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É sempre bom parar para recomeçar. Dar uma chance a si 

mesmo, olhar para traz e sentir saudade, não tristeza porque a vida 

não volta no tempo. Dar boas risadas, sonhar alto, ter um novo 

objetivo para traçar sempre. Porque somos feitos de sonhos, de amor, 

precisamos de desafios, que nos impulsione, e principalmente que teste 

a capacidade de saber que somos forte, depois de pensar que não 

podemos ir mais longe. Nossos pensamentos trazem para nós aquilo 

que desejamos e o tempo é sempre de aprendizado. O tempo. Este sim, 

nos faz crescer de alguma maneira, sem perceber, tornamos maduros o 

suficiente para resolvermos problemas que pareciam não ter solução. E 

não importa quanto tempo se passou, o importante é viver, é olhar 

para frente, porque o futuro depende do presente. Quanto tempo leva 

para tornarmos as pessoas que queremos ser? Às vezes a vida é curta, 

em determinadas ocasiões parece não ter lógica nenhuma e ainda 

continuamos insistindo, por que? Reitero, porque somos feitos de 

sonhos e precisamos sonhar a cada dia, precisamos ter persistência, e 

tentar de novo e mais uma vez, e se não der certo, de novo e de novo. 

De uma maneira diferente, de um jeito diferente, sempre levando nos 

olhos a oportunidade de querer fazer o melhor, de si mesmo, e no 

coração a esperança de que dias melhores virão, mesmo depois de 

pensar que não podemos mais. 
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RESUMO 

A cardiopatia chagásica (CC) constitui a manifestação clínica mais importante da 

infecção pelo Trypanosoma cruzi. Terapias farmacológicas têm sido propostas com o objetivo 

de reduzir a resposta inflamatória e o dano cardíaco em hospedeiros infectados. Em particular, 

fármacos do grupo das tetraciclinas apresentam atividade anti-bacteriana, anti-fúngica e anti-

protozoária em doses convencionais, mas em doses menores parecem atuar regulando a 

resposta inflamatória. O presente estudo teve como objetivo avaliar a ação da doxiciclina - 

Dox (tetraciclina), em dose submicrobiana, em monoterapia e em combinação com o fármaco 

antiparasitário benznidazol (Bz), durante as fases aguda e crônica da infecção experimental 

por T cruzi, cepa VL-10, em camundongos C57BL/6. Os animais foram tratados por 20 dias 

com Dox (30 mg/Kg), Bz (100 mg/kg) e combinação (Dox + Bz) e a parasitemia foi realizada 

durante o período de tratamento/fase aguda. Estes animais foram acompanhados até a fase 

crônica (12 meses), quando realizou-se a ecocardiografia e posteriormente a eutanásia para a 

retirada de sangue/plasma para avaliação imunológica (CCL2, CCL5 e IL-10) e tecido 

cardíaco para a avaliação histopatológica. A Dox em monoterapia manteve os parâmetros 

parasitológicos e inflamatórios nos animais. Em vez disso, o Bz e a terapia combinada 

reduziram a parasitemia, os níveis plasmáticos de CCL2, CCL5 e a infiltração cardíaca 

durante a infecção aguda, além de reduzir os níveis plasmáticos de IL-10 e o volume sistólico 

do ventrículo esquerdo aos 12 meses. Entretanto, a Dox foi capaz de reduzir a massa do 

ventrículo esquerdo na fase crônica, enquanto o Bz em monoterapia reduziu os níveis 

plasmáticos de IL-10 durante a fase aguda e melhorou a fração de ejeção na fase crônica. Em 

suma, Dox não alternou os parâmetros imunológicos, mas melhorou a funcionalidade 

cardíaca, enquanto o Bz exerceu um papel modulador nos parâmetros imunológico, com 

efetividade parcial na melhora dos parâmetros cardíacos. Esses dados abrem perspectivas para 

que potenciais fármacos, como a Dox, atuem como futuros alvos terapêuticos, 

individualmente ou em combinação com outros fármacos, a fim de minimizar os danos 

causados durante a fase crônica da doença de Chagas. 

 

Palavras – chave:  Trypanosoma cruzi, doxiciclina, benznidazol, combinação, inflamação, 

ecocardiografia.
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ABSTRACT 

Chagasic cardiopathy (CC) is a more important clinical manifestation of Trypanosoma 

cruzi infection. Pharmacological therapies have been proposed aiming to reduce the 

inflammatory response and the cardiac damage in infected hosts. In particular, tetracycline 

drugs have anti-bacterial, antifungal and anti-protozoal activity in conventional doses, but at 

lower doses they appear to act regulating the inflammatory response. The present study 

objected to evaluate the action of doxycycline - Dox (tetracycline) in monotherapy and in 

combination with the antiparasitic drug benznidazol (Bz), during acute and chronic of the 

experimental infection by T. cruzi, strain VL - 10, in C57BL/6 mice. The animals were treated 

for 20 days with Dox (30 mg/kg), Bz (100 mg/kg) and combination (Dox + Bz) and a 

parasitemia was performed during the treatment/acute phase. These animals were followed up 

to the chronic phase (12 months), when the echocardiography was performed and 

subsequently to euthanasia for blood/plasma collection for immunological evaluation (CCL2, 

CCL5 and IL-10) and cardiac tissue for a histopathological evaluation. The Dox in 

monoterapy did kept the parasitological and inflammatory parameters in the animals. Instead, 

the Bz and the combination terapy reduced the parasitemia, the plasma CCL2, CCL5 and the 

cardiac infiltration during acute infection and in addition to reducing plasma levels of IL-10 

and systolic volum at 12 months. However, Dox was able to reduced the left ventricle mass in 

the chronic phase while Bz in monotherapy was able to reduced the plasma IL-10 levels 

during acute phase and ameliorated the ejection fraction in the cronic phase. In conclusion, 

Dox did not alternate the immune parameters, but improved cardiac function while, in 

contrast, Bz exerted a modulatory role on immune parameters, with partial effectiveness in 

improving cardiac parameters. These data open perspectives so that potential drugs, such as 

Dox, can act as future therapeutic targets, individually or in combination with other drugs in 

order to minimize the damage caused during the chronic phase of Chagas' disease. 

 

Key words: Trypanosoma cruzi, doxycycline, benznidazole, combination, inflammation, 

echocardiography. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

1.1. Epidemiologia da doença de Chagas 

A doença de Chagas (DC), ou tripanossomíase americana, é uma doença parasitária 

tropical causada pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi e transmitida 

principalmente por insetos vetores pertencentes à subfamília Triatominae (CHAGAS C., 

1909). Como os triatomíneos são principalmente encontrados e disseminados na América 

latina, a DC é considerada endêmica nessa região (Fig 1), mas um número significativo de 

casos atribuídos aos imigrantes também é relatado nos Estados Unidos, na Europa e na 

Austrália (CASTRO, 2009). Dessa maneira, tornou-se uma conduta essencial nos últimos 

anos, o monitoramento anti T. cruzi dos bancos de sangue nos países endêmicos.  Com o 

aumento dos movimentos populacionais, a transfusão de sangue e transplantes teciduais são 

monitorados na América Latina, Estados Unidos, e em países da Europa (DESFORGES; 

KIRCHHOFF, 1993). 

 

Figura 1: Mapa demonstrativo da prevalência da doença de chagas em regiões endêmicas e não-endêmicas em 

2010. Fonte: WHO Weekly Epidemiological Record (WER) 6 de Fevereiro 2015, No. 6, 2015, 90 (pp. 33–44) 
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Estimativas da Organização Mundial de Saúde (OMS) consideram que 6 a 7 milhões 

de novos casos ocorram anualmente e cerca de 100 milhões de pessoas estão em risco de 

infecção, sendo que nos últimos anos, com a aplicação de diversos programas voltados ao 

controle de vetores e à prevenção da transmissão por transfusões de sangue, tem sido 

alcançado um impressionante progresso na redução da DC. No entanto, a infecção pelo T. 

cruzi continua sendo uma séria ameaça para a saúde pública e, principalmente, pelo seu 

contexto terapêutico, é classificada como uma doença tropical negligenciada em países 

subdesenvolvidos, particularmente na América do Sul (“WHO | Chagas disease (American 

trypanosomiasis)”, 2017). Estimativas para 21 países latino-americanos, com base em dados 

de 2010, indicavam 5.742.167 pessoas infectadas por T. cruzi, das quais 62,4% eram 

residentes dos países do cone sul, como a Argentina, o Brasil, o México, e a Bolívia 

(AMERICA, 2015) (Fig.2). Todavia, estes dados se apresentam controversos ao serem 

comparados com estudos realizados por outros grupos, o que dificulta o estabelecimento exato 

da prevalência da DC nas Américas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Distribuição da estimativa gobal da população infectada pelo T.cruzi, 2010-2013. Fonte: 

Adaptado - Terceiro relatório da organização mundial de saúde sobre doenças tropicais negligenciadas, WHO 

2015. 
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Outra forma de transmissão é pela ingestão do parasito, o que pode ocorrer pelo  

consumo de caldo de cana de açúcar e açaí contaminados por triatomíneos ou por suas fezes 

infectadas (SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 2012). Acredita-se que a transmissão 

oral é a principal via de transmissão silvestre e de humanos na região amazônica (NATTAN-

LARRIER, 1921; SVS BRASIL, 2011). 

1.2. O ciclo evolutivo do T. cruzi  

O T. cruzi possui um ciclo de vida heteroxênico com diferenciação em quatro formas 

evolutivas (amastigota, epimastigota, tripomastigota sanguínea e tripomastigota metacíclica).  

 

 
 

 

Figura 3: Ciclo de vida do T. cruzi. 1) Ingestão das formas do tripomastigota sanguínes (ou tripomastigota) 

pelo triatomíneo durante o repasto sanguíneo; 2) transformação da forma tripomastigota em epimastigota no 

intestino posterior do inseto; 3) forma epimastigota em multiplicação por divisão binária; 4) forma epimastigota 

transforma-se em forma tripomastigota metaciclica no reto do inseto; 5) forma tripomastigota metaciclica, nas 

fezes do triatomíneo, apta a penetrar em células do hospedeiro mamífero;  6) início da transformação do 

tripomastigota em amastigota; 7) essa forma multiplica-se intensamente por divisão binária dentro da célula; 8) 

rompimento da célula parasitada, liberando tripomastigota. A forma tripomastigota no sangue circulante; pode 

penetrar em outra célula reiniciando o ciclo. Fonte: Adaptado - Imagem cortesia dos Centros de Controle e 

Prevenção de Doenças, A. J. da Silva e M. Moser, 2016. 
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O triatomíneo, durante repasto sanguíneo, ingere as formas tripomastigotas sanguíneas 

residentes no sangue de mamíferos infectados que se transformarão na forma epimastigota 

(forma replicativa no hospedeiro invertebrado) dentro do estômago do inseto.  

