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RESUMO 

 

A doença de Chagas (DCh) e seu tratamento permanecem negligenciados e ainda 

constitui um sério problema de saúde pública na América Latina. O benznidazol (BZ) é 

atualmente o único fármaco disponível no Brasil para o tratamento da DCh, 

apresentando efeitos colaterais graves, limitada e variável eficácia terapêutica, 

especialmente na fase crônica da doença. Após os ensaios clínicos feitos no Brasil 

demonstrarem que os derivados azólicos de primeira geração não promoveram cura 

parasitológica e nem impediram a progressão da DCh em humanos, os estudos de 

associação de fármacos desta classe de compostos com BZ passaram a ser estimulados. 

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar a ação terapêutica do BZ, 

itraconazol (ITRA) e de sua associação (BZ+ITRA), em cães infectados com cepa VL-

10 do Trypanosoma cruzi (T. cruzi) tratados durante a fase aguda da infecção e seu 

impacto na evolução clínica da doença. O modelo cão foi utilizado por ser considerado 

ideal para o estudo da DCh e seu tratamento, pois reproduzem as fases aguda e crônica da 

doença e a manifestação clínica mais importante, a cardiopatia chagásica crônica. Para tal, 20 

cães jovens sem raça definida foram inoculados via IP com 2000 tripomastigotas 

sanguíneas de T. cruzi/kg, e divididos em 4 grupos: I – tratados com BZ: 7 mg/kg em 

duas doses diárias; II – tratados com ITRA: 6 mg/kg/dia; III – tratados com BZ+ITRA 

na mesma posologia da monoterapia; IV – grupo controle infectado não tratado. Os 

animais foram tratados a partir do primeiro dia de parasitemia patente por 60 dias 

consecutivos. Foram realizados exames de sangue a fresco, hemocultura, reação em 

cadeia da polimerase (PCR) em eluato de sangue, sorologia convencional (ELISA), 

PCR quantitativa e histopatologia de tecido cardíaco. Após 18 meses das repetidas 

avaliações dos animais, foi possível observar uma melhor atividade terapêutica da 

associação de BZ+ITRA do que nos grupos tratados com ITRA e BZ em monoterapia. 

De acordo com o critério de cura estabelecido pelo Ministério da Saúde (2016), o cão 

B8, tratado com BZ+ITRA, apresentou na sua última avaliação resultados negativos nos 

testes parasitológicos e na ELISA, sugerindo estar curado. Já o cão B4 tratado com 

ITRA e o cão B7 tratados com BZ+ITRA, apresentaram avaliações parasitológicas 

negativas, exceto sorologia convencional. Contudo, para a melhor compreensão da cura 

efetiva dos animais ainda seriam necessárias mais avaliações a longo prazo ou técnicas 

alternativas. 
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ABSTRACT 

 

Chagas disease (CD) and its treatment remain neglected and constitutes a serious 

public health problem in Latin America. Benznidazole (BZ) is currently the only drug 

available in Brazil for its treatment, presenting serious adverse effects, limited and 

variable therapeutic efficacy, especially in the chronic phase of the infection. After 

clinical trials in Brazil demonstrate that the first-generation of azole derivatives did not 

promote parasitological cure and did not prevent the progression of CD in humans, 

studies of the association of this class of compounds with BZ have been stimulated. The 

aim of this study was to evaluate the therapeutic action of BZ, itraconazole (ITRA) and 

its combination (BZ+ITRA) in dogs infected with VL-10 Trypanosoma cruzi (T. cruzi) 

strain treated during the acute phase and its impact on the disease evolution. The dog 

model was used because is considered the ideal model for the study of CD and its 

treatment, because they reproduce the acute and chronic phases of the disease and the most 

important clinical manifestation, chronic chagasic cardiopathy. Then, 20 young mongrel dogs 

were inoculated via IP with 2000 T. cruzi trypomastigotes/kg and divided into 4 groups: 

I – treated with BZ: 7mg/kg in two daily doses; II – treated with ITRA: 18 mg/kg/day; 

III – treated with BZ ITRA in the same dosage of monotherapy; IV – infected not 

treated control group. The treatment started from the first day of patent parasitemia for 

60 consecutive days. Fresh blood exam, hemoculture, polymerase chain reaction (PCR) 

in blood eluate, conventional serology (ELISA), cardiac tissue quantitative PCR and 

histopathology. After 18 months of repeated evaluations of the animals, the therapeutic 

activity was better in the group that received the combination of BZ+ITRA, followed by 

the groups treated with ITRA and BZ alone, respectively. According to the curing 

criterion established by MS (2012), the dog B8 treated with BZ+ITRA seems to be 

cured, because it presented negative results in the parasitological tests and in the 

ELISA. The dog B4 treated with ITRA and the dog B7 treated with BZ+ITRA had all 

negative parasitological evaluations, except in conventional serology. However, more 

evaluations for long time would be needed to better understanding the effective cure of 

the animals or alternative techniques.  

