81,8 

BZ + CETO 0/10 100 
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Em 9/13 casos apresentaram infiltrados inflamatórios focais ou difusos e com 

discreta fibrose intersticial no miocárdio (Figuras 8 E e 8 F). Em quatro casos não 

foram vistas alterações e o músculo esquelético não apresentou alterações. 
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B A 

C D 

E F 

   Figura 8: Secções de miocárdio de camundongos infectados e tratados com BZ, A e B – Infiltrado 

mononuclear difuso e discreto em átrio. 400x.  Tratados com CETO, C e D – C – Parede atrial com  

moderado e difuso infiltrado mononuclear com  adensamento subepicárdico. 400x. D – Secção de 

músculo esquelético com grande ninho parasitário com formas amastigotas do T. cruzi. 400x.  

Tratados com BZ + CETO, E, F – secções de ventrículo: E – área de acentuado infiltrado 

mononuclear intersticial e fibrose. 400x.  F – necrose focal e infiltrado mononuclear difuso. 400x. 
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GRUPO C (Número total de animais: N = 30) 

 

Os resultados do experimento C foram baseados no estudo histopatológico. Para 

coletar o coração e o músculo esquelético, os animais foram eutanaziados após 26 

dias de tratamento. 

 

11.7 ESTUDO HISTOPATOLÓGICO 

 

Alterações inespecíficas isoladas como vacuolização citoplasmática (Figura 9 A, B, 

C, D e E), necrose de fibras cardíacas, discretos infiltrados focais pericapilares e 

hipertrofia de núcleo das células foram vistos em 6/10 casos (foram analisados dois 

animais de cada grupo). Em 4/10 casos não houve alterações. 
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A 

C D 

E 

Figura 9 – Aspectos do miocárdio em camundongos controles não infectados e tratados com cada 

droga: A – BZ; B - NF; C – CETO; D - BZ+NF; E – BZ+CETO. Secções de átrio com discreto grau de 

vacuolização de miocelulas cardíacas. 400x. 

 

B 



 60 

12. DISCUSSÃO 

 

Os temas centrais abordados no presente estudo levam em consideração os 

recentes apelos da comunidade cientifica de diversos países, reunida sob o 

patrocínio da DNDi  (Drugs for neglected diseases), criada em 2003 por Médicos 

sem Fronteiras, Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e outras instituições 

internacionais (*). 

A DNDi ao levantar o problema da necessidade  de desenvolvimento de 

novos medicamentos para o tratamento das doenças negligenciadas, leva também 

em conta a necessidade de novos estudos sobre as drogas já em uso clinico para o 

tratamento da doença de Chagas, como o Benzonidazol (BZ) e o Nifurtimox (NF) e 

os testes com os  compostos azólicos, ou outros compostos.  

A necessidade de novos estudos com o BZ e o NF evidencia que a 

disponibilidade de medicamentos para o tratamento da doença de Chagas é 

extremamente limitada. Segundo Coura (2009), as drogas não são acessíveis para 

os pacientes, o nifurtimox não está disponível no Brasil, ambas as drogas induzem 

efeitos colaterais importantes, algumas cepas do T. cruzi são resistentes aos 

medicamentos e, além disso, o tratamento na fase crônica ainda é controverso. 

Estudos de grande amplitude estão sendo desenvolvidos pelo Projeto BENEFIT 

(Benznidazole Evaluation For Interrupting Trypanosomiasis), estudo multicêntrico 

internacional o qual tem o objetivo primário de estabelecer a eficácia do BZ 

administrado durante 60 dias, em reduzir a carga parasitaria e mostrar se o 

tratamento etiológico pode reverter ou retardar a progressão da doença de Chagas.   

Dessa forma, tanto do ponto de vista clínico como experimental, o tratamento 

da doença de Chagas continua sendo um desafio. Os medicamentos ou esquemas 

de tratamento devem ser capazes de combater eficazmente o T. cruzi na fase 

aguda, assim como na fase crônica, e promover a cura, caracterizada por resultados 

parasitológicos e sorológicos negativos (BRENER, 1962; ANDRADE et al., 1987; 

URBINA et al., 2007; ROMANHA et al., 2008; APT, 2010). 