No intestino médio, o T. cruzi se divide por fissão binária e alcança a ampola retal 

apresentando-se na forma tripomastigota metacíclica (forma infectiva para o hospedeiro 

mamífero). Ao efetuar novo repasto sanguíneo o inseto pode defecar na pele do vertebrado 

eliminando as formas tripomastigotas metacíclicas que atingirão a corrente sanguínea após 

adentrar por uma secção do epitélio ou mesmo pela mucosa. Como o parasito, na forma 

tripomastigota, não replica, no citoplasma das células do vertebrado, ele se transformará na 

forma amastigota que, por divisão binária, originará novos parasitos. Após o citoplasma ser 

totalmente tomado por parasitos, haverá nova diferenciação para a forma tripomastigota 

sanguínea e a célula se romperá liberando os parasitos que infectarão novas células ou serão 

ingeridos por um triatomíneo novamente, reiniciando o ciclo (Fig.3) (NAGAJYOTHI et al., 

2013). 

1.3. As formas clínicas da doença de Chagas 

A DC é classificada em fase aguda e fase crônica. A fase aguda é caracterizada por 

parasitemia patente, parasitismo tecidual e processo inflamatório intenso composto de células 

T e macrófagos que são primordiais para o controle da replicação do parasito (ANDRADE; 

ANDREWS, 2005; ANDRADE, 1985; GOLGHER; GAZZINELLI, 2004; HARDISON et al., 

2006), podendo esta fase, ser sintomática ou assintomática.  

A duração da fase aguda é de 4 a 12 semanas, e além da febre, neste período há 

aumento da parasitemia (PRATA et al., 2001). Indivíduos sintomáticos podem apresentar 

linfoadenopatia e sinais de porta de entrada como sinal de Romanã ou chagoma de inoculação 

(GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). Além destes sintomas é possível que o indivíduo 

apresente meningoencefalite e miocardite aguda, caracterizada por uma intensa reação 

inflamatória adjacente à ruptura dos ninhos de amastigotas (após instalação do parasito no 

miocárdio). Embora mais comumente em crianças, estas manifestações características da fase 

aguda da doença podem levar o indivíduo à morte (RASSI et al, 2000). 

À medida que a resposta imune progride e a parasitemia torna-se controlada, os 

indivíduos evoluem para a fase crônica e podem manifestar uma forma clínica denominada 

indeterminada ou assintomática, onde o indivíduo não apresenta nenhum tipo de manifestação 

clínica e na qual os parasitos só podem ser detectados por xenodiagnóstico, hemocultura, 
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imunoensaios ou por reação em cadeia da polimerase (PCR) (BRENER, 1980; FRASCH; 

REYES, 1990). A forma indeterminada é mediada por uma resposta imune reguladora e pode 

persistir por toda a vida do indivíduo. Entretanto, cerca de 30% dos indivíduos infectados 

nesta fase crônica podem manifestar ou evoluir gradativamente para as formas clínicas, 

cardíaca ou digestiva (BRENER; GAZZINELLI, 1997; DIAS, 1989; MONCAYO, 1999). 

Essas formas são descritas pela presença de resposta inflamatória local, perda funcional do 

órgão afetado, perda da qualidade de vida e, em alguns casos, conduzir estes indivíduos ao 

óbito (PRATA et al., 2001). (PRATA et al., 2001). Sabe-se, no entanto, que a intensidade da 

doença crônica está relacionada com a intensidade da infecção aguda inicial (DIAS, 2000).  

A presença do parasito no tecido cardíaco pode induzir alterações microvasculares que 

podem evoluir para uma degeneração cardíaca e inflamação crônica (MORRIS et al., 1990; 

PETKOVA et al., 2001). Nesse contexto, o ecocardiograma aparece como um dos exames 

sensíveis amplamente utilizados para o prognóstico tanto mais precoce quanto mais tardios de 

pacientes na fase crônica, destacando-se pela sua capacidade de detectar alterações funcionais 

ventriculares. A eficácia da ecocardiografia em estimar parâmetros funcionais ventriculares de 

forma não-invasiva abriu novas áreas de investigação para a detecção e quantificação de 

várias lesões cardíacas. Para tanto, a análise da ecocardiografia tanto em seres humanos 

quanto em outras espécies encontra-se atrelada a variáveis biométricas e funcionais como 

sexo, peso e frequência cardíaca em condições fisiológicas (PETRUS et al., 2010).  

As razões pelas quais a DC se manifesta de formas distintas permanece desconhecida. 

A prevalência de diferentes formas clínicas da doença varia de acordo com a região 

geográfica (COURA, 1983; PRATA et al., 2001), mas as causas destas heterogeneidades 

clínicas e epidemiológicas não são completamente compreendidas. No entanto, sugere-se que 

as diferentes manifestações clínicas são dependentes de fatores relacionados tanto ao parasito 

quanto ao hospedeiro. Dentre eles, pode-se citar: a cepa do parasito, a carga parasitária, o 

tempo de infecção, a natureza da resposta imune e a genética do hospedeiro (BRAZÃO et al., 

2008; DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005; VAGO et al., 2000; LAGES-SILVA et al., 2006; 

MACEDO et al., 2004). 

1.4. O sistema imune na infecção pelo T. cruzi 

A infecção por T. cruzi induz a ativação de diferentes fatores relacionados à imunidade 

inata bem como à imunidade adquirida. Em consequência, o parasito é eliminado ou tem sua 
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replicação reduzida nas células do hospedeiro. A persistência do parasito, portanto, leva a 

uma atividade prolongada do sistema imune, resultando no aparecimento de lesões teciduais 

características da DC. 

Já foi demonstrado o predomínio de linfócitos TCD8+ em relação aos linfócitos 

TCD4+ na miocardite chagásica crônica (BENVENUTI et al., 1997; REIS; HIGUCHI, 2000; 

TOSTES JÚNIOR et al., 1994). Portanto, a presença dos linfócitos TCD8+ no tecido cardíaco 

pode estar associada à lesão tecidual, devido à ação imunopatológica destas células contra o 

hospedeiro, que resulta em citólise e destruição da miofibra cardíaca (CUÑA & CUÑA, 

1995).  

Em contrapartida, dependendo do perfil dos linfócitos TCD8+, estas células podem 

apresentar papel protetor, principalmente durante a fase aguda da infecção pelo T. cruzi 

(BRENER; GAZZINELLI, 1997; DUTRA; GOLLOB; GAZZINELLI, 1997; TARLETON, 

1995). No modelo apresentado (Fig.4), as células T reguladoras são capazes de modular a 

função de células TCD8+, em um microambiente modulado por células natural killer (NK), 

monócitos e células TCD4+ que produzem citocinas reguladoras e outras interleucinas. Esta 

resposta imunológica contribui para o controle da parasitemia e a regulação da 

imunopatologia durante a fase crônica da doença.  

Por outro lado, uma regulação insuficiente das células TCD8+ ativadas, além de 

monócitos e células TCD4+, induzem a produção de citocinas inflamatórias (TNF-α e IFN-γ). 

Este microambiente desencadeia eventos imunopatológicos e leva a danos teciduais na 

ausência de mecanismos reguladores e funções citotóxicas de células natural killer (NK). As 

células NK são de grande importância na imunidade inata contra o T. cruzi, limitando o 

crescimento parasitário e promovendo o desenvolvimento da imunidade adquirida 

(TRINCHIERI; GEROSA, 1996).  

Adicionalmente, diferentes estudos demonstraram que a invasão de macrófagos leva à 

secreção de IL-12, que ativa as células NK a produzirem IFN-γ (ALIBERTI et al., 1996), que 

atua da mesma forma sobre macrófagos, ativando-os para a atividade microbicida 

(GAZZINELLI et al., 1992). O TNF produzido por macrófagos durante a infecção por T. 

cruzi participa dessa interação de forma sinérgica tanto com IL-12 como com IFN-γ. Diversos 

estudos demostraram os papéis protetores do IFN-γ e do TNF (SANTOS LIMA et al., 1997), 

sendo que o TNF também apresenta efeitos deletérios na resposta do hospedeiro.   
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Pelo estudo associativo e de correlação com os parâmetros clínicos, acredita-se que a 

interação entre IFN-γ e algumas quimiocinas (CCL-2 e CCL-5) e seus receptores possa 

contribuir diretamente para as alterações cardíacas observadas naqueles cardiopatas crônicos 

(CUNHA-NETO et al., 2009). Nesse sentido, a quimiocina CCL2 foi previamente 

evidenciada no plasma de indivíduos chagásicos correlacionada com diferentes graus de 

disfunção cardíaca (TALVANI et al., 2004a) e, nesta população, aqueles indivíduos 

apresentando uma variante de CCL2 na posição 2518A/G apresentavam quantro vezes mais 

risco de desenvolver cardiopatia em relação àqueles que não paresentavam este genótipo 

(RAMASAWMY et al., 2006).  

 

 

Figura 4: Hipótese proposta para células T reguladoras, que funcionam na imunorregulação na doença 

de Chagas crônica. Vários subconjuntos de leucócitos demonstraram desempenhar um papel na 

imunorregulação durante infecções crônicas. Fonte: ARAÚJO, F.; et al., 2011. 

 

De forma contrária, o receptor para a quimiocina CCL5, expresso em leucócitos 

circulantes, mostrou-se correlacionado em outros estudos com formas mais brandas da 

cardiopatia (TALVANI et al., 2004b) e mutações no promotor CCL5 na posição 59029/G 
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foram relacionadas a um baixa expressão destes receptores associadas a pacientes 

assintomáticos (FERNANDEZ-MESTRE et al., 2004).   

Dessa forma, se a resposta imune não é capaz de controlar o parasitismo sem 

promover danos teciduais e, se não há terapêutica eficaz contra o parasito, torna-se importante 

a investigação de alvos terapêuticos que possam atuar também na regulação da resposta 

imune. Independentemente de sua abordagem clínica, social e epidemiológica, a abordagem 

terapêutica da DC ainda é alvo de muitos estudos, uma vez que os fármacos existentes anti-

T.cruzi são eficazes, principalmente na fase aguda da doença. Além de paralelamente à ação 

terapêutica, levarem a efeitos colaterais, esses fármacos precisam ser continuamente 

investigados quanto à sua eficácia na fase crônica da doença, assim como é importante a 

investigação de outros fármacos que apresentam uma abordagem clínica e que possam atuar 

na eliminação do parasito e consequentemente na diminuição da patologia do indivíduo 

chagásico, ou mesmo na diminuição da inflamação.  