Key words: Acute Chagas disease, chemotherapy, treatment association, benznidazole, 

itraconazole, dog model. 
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1 INTRODUÇÃO 

   

 

1.1 A doença de Chagas e o Trypanosoma cruzi  

 

A DCh ou Tripanosomíase Americana, descoberta e descrita por Chagas (1909), é 

ainda negligenciada e na América Latina constitui um sério problema de saúde pública 

(HOTEZ et al., 2006; SCHMUNIS e YADON, 2010; WHO, 2010). Seu agente 

etiológico é o Trypanosoma cruzi, protozoário com uma população heterogênea e 

complexa (DOYLE et al., 1984; TIBAYRENC, 2003), cujo ciclo biológico alterna entre 

hospedeiros invertebrados (triatomíneos vetores da família Reduviidae) e vertebrados de 

diversas ordens, incluindo o homem. A transmissão da DCh para os seres humanos 

ocorre pelos mecanismos principais (vetorial, transfusão sanguínea, oral, congênita e 

pelo canal do parto) e secundários (acidentes de laboratório, manuseio de animais 

infectados, ingestão de carne crua por canibalismo, transplante de órgãos de doadores 

infectados, transmissão sexual e outros (COURA, 2015). 

Uma vez o indivíduo infectado, estabelece-se uma relação entre o hospedeiro e o 

parasito que pode durar por toda a vida, embora casos de auto-cura em humanos já 

tenham sido relatados (ZELEDON et al., 1988; FRANCOLINO et al., 2003). 

Carlos Chagas definiu duas fases evolutivas na doença: aguda e crônica 

(CHAGAS, 1909). Na fase aguda a maioria dos indivíduos é assintomática (95%) e 

somente 5% apresentam sintomas diversos, observados principalmente em crianças 

abaixo de cinco anos ou imunossuprimidas, sendo na maioria das vezes 

oligossintomática. Do ponto de vista laboratorial, a fase aguda corresponde a um 

período de parasitemia patente, no qual o parasito é encontrado com facilidade no 

sangue periférico, por meio de exame direto do sangue (BRENER, 1962), bem como 

nos tecidos em preparações histológicas. A fase aguda evolui naturalmente para a fase 

crônica, caracterizada pela dificuldade de detecção do parasito no sangue periférico, 

desaparecimento das manifestações clínicas, queda progressiva até desaparecimento de 

IgM (que pode permanecer em alguns casos) e elevação dos anticorpos específicos da 

classe IgG. Nesta fase da doença a maioria dos pacientes apresentam a forma clínica 

indeterminada, assintomática (PRATA, 2001). Cerca de 20-30% dos pacientes crônicos 

desenvolvem alterações cardíacas, 10% alterações no trato digestivo (megaesôfago e/ou 



CUNHA, E. L. A.  Introdução 

21 

 

megacólon), ou a associação destas alterações, denominada forma mista da doença. 

Quando desenvolve a forma cardíaca da doença, o paciente pode apresentar 

cardiomegalia, arritmias ou insuficiência cardíaca devido a cardiomiopatia inflamatória 

fibrosante (PRATA, 2001; RASSI et al., 2010). 

 

1.2 O cão como modelo experimental na doença de Chagas 

 

O cão juntamente com o gato, foram as primeiras espécies animais que 

apresentaram o parasito T. cruzi, e nele foram feitos os primeiros estudos experimentais 

por Chagas (1909). Animais como os cães são reservatórios domésticos do T. cruzi 

podendo desenvolver manifestações graves da doença transmitida tanto por vetores ou 

sua ingestão, o que reforça seu importante papel na epidemiologia da doença 

(GURTLER, 2007). A infecção por T. cruzi causa intensa mortalidade nestes animais, 

principalmente na fase aguda da infecção natural (GURTLER, 2007) e experimental 

(LANA et al., 1992). A prevalência da infecção por T. cruzi em cães tem sido descrita e 

elevada em países tais como Paraguai (FUJITA et al., 1994), Argentina e Venezuela 

(GURTLER, 2007). Infecção natural sintomática tem sido descrita no Sul dos Estados 

Unidos (KJOS et al., 2008), diferentemente do que se observa no Brasil onde o 

isolamento do parasito por hemocultura e xenodiagnóstico tem sido rara (ROQUE et al., 

2008; NOIREAU et al., 2009), embora os cães estejam expostos à infecção natural pelo 

vetor ou oral (ingestão do vetor infectado, alimentos contaminados e canibalismo de 

outros animais infectados). 