 

 

(*) INFORMATIVO n.2 - Plataforma de Pesquisa Clínica em doença de Chagas, Rio de 

Janeiro/RJ/Brasil, Novembro de 2012.  
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Atualmente diversas linhas de pesquisas relacionadas à quimioterapia na 

doença de Chagas vêm buscando novos compostos ou esquemas terapêuticos 

alternativos. Nesse sentido, destaca-se o uso de medicamentos utilizados para o 

tratamento de diferentes doenças, e que apresentam ação anti-T. cruzi. 

 O exemplo disso são os antifúngicos, principalmente a classe dos compostos 

azólicos que apresentaram ação anti-T. cruzi in vitro e in vivo (McCABE et al., 1983; 

MOREIRA et al., 1992; URBINA et al., 2007). Assim como para os fungos, a 

biossíntese de esteróides, como o ergosterol, é imprescindível para o ciclo de vida 

do T. cruzi. Estes compostos induzem parada de crescimento e perda da viabilidade 

celular em organismos sensíveis como consequência da depleção de esteróis 

fúngicos essenciais e/ou da acumulação de intermediários tóxicos. Um desses 

compostos, o posoconazol, foi ativo contra as cepas do T. cruzi resistentes ao BZ e 

NF e por isso é atualmente considerado um fármaco promissor para o tratamento da 

doença de Chagas (URBINA, 2002). 

Outros estudos (COURA, 2009) têm estimulado o uso de tratamento 

combinado com diferentes drogas no sentido de potencializar o efeito anti-T. cruzi 

destas drogas, com ênfase no uso do BZ. Segundo Coura (2009), diversas doenças, 

como a tuberculose, a lepra e a AIDS só foram controladas depois que o esquema 

de tratamento dos pacientes passou a ser através de associações de medicamentos 

com diferentes mecanismos de ação. Dessa forma, os fármacos podem interagir de 

modo sinérgico diminuindo o desenvolvimento de resistência e da toxicidade para o 

hospedeiro. 

De um modo geral, a combinação de fármacos já foi testada por inúmeros 

pesquisadores na infecção experimental pelo T. cruzi, com o objetivo de aumentar a 

eficácia terapêutica e/ou reduzir a intensidade de reações adversas (MALDONATO 

et al., 1993). Araújo et al (2000), por exemplo, investigaram o efeito sinérgico da 

associação de alguns medicamentos em diferentes cepas do T. cruzi. Nesse caso, 

foi observado um efeito sinérgico na combinação do benzonidazol com o 

cetoconazol em camundongos infectados com as cepas CL e Y do T. cruzi. Em outro 

estudo, Urbina e et al (1993), demonstraram em modelo murino da doença de 

Chagas que a lovastatina potencializa os efeitos terapêuticos do cetoconazol 

eliminando os parasitos circulantes e aumentando a sobrevida dos animais. Sendo 

assim, os autores sugerem a combinação da lovastatina com azólicos, como o 

cetoconazol, como uma alternativa para a quimioterapia. 
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 Além disso, a literatura destaca também outros estudos nos quais a 

combinação de medicamentos potencializa o efeito anti-T. cruzi: estudos in vitro 

revelaram que a aspirina potencializa o efeito do nifurtimox e do benzonidazol ao 

aumentar a atividade antiparasitária dos macrófagos (LOPEZ-MUÑOZ et al., 2010); 

a combinação do benzonidazol com compostos heterocíclicos, como as diamidinas, 

foi capaz de reduzir a parasitemia em 90%, promover uma sobrevida de 100% e 

reduzir as lesões tissulares em 56%, nos camundongos infectados com a cepa Y do 

T. cruzi, em relação aos animais tratados somente com o benzonidazol (BATISTA et 

al., 2011) e no tratamento do benzonidazol associado com o quelante de ferro, 

desferrioxamina, foi observado que alterações nos níveis de ferro em combinação 

com o benzonidazol promoveu uma taxa de 67% de sobrevida nos animais 

infectados com a cepa Y do T. cruzi (FRANCISCO et al., 2008). 