 

1.5. Papel do benznidazol na infecção pelo T. cruzi 

Uma estratégia terapêutica para interromper a progressão inflamatória cardíaca 

associada à infecção pelo T. cruzi seria a eliminação do agente etiológico. O benznidazol 

(Bz), fármaco empregado para o tratamento etiológico da doença de Chagas no Brasil, é 

também descrito por alterar a resposta imune em humanos e em modelo experimental 

(BUSTAMANTE; BIXBY; TARLETON, 2011; CUTRULLIS et al., 2011; PIAGGIO et al., 

2001) além, de exercer sua função tripanocida primária, por mecanismos complexos que 

envolvem ligação a lipídeos, proteínas e ao DNA do T. cruzi (BERN, 2011; URBINA, 2010). 

Porém, a magnitude da ação do Bz ou de outros potenciais fármacos anti-T. cruzi sobre o 

sistema imune e, consequentemente, sobre os eventos de remodelamento cardíaco na DC 

ainda não foram totalmente descritos.   

O "derivado nitro benznidazol" (N-benzil-2-nitroimidazole acetamida) ainda é o 

fármaco tripanocida mais utilizado contra o T. cruzi. Infelizmente, esta droga tem baixa 

eficácia e leva a reações adversas (COURA; DE CASTRO, 2002; URBINA, 2015). Dentre os 

efeitos colaterais mais comuns a este fármaco tem-se reações de hipersensibilidade que 

ocasionam dermatites, toxicidade hepática, intolerância digestiva, edemas e depressão da 

medula óssea que leva ao abandono imediato do tratamento (SALOMON, 2011). 
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Como a resposta inflamatória contra o parasito persiste por décadas causando danos 

cardíacos silenciosos em humanos, um novo consenso sobre o tratamento com Bz foi 

proposto visando a redução ou eliminação de carga parasitária, o que poderia causar menos 

inflamação (MARIN-NETO et al., 2008; VIOTTI; VIGLIANO, 2007). Desta forma, a 

administração de Bz durante a fase crônica da infecção experimental por T. cruzi evita o 

desenvolvimento de uma forma mais grave de cardiopatia, (GARCIA et al., 2005) em parte 

pela redução da carga parasitária, afetando a regulação imune do hospedeiro (PERDIGÃO 

OLIVIERI; COTTA-DE-ALMEIDA; ARAÚJO-JORGE, 2002). De fato, em estudos 

preliminares in vitro foi demonstrado que o Bz atua de forma negativa para a expressão do 

gene NOSII que atua inibindo óxido nítrico e também promovendo a inibição de NF-κB de 

macrófagos após estimulação com lipopolisacarídeo e IFN-γ (PIAGGIO et al., 2001). Foi 

observado também que o Bz é capaz de inibir citocinas inflamatórias, os anticorpos 

específicos, a produção de óxido nítrico e o recrutamento de leucócitos para o coração durante 

a infecção por T. cruzi em modelos humanos e experimentais (CUTRULLIS et al., 2011; 

DALIRY et al., 2014; PIAGGIO et al., 2001; SATHLER-AVELAR et al., 2006). 

Po outro lado, os resultados recentes de um ensaio clínico randomizado que compara o 

Bz com placebo em pacientes internados com DC demonstraram que a terapia não diminuiu a 

cardiopatia (MARIN-NETO et al., 2008; MORILLO et al., 2015), necessitando assim de 

novas opções de tratamento. A cura da doença é confirmada pela depuração completa de 

anticorpos específicos, que podem levar décadas em infecção crônica (BERN, 2015; PÉREZ-

MOLINA et al., 2015; VIOTTI et al., 2006). Pela ausência de fármacos efetivos na 

eliminação dos parasitos, surge a vertente investigativa focando fármacos que, direta ou 

indiretamente, atuariam sobre a resposta imune do hospedeiro reduzindo-a e, 

consequentemente, equilibrando ou amenizando o remodelamento deletério cardíaco 

(ZORNOFF et al., 2002).  

Nesse contexto, torna-se imprescindível que novos estudos possam ser realizados com 

o Bz na fase crônica da DC, assim como com outros fármacos promissores, que em 

substituição ou até mesmo em associação ao Bz possam trazer efeitos benéficos no que diz 

respeito à cura parasitológica de pacientes infectados com o T. cruzi ou até mesmo promover 

uma redução da inflamação nos tecidos cardíacos, o que implica a numa progressão da 

qualidade de vida desses pacientes. Em particular, alguns grupos farmacológicos têm recebido 

atenção do nosso grupo de pesquisa na última década em decorrência de suas ações 
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pleiotrópicas sobre a resposta imune como os inibidores da enzima conversora da 

angiotensina (DE PAULA COSTA et al., 2010; PENITENTE et al., 2015), as estatinas 

(MELO et al., 2011; SILVA et al., 2012) e, como objeto da presente proposta, fármacos da 

classe tetraciclina de antibióticos, as doxiciclinas (Doxs) (DE PAULA COSTA et al., 2016). 

1.6. Papel da doxiciclina na infecção por T.cruzi 

A cardiopatia induzida por T. cruzi é sabidamente uma doença dependente da resposta 

inflamatória do hospedeiro ocasionando destruição celular/tecidual e consequente 

remodelamento na matriz extracelular cardíaca. Esse remodelamento é regulado por enzimas 

proteolíticas como as metaloproteinases de matriz (MMPs) e por diversos outros mediadores 

inflamatórios. Mediante estímulos específicos, essas enzimas podem ser ativadas e alterar a 

homeostase da matriz extracelular, levando a um rearranjo local e consequente perturbação na 

função dos cardiomiócitos, o que pode ocasionar hipertrofia e hiperplasia do tecido cardíaco 

(LEE et al. 1997; THIHAULT et al. 2001). 

A doxiciclina (Dox) foi previamente empregada em diferentes estudos não 

objetivando apenas sua ação primária bacteriostática, mas por suas ações de inibição sobre as 

MMPs em doses sub-microbianas (CASTRO et al., 2011). A interferência de Dox em doenças 

cardíacas, mesmo quando ministrada em doses subantimicrobiais, está relacionada com as 

ações inibidoras sobre as metaloproteinases de matriz (MMP), principalmente as MMP-2 e 9, 

evitando a ocorrência do remodelamento não fisiológico e, consequentemente, prevenindo 

patologias como lesão de isquemia/reperfusão, disfunção contrátil e inflamação da artéria 

coronária (CHEUNG et al., 2000; LÉON et al., 2008; LAU et al., 2009; CADETE et al., 

2012). Sendo um fármaco bacteriostático, a Dox inibe a síntese proteica bacteriana, possuindo 

um largo espectro contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, cocos, aeróbios e 

anaeróbios (SMILACK et al., 1999). Além disso, não sofre influência da administração de 

alimentos, sendo distribuída à maioria dos fluidos, ossos, fígado, baço e dentes. Essa 

tetraciclina é absorvida por via oral (90% a 100%), parcialmente inativada pelo metabolismo 

hepático, atinge seu nível sérico entre 2 a 4 horas e apresenta meia-vida de 12 a 22 horas, 

sendo eliminada pelas fezes enquanto outras tetraciclinas são excretadas por filtração 

glomerular (GRIFFIN et al., 2010).  

Estudos sugerem que a Dox evita o dano tecidual induzido por T. cruzi (no coração e 

na placenta) e diminui a carga parasitária nas vilosidades coriônicas, o que sugere fortemente 

um papel fundamental das MMPs na infecção e invasão do tecido placentário 



Carneiro, A. C. A.                                                                                                      Introdução 

                                                                                         Justificativa 

12 

 

(POTENTIALLY et al., 2012). Além disso, a Dox é conhecida por seu efeito significativo na 

modulação dose-dependente de mediadores inflamatórios (TNF, IL-1beta, IL-6, IL-8, CCL2, 

CCL3 e CCL4) em diferentes tipos de linhagens celulares (JOKS; DURKIN, 2011; LI et al., 

2006). 

Além dos efeitos inibitórios já descritos da Dox nas MMPs em corações infectados 

por T. cruzi (GUTIERREZ et al., 2008), foi mostrado que Dox estava agindo, nos cães 

infectados, através da produção de citocinas, reduzindo, portanto a inflamação cardíaca e as 

manifestações clínicas no estágio final desta infecção (DE PAULA COSTA, et al., 2016). 

Dessa forma, a Dox, ao lado de outros potenciais fármacos, mostra-se promissora no contexto 

da inibição das MMPs e, possivelmente, da resposta inflamatória causadora do “mau 

remodelamento” cardíaco associado à infecção por T. cruzi. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A infecção por T. cruzi ainda é um problema social e acomete milhares de indivíduos 

na América Latina e em outros continentes. Sendo o quadro clínico desta infecção associado à 

resposta inflamatória do hospedeiro mamífero e, não havendo ainda terapia eficaz para 

eliminar este parasito, principalmente na fase crônica da doença estabelecida, é importante 

que alternativas sejam encontradas para amenizar o quadro patológico cardíaco e o risco de 

mortalidade entre os indivíduos infectados pelo parasito. Fármacos que atuem no controle da 

resposta inflamatória poderiam trazer benefícios morfofuncionais ao coração do hospedeiro, 

como fazem os inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), beta-bloqueadores, 

as estatinas e, mais recentemente, fármacos do grupo das tetraciclinas (ex.: Doxiciclinas - 

Dox). As Dox, ao lado de outros potenciais fármacos, são promissoras no contexto da inibição 

das metaloproteinases de matriz e, possivelmente, da resposta imune causadora da inflamação 

cardíaca associada à infecção por T. cruzi. Sabemos que as drogas tripanocidas são 

supressoras de parasitemia e que, para agir no parasito em sua forma intracelular, as doses 

teriam que atingir níveis tóxicos, não devendo ser utilizadas na clínica (BONAINAIN, et al., 

2010). Devido à ineficiência dos atuais tratamentos etiológicos contra o T. cruzi, em 

particular, na fase crônica da doença, estratégias farmacológicas que diminuam ou modulem a 

resposta inflamatória sistêmica e/ou tecidual, poderiam reduzir os danos observados durante a 

cardiopatia chagásica. Neste contexto, além do estudo do Bz, conhecido como o fármaco de 

escolha anti-T.cruzi, propomos a investigação da Dox administrada de forma isolada ou em 

associação com o Bz. Este fármaco poderia atuar minimizando ou revertendo o quadro clínico 

decorrente das respostas inflamatórias do sistema imunológico frente à infecção por T. cruzi, 

o que poderia implicar em uma progressão na qualidade de vida dos pacientes. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 Investigar as ações do tratamento com a doxiciclina (Dox) e de sua combinação com o 

benznidazol (Bz), na resposta inflamatória e fisiopatológica frente à infecção experimental 

por T. cruzi, durante a fase aguda e crônica da infecção, em camundongos C57BL/6. 

3.2. Objetivos específicos 

 Avaliar, os efeitos dos tratamentos com Dox e/ou Bz quanto à replicação dos parasitos 

(parasitemia) na fase aguda e a sobrevida dos animais na fase crônica da infecção; 

 Quantificar a produção plasmática de CCL2, CCL5 e IL-10 nos animais infectados e 

tratados com os respectivos fármacos na fase aguda e crônica da infecção; 

 Avaliar alterações histopatológicas no miocárdio na fase aguda e crônica da infecção; 

 Avaliar as alterações ecocardiográficas, durante a fase crônica da infecção, após 

administração da Dox e/ou do Bz, no início da infecção. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Animais  

Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 machos adultos 

com idade de 6-8 semanas pesando 18-20g. Os animais foram fornecidos pelo Centro de 

Ciência Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e mantidos em 

“racks” ventiladas, sem restrição de água e ração (autoclavadas) nas instalações do CCA. Os 

procedimentos adotados estão de acordo com os princípios éticos de experimentação animal 

pré-estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA), tendo sido aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

UFOP, protocolo nº 2016/63 (Anexo 9.1). 

4.2. Parasitos e infecção 

Foram utilizados parasitos da cepa “VL-10” do T. cruzi armazenados em nitrogênio 

líquido e mantidos in vivo por sucessivas passagens em camundongos Swiss, mantidos no 

CCA-UFOP. 

A infecção intraperitoneal foi feita com a admistração de 5000 formas tripomastigotas 

sanguíneas retiradas de camundongos Swiss próximo ao pico de parasitemia, com o objetivo 

de minimizar a seleção de formas do parasito. O sangue foi diluído em salina 0,9% para ajuste 

da concentração desejada e o inóculo realizado por via peritoneal nos animais com quatro 

semanas de idade. 

4.3. Tratamento, parasitemia e eutanásia  

Os animais foram separados em cinco grupos contendo seis camundongos em cada 

grupo (n=6) e treze camundongos em cada grupo (n=13), para a realização dos experimentos 

de fase aguda e de fase crônica respectivamente, de acordo com a natureza do tratamento. 

Apenas o grupo “1” permaneceu não infectado. Os grupos foram distribuídos de acordo com 

mostrado na tabela 1 e os procedimentos realizados são descritos conforme desenho 

esquemático representado na figura 5. 
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Tabela 1. Distribuição dos grupos experimentais. 

Grupo T. cruzi Machos 

(Fase aguda) 

Machos 

(Fase crônica) 

Tratamento 

1 Não 06 13 Nenhum 

2 Sim 06 13 Nenhum 

3 Sim 06  13 Doxiciclina (Dox) 

4 Sim 06 13 Benznidazol (Bz) 

5 Sim 06 13 Dox + Bz 

*Os animais foram divididos em cinco grupos separadamente, para a realização dos experimentos de fase aguda 

e de fase crônica. 

 

O tratamento com os fármacos Dox e Bz em monoterapia e em associação foi iniciado 

10 dias após a infecção por T. cruzi, e administrados durante 20 dias consecutivos, por via 

oral (gavagem), em um volume diário de 0,2mL (diluídos em PBS + carboximetilcelulose 

(0.5%), sendo as doses diárias de 30mg/kg (Dox) e 100mg/kg (Bz). 

A parasitemia foi medida na fase aguda da infecção através do exame a fresco de uma 

gota (5µl) de sangue obtida pela secção da cauda. As determinações de parasitemia foram 

feitas pelo método descrito por BRENER (1962), para verificar a presença de parasitos 

circulantes.  

 Para os grupos pertencente à fase aguda a eutanásia foi realizada quando os animais 

completaram um mês de infecção, e para os grupos pertencentes à fase crônica a eutanásia foi 

realizada quando os animais completaram doze meses de infecção de acordo com as diretrizes 

de práticas de eutanásia, baseado no Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). No dia da eutanásia, uma amostra de 1,0 ml de sangue foi coletada para 

obtenção de plasma, os animais foram sedados com anestésicos na dose de 80 mg/kg e 

relaxante muscular, na dose de 8 mg/kg via intramuscular. O sangue total foi coletado dos 

vasos adjacentes que irrigam a região do retro orbital utilizando a pipeta pasteur contendo 

heparina, e submetidos à centrifugação refrigerada por 4ºC, à 3500rpm durante 10 minutos, e 



Carneiro, A.C.A.                                                                                          Materiais e Métodos  

20 

 

posteriormente o sobrenadante foi coletado e armazenado em tubos cônicos da marca 

eppendorff de 1,5mL estéril no freezer -80ºC para realização de ensaios imunoenzimáticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Linha do tempo de infecção e tratamento. Camundongos C57BL/6 foram infectados com a cepa 

VL-10 do T. cruzi e tratados com Bz, Dox e a combinação dos dois fármacos por 20 dias. Após um mês, os 

animais de fase aguda foram eutanasiados e o coração foi excisado para a realização de exames histopatológicos 

e o sangue coletado para a realização de imunoensaios. Para os animais pertencentes a fase crônica, após 12 

meses foi realizado o ecocardiograma e, em seguida, os animais foram eutanasiados e o coração foi excisado 

para a realização de exames histopatológicos e o sangue coletado para a realização de imunoensaios. 

 

O coração foi excisado e lavado com PBS 1x para remoção de possíveis coágulos em 

seguida ele foi pesado e seccionado longitudinalmente na metade. Uma secção do coração foi 

armazenado em cassete embebido em formaldeído tamponado a 10%, no dia seguinte, o 

formaldeído foi substituído por álcool 70% e mantido no álcool até o processamento em 

Análise histopatológica 

Dia 365 – Eutanásia (fase crônica) 

Ecocardiografia 

Elisa (CCL-2, CCL-5, IL-10)  
  

Elisa (CCL-2, CCL-5, IL-10)  
  

Análise histopatológica 

Dia 0 - Infecção 

Dia 10 – Tratamento Dox/Bz/Dox + Bz 

Dia 30 – Eutanásia (fase aguda) 

Parasitemia 

Parasitemia Parasitemia 
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resina para possível análise histológica e morfométrica. A outra parte seccionada do coração 

foi armazenada em tubo eppendorf, cada grupo foi identificado corretamente e armazenado 

em freezer -80ºC para análise através de ensaios imunoenzimáticos. Outros órgãos (baço e 

músculo esquelético) foram excisados para futuros estudos que serão desenvolvidos em nosso 

laboratório. Todos os órgãos supracitados foram retirados inteiros, pesados e só depois 

fragmentados para conservação/fixação. 

 

4.4. Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

Ensaios imunoenzimáticos foram empregados para avaliação da produção das 

quimiocinas CCL5 e CCL2 (Peprotech, EUA) e para as citocina anti-inflamatória, 

interleucina-10 (Peprotech, EUA) na fase aguda e crônica da infecção, no plasma dos 

camundongos infectados ou não por T. cruzi e tratados ou não com os fármacos Dox e Bz. Os 

ensaios, assim como a preparação das soluções utilizadas, foram realizados de acordo com o 

protocolo do fabricante (Peprotech, EUA).  

Para os procedimentos foram utilizadas placas de 96 poços (Kasvi) e, em cada poço 

adicionados 100 μl de anticorpo monoclonal contra a proteína (anticorpo de captura), diluídos 

em PBS, sendo estas placas incubadas por 16 horas, à temperatura ambiente. Os anticorpos 

não adsorvidos foram descartados por inversão e através de sucessivas lavagens em PBS-

Tween. Posteriormente as placas foram bloqueadas com 300 μl/poço de uma solução contendo 

PBS-BSA 1%, durante uma hora em temperatura ambiente. As placas foram lavadas 

novamente. As amostras de plasma foram adicionadas em um volume de 25μl para cada poço. 

Concomitante, a proteína investigada foi diluída em várias concentrações para a construção da 

curva padrão e, em seguida as placas foram incubadas por duas horas à temperatura ambiente.  

Após a lavagem dos poços, os anticorpos secundários (anticorpo de detecção) foram 

diluídos em PBS-BSA 0,1% e incubados por duas horas em temperatura ambiente. As placas 

foram novamente lavadas e 100 μl de estreptoavidina ligada à peroxidase em PBS-BSA 0,1% 

adicionados às placas que permaneceram incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente. 

Após as lavagens dos poços, adicionamos o cromógeno para revelação, o cromógeno utilizado 

foi o ABTS. Foram adicionados 100ul de ABTS à temperatura ambiente em cada poço, e em 

seguida as placas foram incubadas à temperatura ambiente até o aparecimento da cor 

(aproximadamente 60 minutos, mas pode variar, por isso deve-se monitorar o 

desenvolvimento da cor a cada 5 minutos). Posteriormente, após o aparecimento da cor foi 
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realizada a leitura no leitor óptico de microplacas utilizando um comprimento de onda de 

405nm e 630nm. A quantificação das quimiocinas e citocinas foi realizada a partir da 

densidade óptica obtida com a curva padrão de concentrações conhecidas dos peptídeos, 

analisadas pelo software SOFTmax PRO 4.0.  

4.5. Processamento do tecido muscular estriado cardíaco para microscopia óptica 

Os animais dos cinco grupos experimentais pertencentes à fase aguda foram 

eutanasiados após um mês de infecção e os animais dos cinco grupos experimentais 

pertencentes à fase crônica foram eutanasiados após doze meses de infecção. Durante esse 

procedimento os fragmentos do coração foram coletados e imediatamente fixados em 

formaldeído tamponado à 10%, no dia seguinte o formaldeído foi substituído e armazenado 

em álcool 70%. Posteriormente os tecidos de fase aguda foram processados e incluídos em 

resina histológica (Historesin - Leica Basic resin©), dessa forma, os blocos foram submetidos 

à microtomia em secções de 3μm de diâmetro para confecção das lâminas que foram, 

posteriormente, coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina – H&E.  