Portanto, a hipótese considerada no presente trabalho é a de que a 

associação do BZ com o NF ou com o cetoconazol (CETO) seria mais eficaz que o 

tratamento isolado com o BZ, ou seja, potencializaria o efeito anti-T. cruzi. Para 

testar essa hipótese, foram realizados três grupos experimentais, os quais foram 

avaliados de acordo com os parâmetros já estabelecidos por Andrade et al (1985) 

em nosso laboratório.  

De acordo com a metodologia desenvolvida, os resultados relacionados ao 

tratamento isolado com o BZ, NF e CETO, corroboram outros estudos existentes na 

literatura. Esses medicamentos, administrados precocemente e por tempo 

prolongado, são capazes de suprimir a parasitemia e aumentar a sobrevida de 

camundongos suíços infectados pela cepa Y do T. cruzi (ANDRADE et al., 1985b; 

BRENER et al., 1993; ARAUJO et al., 2000). 

Além disso, a diminuição das lesões fibrótico-inflamatórias, o alto percentual 

de cura parasitológica e a diminuição dos Títulos sorológicos confirmam dados 

anteriormente obtidos em outros estudos em relação ao BZ (ANDRADE et al, 

1985b). Entretanto, a exceção foi o grupo dos animais tratados com o NF que 

tiveram um baixo índice de cura (5,26%) em relação ao tratamento com o BZ e o 

CETO. Embora o tratamento com o NF tenha proporcionado uma negativação 

precoce da parasitemia e uma sobrevida de 100% dos animais, as lesões teciduais 

do miocárdio e músculo esquelético estavam presentes e eram significativas. Do 

total de 17 casos analisados, aproximadamente 89,48% dos animais sobreviventes, 

detectou-se alterações inflamatórias focais e difusas no coração e presença de 
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áreas focais de fibrose (Figura 5 A). Além disso, o músculo esquelético apresentava 

lesões perivasculares com densos infiltrados mononucleares, com envolvimento de 

feixe vásculo-nervoso intersticial, variando de discreto a intensos (Figura 5 B). 

Segundo Andrade et al (1975) o baixo índice de cura parasitológico do NF, mesmo 

com a negativação da parasitemia e alta taxa de sobrevida ao longo do tratamento, 

poderá estar relacionado com a seleção de clones resistentes que poderiam estar 

determinando a positivação parasitêmica. 

Deve-se levar em conta que a cepa Y (T.cruzi II), utilizada no presente estudo 

está incluída entre as que são mais suscetíveis ao tratamento com BZ e com o NF, 

mas os mesmos não promovem a cura em 100% dos casos. Portanto, a associação 

do BZ com o NF ou com o CETO, de acordo com a hipótese do presente trabalho, 

poderá potencializar o efeito do BZ e assim, promover a cura da infecção pelo T. 

cruzi. A escolha da cepa Y, para avaliar a eficácia do tratamento, está de acordo 

com Romanha et al (2010) que através de um Workshop realizado no Estado do Rio 

de Janeiro/RJ/Brasil em 2008, determinaram o “screening” para o teste de drogas 

para o tratamento da doença de chagas. 