4.6. Técnica de H&E  

Para análise quantitativa e qualitativa do processo inflamatório no tecido cardíaco dos 

animais de fase aguda e crônica da infecção, foi realizada a coloração por H&E em 

fragmentos do coração incluídos em resina. Secções com 3μm de espessura foram submetidos 

à testes de coloração para padronização do tempo, após padronização, os corantes foram 

filtrados, e as cubas foram lavadas em água corrente antes e depois do uso. Dessa forma, para 

os corantes utilizados, os cortes foram corados pela hematoxilina por 7 minutos, lavados em 

água corrente por 1 minuto. Em seguida, os cortes foram corados pela eosina por 3 minutos e 

lavados por 30 segundos em água corrente. Após o último processo de lavagem em água 

corrente, as lâminas contendo os cortes, foram colocadas na placa aquecedora na temperatura 

de 70°C para secagem e, posteriormente montadas com lamínulas e entellan. 

4.7. Análise histopatológica 

Para todas as análises presentes nos cortes histológicos, as imagens foram digitalizadas 

utilizando o microscópio Leica DM5000B com um micro câmera acoplada e processadas por 

meio do programa analisador de imagens Leica QWin V3 no laboratório multiusuários de 

microscopia da Universidade Federal de Ouro Preto. O processo inflamatório foi avaliado 
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através da quantificação de todos os núcleos celulares presentes nos fragmentos do coração 

em 25 imagens aleatórias (35.493,7 μm2) obtidas através da objetiva de 40x e padronizadas 

pelo teste de estabilidade, no programa excel. O mesmo foi determinado pelo número de 

núcleos das células presentes nos animais não-infectados ± desvio padrão. Os animais 

infectados com o T. cruzi que apresentavam valores de quantificação de núcleos celulares 

acima desta média foram considerados com inflamação cardíaca.  

4.8. Ecocardiografia 

A avaliação da função ventricular nos indivíduos chagásicos é essencial, visto a 

elevada prevalência de pacientes cardiopatas crônicos que se apresentam assintomáticos, 

podendo apresentar um considerável aumento da área cardíaca e distúrbios de ritmo e/ou 

condução cardíaca, representando pior prognóstico associado a risco elevado de morte súbita 

(BESTETTI, et al., 1997). A acurácia e a reprodutibilidade do exame ecocardiográfico 

transtorácico em estimar as dimensões e a função do ventrículo esquerdo em roedores têm 

sido confirmadas em uma variedade de estudos (GUAZZI et al., 1999; NIENABER, 

TACHIBANA, NAGA PRASAD, ESPOSITO, WU, MAO & ROCKMAN, 2003; SANTOS 

et al, 2006). 

O exame ecocardiográfico transtorácico foi realizado em parceria com a Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, no Instituto e Centro nacional de biologia estrutural e bioimagem 

quando os camundongos completaram doze meses de infecção, sob anestesia em fluxo 

contínuo de oxigênio misturado ao anestésico, mantendo a frequência cardíaca em valores 

semelhantes entre os grupos para evitar influência da mesma sobre os índices de 

contratilidade cardíaca. O animal anestesiado foi colocado decúbito dorsal em uma mesa 

cirúrgica apropriada para o posicionamento do transdutor no hemitórax esquerdo do animal. 

Foi utilizado o equipamento Vevo 770 da Visual Sonics com o transdutor de 30MHz. As 

imagens foram feitas a uma frequência de cerca de 14MHz, para otimização e resolução e a 

penetração do animal. A partir da visualização do ventrículo esquerdo (corte transversal) foi 

realizada a análise Simpson em modo B (bidimensional) em níveis dos músculos papilares e 

obtida as medidas das seguintes variáveis: fração de ejeção (%EF), variação fracional da área 

(%FAC), volume diastólico final (VDF), volume sistólico final (VSF) e área do ventrículo 

esquerdo (mm2). A análise Simpson em modo M (unidimensional) em níveis dos músculos 

papilares e obtida as medidas das seguintes variáveis: Massa do ventrículo esquerdo (mg), e 

volume sistólico de ejeção (µl). 
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4.9. Analíse Estatística 

Os dados obtidos neste estudo estão apresentados na forma de média ± erro padrão. 

Utilizou-se o programa GraphPad Prism 5 e os dados separadamente foram analisados 

utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov para confirmar os padrões de normalidade. Os testes 

OneWay ANOVA e Kruskal-Wallis foram utilizados para múltiplas comparações com pós-

teste Bonferroni ou Tukey-Kramer e Dunn’s, respectivamente.  E para a comparação dos 

resultados experimentais foi utilizado o teste t-Student, seguido pelo pós-teste Bonferroni. 

Para todas as análises, foi adotado um nível de significância p≤0,05. 
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5. Resultados  
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5. RESULTADOS 

5.1. Parasitemia  

A parasitemia foi determinada por 30 dias nos animais infectados e tratados com os 

diferentes fármacos, o equivalente à fase inicial da infecção. Na figura 6.A, observou-se que 

o tratamento com a Dox não foi capaz de inibir a replicação do parasito, mantendo o seu perfil 

similar ao perfil dos animais sem tratamento.  
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Figura 6: Curva e área sob a curva da parasitemia. Camundongos C57BL/6 foram infectados com a cepa 

VL-10 do T.cruzi e tratados com Bz, Dox e combinações, (n=6/grupo) na fase inicial da infecção. Os dados em 

cada ponto da curva equivalem à média da parasitemia/dia referente a cada grupo (A); Área sob a curva da 

parasitemia calculada após a confirmação da infecção pelo T. cruzi (B). Os dados estão representados como 

média ± desvio padrão, (n = 6), onde o símbolo (#) significa diferença significativa (p≤ 0,05) em relação ao 

grupo infectado não-tratado (Teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey)  

A 

B 
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Por outro lado, o Bz quando administrado em monoterapia e em associação com a 

Dox, reduziu o pico e o perfil da curva de parasitemia. Esses dados da área sob a curva da 

parasitemia estão representados na figura 6.B. O pico de parasitemia dos animais infectados 

com a cepa VL-10 do T. cruzi ocorreu no 25º dia da infecção, como observado na figura 6.A 

e a média da parasitemia ao longo dos dias está representada na tabela 2. Logo após o pico da 

parasitemia é importante observar uma redução da parasitemia tanto no grupo de animais 

tratados com Dox quanto no grupo de animais sem tratamento, no entanto a redução da 

parasitemia ocorre de maneira mais acentuada no grupo tratado com a Dox.  

 Todos os animais que foram infectados apresentaram parasitemia positiva. Além 

disso, conforme os dados respresentados na tabela 2, não foram observadas diferenças 

significativas entre o período pré-patente nos animais do grupo infectado não-tratado (11 dias) 

em relação aos demais grupos (8 dias). Por outro lado, o período patente dos grupos 

infectados e que receberam o tratamento com o Bz e com a combinação, foi significamente 

menor quando comparados ao grupo infectado não-tratado.  

 

Tabela 2. Dados da parasitemia dos grupos experimentais, avaliada durante 30 dias, após a 

infecção com a cepa VL-10 do T. cruzi. 

 

 
*= indica diferença significativa em relação ao grupo infectado não-tratado (Teste t-Student). 

 

Na tabela 3 estão representados os dados da média da parasitemia (análise feita 

durante 21 dias após confirmação da presença do parasito no sangue dos camundongos 

infectados com a cepa VL-10 do T. cruzi), e a média da área sob a curva de parasitemia, assim 

como a correlação do grupo infectado que não recebeu tratamento e dos grupos que 

receberam o tratamento. Os resultados obtidos por análise da área sob a curva (ASC) 

demonstraram que os animais do grupo infectado não-tratado apresentaram maiores níveis de 

parasitemia quando comparados aos grupos que receberam o tratamento com o Bz, e com a 

combinação.  

 

Grupo  Período pré-
patente 

(dias)  

Período patente 
(dias) 

Pico de Parasitemia 
25º dia (média)  

Nº de animais com 
parasitemia 

negativa/total 

T. cruzi 11 ≥19 67.15 0/6 

+ Bz 8 9* 0 0/6 

+ Dox 8 ≥22 86.35 0/6 
+ Combinação 8 11* 0 0/6 
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Tabela 3. Dados da parasitemia dos grupos experimentais, avaliada durante 21 dias, após a 

confirmação da infecção com a cepa VL-10 do T. cruzi. 

 

1 = Desvio Padrão; 

*= Os dados estão representados como média ± desvio padrão, (n = 6), onde o símbolo (*) indica diferença 

significativa (p≤ 0,05) em relação ao grupo infectado não-tratado (Teste One-Way ANOVA, pos-teste de Tukey). 

 

A média dos níveis de parasitemia dos animais infectados não-tratados foi 58 vezes 

maior que a observada no grupo que receberam o tratamento com o Bz, e 14 vezes maior no 

grupo que receberam o tratamento com Bz e Dox.  

 

5.2. Sobrevida dos camundongos na fase crônica  

Os camundongos pertencentes a fase crônica da infecção, foram avaliados quanto a 

sobrevida, durante o período de infecção (doze meses). E de acordo comos dados obtidos, os 

animais infectados com o T. cruzi e tratados com a Dox em monoterapia e com a combinação 

tiveram a menor taxa de sobrevivência, como observado na figura 7. Em contrapartida, os 

animais infectados e tratados com o Bz em monoterapia apresentaram a taxa de sobrevivência 

similar aos animais pertencentes ao grupo controle, ou seja, próximo a cem por cento. 

 

 

 

Grupo  Parasitemia 
(média + DP1) 

Área sob a curva  

(média + DP1) 
Grupo  Correlação 

Área sob a 
curva  (média) 

T. cruzi 584.435 ± 200.68 575.200 ± 194.00 - - 

+ Bz 10.105 ± 4.44* 10.300 ± 4.86* T.cruzi/bz 57.836 
+ Dox 643.284 ± 229.55 633.100 ± 223.70 T.cruzi/dox 0.908 

+ Combinação 41.710 ± 27.06* 40.310 ± 26.83* T.cruzi/combinação 14.269 
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Figura 7: Curva de sobrevida dos camundongos C57BL/6 infectados pelo T. cruzi durante a fase crônica. 

Camundongos C57BL/6 foram infectados com a cepa VL-10 do T.cruzi e tratados com Bz, Dox e combinações, 

(n=6/grupo) na fase inicial da infecção. Os dados em cada ponto da curva equivalem a sobrevivência/dia (em 

porcentagem) referente a cada grupo experimental, descrito conforme legenda. 

 

5.3. Avaliação das citocinas e quimiocinas plasmáticas na fase aguda e crônica da 

infecção experimental pelo T. cruzi  

 A resposta imune advinda dos diferentes tratamentos foi avaliada neste estudo por 

meio de ensaios imunoenzimáticos para as quimiocinas CCL2 e CCL5, bem como para a 

citocina anti-inflamatória IL-10, na fase aguda e crônica da infecção pelo T. cruzi. 

 Quanto a produção plasmática da quimiocina CCL2 e da quimiocina CCL5 durante a 

fase aguda, observou-se uma redução dos níveis das mesmas nos camundongos tratados com 

o Bz e a combinação (Fig.8; A e B), comparado ao grupo infectado não-tratado, e ao grupo 

infectado tratado com a Dox. Já no grupo tratado com a Dox, observou-se que houve um 

aumento dos níveis plasmáticos das quimicionas comparado ao grupo controle, mas não 

houve diferença significativa comparado ao grupo infectado não-tratado.  

Os níveis de citocina regulatória IL-10 dosados no plasma dos camundongos tratados 

estão mostrados na figura 8 (C). Para esta citocina observou-se que o fármaco Dox elevou a 

síntese desta citocina quando comparado aos grupos que receberam o tratamento com o Bz e a 

combinação, mas esse aumento não foi significativo quando comparado ao grupo infectado 

não-tratado. Em contrapartida, o grupo que recebeu o tratamento com Bz, diminuiu a síntese 

de IL-10 quando comparado ao grupo infectado não-tratado. 
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Figura 8: Níveis plasmáticos de CCL-2, CCL5 e IL-10 em camundongos C57BL/6 infectados pelo T. cruzi 

sob diferentes estratégias terapêuticas. Concentração de quimiocinas CCL2 (A, B), CCL5 (C, D) e IL-10 (E, 

F) de camundongos C57BL/6 infectados com a linhagem VL-10 de T. cruzi e tratadas com Bz, Dox e 

combinações durante e fase aguda e crônica da infecção. Os dados são representados como média ± desvio 

padrão (n = 6), onde os símbolos (* e #) significam diferença significativa (p≤0,05) em relação ao grupo controle 

e em relação ao grupo infectado não-tratado, respectivamente (teste One-Way ANOVA, pós-teste de Tukey). 
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Já durante a fase crônica apenas o grupo tratado com a associação dos fármacos 

apresentou alta síntese de quimiocina CCL5 em relação ao grupo controle, como mostra a 

figura 8 (D). Para a quimiocina CCL2, não houve diferença entre os grupos analisados, no 

entanto, para a citocina anti-inflamatória IL-10, a monoterapia com Bz diminuiu seus níveis 

plasmáticos durante a fase aguda e durante a fase crônica da doença, quando comparado ao 

grupo infectado não-tratado, como mostra a Figura 3 (E; F). 

 

5.4. Análise histopatológica do tecido cardíaco na fase aguda e crônica da 

infecção experimental pelo T. cruzi  

O efeito do tratamento com Bz e/ou Dox foi observado sobre as alterações 

histopatológicas cardíacas durante a fase aguda e crônica da infecção experimental pelo T. 

cruzi. Sendo os resultados qualitativos e quantitativos representados na figura 9.  

Na fase aguda todos os animais infectados não-tratados apresentaram processo 

inflamatório cardíaco (Fig. 9/B), sendo o mesmo difuso e discreto, representado pela seta em 

vermelho. Os camundongos tratados com Bz (Fig. 9/C) e a combinação dos fármacos (Fig. 9/ 

E) não apresentaram processo inflamatório cardíaco, no entanto, os camundongos que foram 

tratados com Dox apresentaram processo inflamatório difuso e discreto, sendo similar ao 

grupo de camundongos infectados não-tratados, como evidenciado pela análise quantitativa 

mostrada na figura 9 (F).  

Na fase crônica da infecção não foi observado processo inflamatório nos grupos 

infectados não-tratados, assim como nos grupos que receberam o tratamento figura 9 (G; H; 

I; J e K), mostrado também pela análise quantitativa (Fig. 9/L). 
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Figura 9: Fotomicrografia de cortes histológicos do coração de camundongos C57BL/6 infectados com a 

linhagem VL-10 do T. cruzi, tratados ou não com doxiciclina (Dox) e/ou benznidazol (Bz) na fase aguda e 

crônica da infecção experimental. (A, G) Aspecto histológico cardíaco normal em camundongos C57BL/6 não  

infectados; (B) Infiltrado inflamatório moderado e focal em camundongos infectados e não tratados; (C, I) 

Ausência de infiltrado inflamatório em camundongos infectados tratados com Bz; (D) Processo inflamatório 

discreto e focal em camundongos infectados tratados com Dox; (H) Ausência de processo inflamatório em 

camundongos infectados não tratados; (J) Ausência de processo inflamatório em camundongos tratados com 

Dox; (E, K) Ausência de processo inflamatório em camundongos tratados com a combinação dos fármacos; 

Hematoxilina-Eosina. Ampliação 40x. Barra = 50μm2. (F, L) Análise do infiltrado inflamatório no tecido 

muscular cardíaco em camundongos infectados tratados com Bz, Dox e combinações. Seta (      ) indica presença 

de infiltrado inflamatório. Os dados estão representados como média ± desvio padrão (n = 6), onde os símbolos 

(* e #) significam diferença significativa (p≤0,05) em relação ao grupo controle e em relação ao grupo infectado 

não-tratado, respectivamente (One-Way ANOVA, pós-teste de Tukey). 
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5.5. Marcadores clínicos do prognóstico de alterações cardíacas funcionais 

As análises ecocardiográficas mostraram que a fração de ejeção (%EF), do grupo 

tratado com Bz equiparou ao grupo controle, o que representa uma melhora nesse parâmetro, 

no entanto os outros tratamentos não apresentaram diferença significativa em relação ao 

grupo infectado não-tratado (Fig. 10.A). Já o grupo tratado com a combinação apresentou 

uma redução do parâmetro (%EF), comparado ao grupo que recebeu a monoterapia com o Bz, 

mas não apresentou diferença significativa comparado grupo infectado não – tratado. 

Foi avaliado também, utilizando medidas ecocardiográficas, a variação fracional da 

área (FAC). A FAC bidimensional é um dos métodos mais recomendados para a estimativa 

quantitativa da função ventricular esquerda, sendo esta medida identificada como prognóstica 

independente de insuficiência cardíaca em estudos com pacientes após o acometimento de 

infarto do miocárdio (ANAVEKAR, 2008). As análises mostraram que não houve diferença 

significativa dos grupos que foram infectados e tratados em relação ao grupo infectado não-

tratado, ao contrário do grupo infectado não-tratado, que diminuiu, comparado ao grupo 

controle (Fig. 10.B).  

Já em relação à massa do ventrículo esquerdo (VE), podemos observar, que de acordo 

com as análises ecocardiográficas, houve um aumento significativo do grupo infectado não – 

tratado se comparado ao grupo controle, em contrapartida podemos observar  que em relação 

ao grupo tratado em monoterapia com a Dox, houve uma redução significativa deste 

parâmetro comparado ao grupo infectado não-tratado e ao grupo infectado tratado com Bz, 

sendo que essa redução não foi significativa em relação aos demais grupos (Fig. 10.C).  

Em relação ao volume sistólico de ejeção, as análises ecocardiográficas mostraram que 

houve uma redução significativa, do grupo infectado não-tratado e dos demais grupos que 

receberam o tratamento em relação ao grupo contole, como mostrado na figura 10 (D). O 

volume sistólico de ejeção é o volume de sangue bombeado pelo ventrículo cardíaco esquerdo 

por batimento. 
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Figura 10: Ecocardiograma do coração (VE) de camundongos C57B /6 infectados com a linhagem VL-10 

do T. cruzi, tratados com doxiciclina (Dox) e/ou benznidazol (Bz) na fase aguda e crônica da infecção 

experimental pelo T. cruzi. Representação gráfica dos resultados das análises comparativas da Fração de Ejeção 

(A); Variação da Área Fracionada (FAC%) (B); Massa do ventrículo esquerdo (C); Volume sistólico de ejeção 

(D); Volume diastólico final (E); e volume sistólico final (F), de camundongos C57BL/6 infectados com a 

linhagem VL-10 de T. cruzi e tratados com Bz, Dox e combinações durante a fase crônica da doença. Os dados 

estão representados como média ± desvio padrão (n = 6), onde os símbolos (* e #) significam diferença 

significativa (p≤0,05) em relação ao grupo controle e em relação ao grupo infectado não-tratado, 

respectivamente (teste One-Way ANOVA, pós-teste de Tukey).  
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Por último, em relação ao volume diastólico final, após as análises ecocardiográficas, 

foi observado que houve uma diminuição significava do volume no grupo infectado e tratado 

com Bz e a combinação, comparado ao grupo infectado não – tratado e ao grupo controle. Já 

em relação ao grupo infectado e tratado com Dox, podemos observar que não houve diferença 

significativa comparado ao grupo infectado não – tratado, mas houve uma diminuição 

significativa em relação ao grupo controle (Fig. 10.E). Esse perfil mostrou-se semelhante para 

as análises do volume sistólico dos grupos infectados que receberam tratamento em relação ao 

grupo infectado não - tratado (Fig. 10.F), entretanto, em relação ao grupo controle, não houve 

diferença entre os grupos analisados. 

 

5.6. Síntese dos resultados de fase aguda e crônica da infecção experimental pelo 

T.cruzi 

Resumidamente, nossos resultados mostram que o Bz e sua combinação com Dox 

reduziram a parasitemia, os níveis plasmáticos de CCL2, CCL5, IL-10 e o infiltrado 

inflamatório no tecido cardíaco na fase aguda da infecção. Durante a fase crônica, o 

tratamento com Bz reduziu os níveis plasmáticos de IL-10 e apresentou melhora na fração de 

ejeção; os animais tratados com a combinação dos fármacos reduziram os níveis plasmáticos 

de IL-10 e apresentaram melhora no volume sistólico final, como mostrado pela figura 11. 

Além disso, os animais tratados com Dox também tiveram uma melhora na massa relativa do 

VE.  
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Figura 11: Resultados experimentais comparativos da parasitemia, marcadores inflamatórios (CCL-2, 

CCL-5 e IL-10), inflamação e fração de ejeção (%EF) de camundongos C57B /6 infectados com a 

linhagem VL-10 de T. cruzi, tratados com doxiciclina (Dox) e/ou benznidazol (Bz) na fase aguda e crônica 

da infecção. Camundongos tratados com Bz na fase aguda (A); Camundongos tratados com Dox na fase aguda 

(B); Camundongos tratados com a combinação na fase aguda (C); Camundongos tratados com Bz na fase 

crônica (D); Camundongos tratados com Dox na fase crônica (E); e Camundongos tratados com a combinação 

na fase crônica (F). Todos os grupos infectados que receberam tratamento foram comparados com os 

grupos infectados não-tratados. Os dados estão representados como média + desvio padrão, (n = 6), onde (*) 

(p≤ 0,05), (**p≤ 0,005) e (***) (p≤ 0,0005) indica diferença significativa entre os grupos (teste t-Student, 

seguido pelo pós-teste Bonferroni).  
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6. DISCUSSÃO 

 

A DC é considerada uma doença negligenciada, e é comumente encontrada na lista de 

doenças tropicais mais negligenciadas do mundo. Apesar de as pesquisas se concentrarem na 

busca de novos fármacos para o tratamento da doença, sabe-se que atualmente somente dois 

fármacos são utilizados clinicamente, o nifurtimox e o Bz (COURA; DE CASTRO, 2002). 