Os resultados obtidos da associação do BZ com o NF ou CETO indicaram 

nítida semelhança em relação ao tratamento somente com o BZ. Embora os 

resultados não tenham sido estatisticamente significantes entre o tratamento com BZ 

e a associação dos medicamentos, é importante ressaltar a redução precoce dos 

níveis parasitêmicos, o baixo índice de mortalidade e a alta percentagem de cura 

dos animais tratados com ambas as drogas. Os dados obtidos no presente trabalho 

em relação aos critérios de cura utilizados, foram possíveis porque foram  baseados 

em prévias experiências do nosso laboratório (ANDRADE et al., 1976, 1977, 1985b 

e 1987) utilizando os dados combinados dos testes parasitológicos e os Títulos 

sorológicos por imunofluorescencia indireta, tendo estabelecido  como ponto de 

corte (cut off)  de 1:40. Este aspecto é de interesse tendo em vista que a memória 

imunológica, determinada pela presença de antígenos parasitários nas células 

dendriticas foliculares do baço (ANDRADE et al., 1988) pode manter a sorologia 

positiva após a cura parasitológica, antes de sofrer o “clearence”.  

É de fundamental importância que outros parâmetros sejam utilizados como 

critérios de cura. É de interesse de nosso grupo de estudo, avaliar a eficácia da PCR 

(reação em cadeia da polimerase) como critério de cura da infecção experimental 

pelo T. cruzi. Entretanto, ainda não existe um consenso sobre a utilização da PCR, 
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pelo fato de que a presença de fragmentos de DNA do parasito morto poderá indicar 

resultado positivo. Estudos importantes (*), com portadores da doença de Chagas na 

Bolívia, estão sendo realizados pelos Médicos sem Fronteiras e pela DNDi, com o 

objetivo de otimizar e validar a técnica da PCR.  

O presente estudo confirma a eficácia no tratamento da infecção experimental 

pelo T. cruzi com o BZ, sendo que no grupo tratado com o BZ em combinação com o 

NF, o tratamento com o BZ isoladamente determinou o índice de cura de 80% e a 

combinação com o NF (índice de cura de 100%) não havendo diferença significante. 

No grupo tratado com o BZ em combinação com o CETO, o tratamento 

isoladamente com o BZ determinou 80% de cura e a combinação com o CETO 

determinou o índices de cura de 100%, mas também sem diferença significante. 

Utilizando uma metodologia semelhante, Araújo et al (2000) também observou cura 

em 100% dos animais tratados com 100 mg/kg/dia de BZ em combinação com 120 

mg/kg/dia de CETO. Entretanto, a análise histopatológica desenvolvida no presente 

trabalho, revelou que o tratamento combinado de BZ + CETO não determinou 

diminuição significante das lesões necrotico-inflamatórias do miocárdio. Em 9/13 

casos apresentaram infiltrados inflamatórios focais ou difusos e com discreta fibrose 

intersticial no miocárdio (Figuras 8 E e 8 F). 

Aparentemente a falta de significância estatística deveu-se ao emprego de 

dosagens padronizadas em estudos prévios, abordando particularmente 

monoterapia. Presumivelmente nesta abordagem de terapia combinada, será mais 

esclarecedor o uso de dosagens inferiores, permitindo a evidenciação de eventuais 

interações aditivas e/ou sinergísticas. Assim sendo, novos experimentos se fazem 

necessários para elucidar a efetividades das combinações supracitadas. 

 

 

 

 

 

 

 

(*) INFORMATIVO n.2- Plataforma de Pesquisa Clínica em doença de Chagas, Rio de 

Janeiro/RJ/Brasil, Novembro de 2012.  
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13. CONCLUSÃO 

 

 

1) Os resultados do tratamento isolado com o BZ mostraram eficácia em relação 

ao índice de cura e a nítida diminuição das lesões no miocárdio e no músculo 

esquelético; 

2) O tratamento combinado do BZ com o NF não determinou aumento 

significante, em relação ao índice de cura, e nem diminuição significante das 

lesões no miocárdio e músculo esquelético, quando comparado com os animais 

tratados somente com BZ; 

3) A associação do BZ com o CETO também não demonstrou um efeito 

significante, em relação aos testes de cura e ao estudo histopatológico, em 

comparação ao subgrupo BZ; 

4) Não houve diferença significante da associação do BZ com o NF ou com o 

CETO, em relação ao tratamento isolado com o BZ. 
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