Esses fármacos, foram desenvolvidos há quatro décadas e são considerados eficazes 

principalmente na fase aguda da doença. No entanto, apresentam efeitos colaterais adversos e 

baixa eficácia na fase crônica da doença. 

Neste sentido, tem-se a necessidade da investigação de mais opções terapêuticas, não 

somente em monoterapia, mas também em associação com outros fármacos com o intuito de 

reduzir a toxicidade e aumentar a eficácia do tratamento na fase crônica da doença. Com esse 

intuito, o nosso estudo buscou investigar a ação da doxiciclina para o tratamento da DC, um 

fármaco da família das tetraciclinas, conhecido pela sua ação bacteriostática, mas que tem 

sido alvo de pesquisa para algumas doenças causadas por protozoários como a malária e a 

tripanossomíase africana (BRIOLANT et. al., 2010; LANDER et. al., 2013). 

Sabe-se, portanto, que a progressão da DC está intimamente relacionada com a 

replicação do parasito na corrente sanguínea durante a fase aguda e que o Bz, utilizado como 

fármaco de escolha para o tratamento da DC no Brasil, é reconhecido principalmente por sua 

ação tripanocida. No entanto, para saber o quanto este fármaco foi eficaz na redução dos 

níveis de parasitemia, e a ação da Dox no controle da replicação do parasito, tanto 

monoterapia quanto em associação com o Bz, foi realizado uma curva de parasitemia. 

De acordo com os nossos resultados, o tratamento específico com Bz e a combinação 

na fase inicial da infecção foram eficazes na redução dos níveis de parasitemia na infecção 

experimental pelo T. cruzi em camundongos. Dessa forma, é possível sugerir que, como a 

carga parasitária está intimamente relacionada à resposta inflamatória, fármacos que reduzam 

a parasitemia possivelmente reduzirão o processo inflamatório sistêmico e/ou local (CALDAS 

et al., 2008).  

Na fase crônica, diferentemente da fase aguda, a parasitemia é sub-patente, de maneira 

que o parasito não é encontrado facilmente na corrente sanguínea. Por essa razão, são 
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necessários métodos parasitológicos indiretos para a detecção do mesmo, dentre eles, os 

métodos sorológicos para reconhecimento de anticorpos do parasito (COURA & CASTRO, 

2002; LANA & MARTINS-FILHO, 2015).  

Por sua vez, os camundongos que evoluiram para a fase crônica da infecção foram 

avaliados quanto à taxa de sobrevivência. De acordo com nossos resultados, para a cepa VL-

10, os camundongos infectados e tratados com a Dox em monoterapia e em combinação com 

Bz apresentaram menor taxa de sobrevivência, similar ao grupo infectado não-tratado. Já o 

grupo tratado com o o Bz em monoterapia apresentou maior taxa de sobrevivência. Esse dado 

contradiz resultados de estudos que já demonstraram que a cepa VL-10 foi caracterizada 

como resistente ao tratamento com o Bz (BRENER, 1987). 

Concomitantemente, a resposta inflamatória sistêmica ou local frente a infecção pelo 

T. cruzi, pode ocorrer uma resposta imune exacerbada na ausência de mecanismos de controle 

por parte do hospedeiro, no intuito de controlar a replicação do parasito e com isso ocasionar 

danos nos tecidos e a consequente morte do hospedeiro. Por outro lado, a ausência ou redução 

da resposta inflamatória pode conduzir a uma replicação excessiva do parasito. Logo, um 

equilíbrio entre estes fatores (parasito e hospedeiro) contribui para a perpetuação da doença 

no hospedeiro mamífero (TALVANI & TEIXEIRA, 2011). 

Podemos citar a cardiopatia chagásica como um dos eventuais danos teciduais 

causados pela resposta imune exacerbada, observada em seres humanos. Em modelos 

experimentais a cardiopatia chagásica apresenta um perfil inflamatório dependente de uma 

série de citocinas e quimiocinas para a ativação e recrutamento das células imunes para o sítio 

de lesão (TALVANI et al., 2000). 

 No presente estudo experimental, levando em consideração as peculiaridades do 

modelo utilizado, avaliamos o perfil inflamatório pela análise da expressão da quimiocina 

CCL2 e CCL5 e da citocina IL-10, no plasma dos camundongos infectados pelo T. cruzi 

durante a fase aguda e crônica da infecção. Diversos trabalhos já mostraram que tanto a 

expressão quanto a produção de marcadores inflamatórios estiveram aumentados na fase 

aguda e crônica da infecção (TALVANI et. al., 2000; HARDISON et al., 2006; PENITENTE 

et. al., 2015) e, ainda estavam relacionados com a virulência da cepa do T. cruzi (GUEDES et. 

al., 2011.). Além disso, Talvani et al. (2004) demonstraram que a CCL2, assim como o TNF 

são marcadores não só da disfunção cardíaca, por induzirem inflamação no miocárdio do 

paciente chagásico. Em nosso estudo, mostramos que a monoterapia com Bz e a combinação 
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foram capazes de reduzir os níveis plasmáticos da quimiocina CCL2 e CCL5, na fase aguda 

da infecção, corroborando o estudo de Penitente & Leite et al., (2015). No grupo tratado 

apenas com Dox, observamos um aumento nos níveis plasmáticos de quimiocinas em 

comparação ao grupo controle, mas não houve diferença em relação ao grupo infectado não-

tratado. 

Alguns autores sugerem, ao contrário de nossos resultados, que o tratamento com este 

fármaco levaria a um forte decréscimo na expansão clonal de células T, resultando em uma 

redução dos marcadores inflamatórios, principalmente citocinas e quimiocinas, produzidos 

por essa população celular, culminando em uma menor expressão de metaloproteinases de 

matriz (MMPs) e marcadores inflamatórios (KROON & TAANMAN, 2015). Nesse sentido, a 

redução na expressão e produção de marcadores inflamatórios tem sido descrita para 

tratamentos com a Dox em modelos experimentais e humanos, como a redução da expressão 

de citocinas pró-inflamatórias na presença de baixas doses de Dox em queratinócitos 

humanos, CCL2 em células epiteliais pulmonares, produção de marcadores inflamatórios 

durante a fibrose cística de células epiteliais brônquicas e citocinas pró-inflamatórias em 

pacientes com tifo (CHUNG et. al., 2008; BENSMAN et. al., 2012; DI CAPRIO et. al., 

2015). 

Ainda, se correlacionarmos a tripanossomíase americana com esquemas terapêuticos 

envolvendo a Dox, encontraremos trabalhos mostrando que o fármaco leva a um 

remodelamento da matrix extracelular, podendo dificultar a invasão do parasito nas células 

hospedeiras, além de estar relacionada, em modelo murino, com a sobrevida de animais 

infectados pelo T. cruzi e redução da inflamação em tecido cardíaco (GUTIERREZ et. al., 

2008; CASTILLO et. al., 2012).  

Durante a fase crônica da infecção, alguns autores já demonstraram que o tratamento 

com o Bz induziu importante modulação do sistema imune, levando a uma redução na 

produção de marcadores inflamatórios e promovendo uma resposta reguladora (SATHLER-

AVELAR et. al., 2008). No entanto, nossos resultados foram controversos, já que o grupo 

tratado com a associação dos fármacos apresentou alta síntese de quimiocina CCL5. Para a 

quimiocina CCL2, não houve diferença entre os grupos analisados. Isso ocorreu 

possivelmente devido à diferença na cepa do parasita utilizado, uma vez que o processo 

inflamatório com a cepa VL-10 é menor em comparação com cepas mais virulentas, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sathler-Avelar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18248755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sathler-Avelar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18248755
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consequentemente alterando a produção do mediador inflamatório (PENITENTE et. al., 

2015). 

Em relação à citocina anti-inflamatória IL-10, a monoterapia com Bz diminuiu seus 

níveis plasmáticos durante a fase aguda e crônica da infecção. Um fator relevante na atividade 

imunorreguladora dessa citocina contra a infecção por T. cruzi é a evidência de que o RNAm 

da IL-10 já é detectado 15 dias após a infecção, sugerindo sua participação desde os eventos 

iniciais da doença (GOLGHER & GAZZENELLI, 2004). Além disso, alguns autores 

sugeriram que a IL-10 tem um papel importante na infecção e controle da replicação do 

parasito no tecido cardíaco e outros tecidos durante a fase crônica da doença, regulando dessa 

forma, a resposta inflamatória do tipo Th-1 (GOMES et. al., 2003).  

As quimiocinas CCL2 e CCL5 têm sido amplamente associadas ao recrutamento de 

leucócitos (monócitos e linfócitos) para focos inflamatórios que combatem a infecção pelo 

parasito, mas essa infiltração inevitavelmente resulta em danos aos tecidos do hospedeiro 

(TALVANI et. al., 2000, TEIXEIRA et. al., 2002, PAIVA et. al., 2009). Alguns estudos, 

mostraram que camundongos sem o receptor CCL5 são mais suscetíveis à infecção pelo T. 

cruzi devido à redução da migração celular nos tecidos infectados (MACHADO et al, 2005; 

HARDISON et al., 2006). O CCL2 em altas concentrações foi previamente descrito no soro 

de pacientes chagásicos e associado a diferentes níveis de disfunção cardíaca (TALVANI, et 

al, 2004a). Por outro lado, estudos anteriores demonstraram que a IL-10 protege contra a 

miocardite aguda fatal em um modelo murino de infecção por T. cruzi (ROFFE et. al., 2012).  

Na fase aguda da infecção, a resposta imunológica exacerbada é normalmente 

observada no miocárdio de indivíduos infectados, levando a danos associados que em casos 

extremos pode levar a uma resposta inflamatória sistêmica e até mesmo à morte (LARANJA, 

1949; ROSSI, 1991; GUTIERREZ et al., 2009). Por outro lado, esta resposta inflamatória, 

considerada necessária para o controle do parasita, pode reduzir a infiltração inflamatória e 

eventualmente evitar danos teciduais (MELO et. al., 2011). De modo geral, o processo 

inflamatório tem sido sugerido como o fator mais importante na doença de Chagas aguda e 

crônica, tanto em humanos quanto em modelos experimentais (LANNES-VIEIRA et al. 2009, 

TALVANI & TEIXEIRA, 2011). Independentemente do modelo experimental estudado, a 

resposta inflamatória desencadeada por infecção ou dano tecidual envolve a recrutamento 

coordenado de componentes do sangue para o local da infecção ou lesão (RODRIGUES et. 

al., 2010), no entanto, ao se discutir as alterações patológicas na infecção pelo T. cruzi, a 
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diferença entre os modelos experimentais utilizados (espécies diferentes dos hospedeiros) 

torna-se um relevante aspecto a ser considerado. 

No presente estudo, o tratamento com o Bz e com a combinação com Dox na fase 

aguda foi capaz de reduzir a inflamação no tecido muscular cardíaco durante a infecção 

experimental pelo T. cruzi. No entanto na fase crônica, o processo inflamatório não foi 

evidenciado. Caldas et al., (2008) mostraram que o tratamento específico na fase inicial da 

infecção é eficaz na redução dos níveis de parasitemia na infecção experimental pelo T. cruzi 

em camundongos, mas o seu sucesso na prevenção de alterações cardíacas na fase crônica 

seria cepa-dependente. Adicionalmente, estudos anteriores mostraram que a cepa VL-10 

induz elevada inflamação e destruição tecidual em camundongos Swiss e cães (CALDAS et 

al., 2013; BAHIA et al., 2012). Todavia, em nosso estudo, camundongos C57BL/6 infectados 

com a cepa VL-10, pode-se observar que a produção de mediadores inflamatórios no plasma, 

bem como o infiltrado inflamatório não foram intensos durante a fase crônica da doença, 

como observados para os camundongos Swiss. 

Por outro lado, o tratamento com a Dox na fase aguda da doença, não foi capaz de 

reduzir o processo inflamatório. A interferência da Dox nas cardiopatias, mesmo quando 

administrada em doses subantimicrobianas, está relacionada à sua ação inibitória sobre as 

metaloproteinases da matriz (MMPs), principalmente MMP-2 e 9, evitando a ocorrência de 

remodelamento não fisiológico e, consequentemente, prevenindo doenças como lesão por 

isquemia/reperfusão, disfunção contrátil e inflamação da artéria coronária (LAU et. al., 2009; 

CADETE et. al., 2012). 

Sabe-se, ainda, que o processo inflamatório decorrente da resposta imune do 

hospedeiro contra o T. cruzi na fase aguda da infecção pode levar a alterações na 

funcionalidade do coração, e que não existe um fármaco eficaz na fase crônica da infecção 

capaz de reverter o quadro clínico do paciente sem causar danos colaterais. Porém, estudos 

demonstram, que o tratamento com o Bz em fase aguda, mesmo sem levar a cura, proporciona 

melhora no quadro clínico (GARCIA-ALVAREZ et. al., 2010). Fato é que a infecção pelo T. 

cruzi conduz a falhas na funcionalidade do coração, principalmente no ventrículo esquerdo 

(MARIN-NETO et al. 2007; DE OLIVEIRA et. al., 2016) e nossos dados mostraram que a 

infecção, levou a um débito funcional neste órgão, mas que o tratamento com o Bz e/ou Dox 

promoveu a melhora de alguns parâmetros ventriculares cardíaco, como a fração de ejeção. 
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Estudos já apontaram que a determinação da diminuição da fração de ejeção do VE se 

tornou uma variável importante na determinação prognóstica dos pacientes chagásicos. Além 

disso, MIGLIORE et al (2004) demonstraram existir uma intensa associação entre piora da 

função diastólica e aumento das dimensões do átrio e ventrículo esquerdo e diminuição da 

fração de ejeção de VE. Em relação a esse parâmetro, nossos dados mostraram que a fração 

de ejeção diminuiu no grupo infectado não-tratado em relação em grupo controle, e aumentou 

no grupo tratado com o Bz em relação ao grupo infectado não-tratado, entretanto os demais 

tratamentos não resultaram em diferença significativa em relação ao grupo infectado não-

tratado, portanto houve uma melhoria nesse parâmetro apenas no grupo tratado com Bz. 

Em relação ao tratamento com a Dox, publicações prévias mostraram que tratamento 

com este fármaco levava a uma melhora da função do ventrículo durante tromboembolismo 

pulmonar agudo e também melhora funcional cardíaca em terapia pós-infarto do miocárdio 

possivelmente por promover agregação de colágeno e aperfeiçoar as ações do peptídeo 

natriurético atrial (NETO-NEVES et. al., 2013; FANA et. al., 2014; ZHU et. al., 2015). Nesse 

sentido, nossos resultados foram contrários a literatura, uma vez que os animais que 

receberam tratamento com a Dox, diminuíram sua massa, mas não apresentaram melhoria 

funcional cardíaca em outros parâmetros analisados. No entanto, estudos ecocardiográficos 

permitem a hipótese que a massa ventricular esquerda possa ser uma variável relevante no 

prognóstico de portadores de insuficiência cardíaca em pacientes cardiopatas (SIMÃO 

FILHO, 1998). O aumento da massa do VE é um fator de risco importante para o 

desenvolvimento da queda da fração de ejeção e consequentemente ao surgimento de 

insuficiência cardíaca (OH JK, 2006). 

 Outro parâmetro analisado utilizando as medidas ecocardiográficas foi a variação 

fracional da área. Para essse parâmetro analisado, o grupo infectado não-tratado foi menor 

comparado ao grupo controle. Podemos sugerir, neste caso, que esse resultado está 

diretamente relacionado com a massa do ventrículo esquerdo, uma vez que para o grupo 

infectado não-tratado sua massa aumentou em relação ao controle, e, portanto, sua 

elasticidade consequentemente diminuiu, levando a uma queda da fração de ejeção. 

Em relação ao volume sistólico de ejeção, tanto o grupo infectado não-tratado quanto 

os grupos que receberam tratamento, tiveram o seu volume reduzido em relação ao controle. 

Apesar de esse parâmetro analisado não ter apresentado diferença dos grupos tratados em 

relação ao grupo infectado não-tratado individualmente, sua importância reside no fato de que 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neto-Neves%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24199964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25724785
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seu resultado é utilizado para o cálculo da fração de ejeção, juntamente com o volume 

diastólico final e portanto, independe desta diferença.   

Ao analisar o volume diastólico final, observamos que houve uma diminuição 

significativa nos grupos tratados com Bz e no grupo tratado com a combinação dos fármacos, 

em comparação com o grupo infectado não-tratado e com o grupo controle, diferentemente do 

volume sistólico final, no qual essa diferença é observada apenas em comparação com o 

grupo infectado não-tratado.  Esse resultado sugere que tanto no grupo tratado com o Bz 

quanto no grupo que recebeu o tratamento com a associação dos fármacos, o volume de 

sangue no ventrículo esquerdo ao fim da contração não alterou em relação ao controle, mas 

diminuiu em relação ao grupo infectado não-tratado, confirmando uma disfunção cardíaca no 

grupo infectado não-tratado e uma melhora funcional cardíaca nos grupos que receberam os 

tratamentos com o Bz em monoterapia e em combinação com a Dox. 

Por outro lado, alguns autores sugerem que a diminuição no volume diastólico final 

(volume de sangue logo antes do início da contração do coração) pode ser o resultado de uma 

diminuição na complacência e relaxamento diastólico ventricular diminuído na cardiopatia 

hipertrófica chagásica, consequentemente, o volume de ejeção ventricular pode ser 

gravemente reduzido (VASAN,1999). É importante acrescentar que, ao contrário de estudos 

anteriores que sugerem ser a disfunção diastólica mais precoce do que a disfunção sistólica na 

doença de Chagas, o estudo com Doppler tecidual tem demonstrado que a disfunção sistólica 

também se apresenta precocemente na cardiopatia chagásica e que, provavelmente, os 

métodos para análise da função sistólica nestes estudos não eram sensíveis o bastante para a 

detecção de anormalidades contráteis menos pronunciadas (BARROS et al, 2001).  

 Enfim, diferentes hipóteses têm sido propostas para explicar a cardiomiopatia na 

doença de Chagas, suas consequências fisiológicas e funcionais que alteram o quadro clínico 

do paciente na fase crônica da doença. Bem como, tem sido investigado fármacos que atuem 

indiretamente e diretamente sobre a resposta imune do hospedeiro, eliminando o parasito 

durante a fase aguda e dessa forma, minimizando os danos teciduais observados durante a 

cardiomiopatia chagásica. Sabemos que o Bz é o fármaco mais utilizado disponível para o 

tratamento da DC, no entanto, seu efeito na fase crônica da doença é ainda controverso, pois 

quando não ocorre a eliminação de toda a carga parasitária ainda na fase aguda da doença, o 

paciente pode evoluir para a fase crônica. Segura et al. (1994), não observaram diminuição 

significativa na miocardite em camundongos tratados com Bz durante a fase crônica da 
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infecção, enquanto no trabalho de Andrade et al. (1989), quando a cura parasitológica foi 

alcançada, os camundongos tratados com Bz tiveram uma diminuição da incidência de 

miocardite.  

 Nossos dados mostraram que o tratamento com o Bz, e com a combinação com Dox 

causou uma diminuição na carga parasitária, em alguns marcadores inflamatórios (CCL-2, 

CCL-5 e IL-10), na inflamação, durante a fase aguda da infecção, bem como em alguns 

parâmetros cardíacos durante a fase crônica. Neste sentido, podemos sugerir que o Bz 

administrado em monoterapia ou em associação com a Dox é capaz de atuar minimizando os 

danos cardíacos, característica da DC. Ao passo que a Dox, em monoterapia precisa ser 

melhor investigada, principalmente na fase crônica da infecção.  
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7. CONCLUSÃO 

A monoterapia com Bz e, parcialmente a terapia em combinação com Dox, quando 

administrada na fase inicial da infecção pelo T. cruzi, mostrou-se promissora na redução da 

parasitemia, marcadores inflamatórios plasmáticos, inflamação no tecido muscular cardíaco 

durante a fase aguda do presente modelo de infecção pelo T.cruzi, cepa VL-10, em 

camundongos C57BL/6, bem como melhora na alguns parâmetros ecocardiográficos, como 

fração de ejeção e volume sistólico, durante a fase crônica da infecção experimental pelo T. 

cruzi. 
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9.1. Protocolo CEUA aprovado (2016/63)  
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