O cão tem sido descrito como modelo ideal para os estudos em doença de 

Chagas. Esses animais têm um tempo de vida média longo, aproximadamente 20 anos e 

reproduzem bem as fases aguda e crônica da doença (ANDRADE, 1984; TAFURI et 

al., 1988), com evidentes sinais clínicos (PELLEGRINO, 1946; GOBLE, 1952; 

LARANJA, 1953; KRAMER Jr, 1972), parasitemia patente, resposta imune humoral e 

celular (LANA et al., 1991; GUEDES et al., 2010), lesões e alterações cardíacas 

(ANSELMI et al., 1967; ANDRADE, 1984; LANA et al., 1992) e sintomas 

neurológicos (CAMPOS, 1927; GOBLE, 1952; KOEBERLE, 1958), de forma 

semelhante ao que é observado na doença humana.  

Além de reproduzirem os sinais clínicos, o modelo cão possui uma grande 

similaridade com a morfofisiologia cardíaca humana (LUMB et al., 1959; MIROWSKI 
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et al., 1970), sendo ideal para a visualização das alterações cardíacas decorrentes da 

DCh, consideradas as mais graves manifestações da doença. Manifestações e alterações 

digestivas foram relatadas por Okumura e Correa Neto (1961) em cães, no entanto, não 

reproduzida por outros autores.  

Desde a década de 80, o cão tem sido utilizado como modelo experimental por 

nossa equipe do laboratório em estudos sobre a DCh. Tafuri et al. (1988) e Lana et al. 

(1992), utilizaram cães sem raça definida para avaliação do desenvolvimento da doença. 

Os autores demonstraram o desenvolvimento e reprodutibilidade da cardiopatia 

chagásica crônica fibrosante difusa neste modelo, muito semelhante à doença humana, 

acompanhada de alterações eletrocardiográficas compatíveis. Os achados 

eletrocardiográficos nem sempre são associados à presença do parasito, sugerindo a 

participação do sistema autoimune no desenvolvimento da fibrose cardíaca, com 

consequente alterações de sua fisiologia (LARANJA, 1953; LARANJA e ANDRADE, 

1980; TAFURI et al., 1988).  

Pode-se concluir que o modelo cão atende os pré-requisitos exigidos de um 

modelo adequado para o estudo da DCh, por ser susceptível à infecção, reproduzir as 

fases aguda e crônica da doença bem como suas diversas formas clínicas do ponto de 

vista morfofisiológico e clínico, permitir a demonstração do parasito no sangue e 

tecidos dos animais e apresentar resposta imune celular e humoral semelhante ao 

homem (WHO, 1984). 

 

1.3 Quimioterapia da doença de Chagas humana e no modelo cão 

 

Desde a descoberta da DCh (CHAGAS, 1909), pesquisadores buscam por uma 

terapia medicamentosa ideal para o tratamento da doença. Apenas nas décadas de 60 e 

70, surgiram dois fármacos com relativo sucesso terapêutico para a DCh. Na classe dos 

nitrofuranos, apenas o nifurtimox (NF) revelou-se mais efetivo (BOCK et al., 1969). Na 

classe dos imidazólicos, o BZ mostrou-se ainda mais eficaz no tratamento (BOCK et 

al., 1969; SCHOFIELD et al., 2006). Estes dois fármacos apresentam índices de curas 

parasitológicas de até 80% (dependente da cepa do parasito envolvida) em pacientes 

tratados na fase aguda, considerando resultados negativos para testes parasitológicos e 

sorológicos (RASSI et al., 2000). Além disto, foi demonstrado que o tratamento nesta 

fase traz benefícios para os indivíduos chagásicos (SEGURA et al., 1994; ANDRADE e 
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MAGALHAES, 1996; SOSA ESTANI e SEGURA, 1999; ANDRADE et al., 2004; 

STREIGER et al., 2004; LANA et al., 2009), bem como melhor prognóstico da doença 

(ANDRADE et al., 2004), diferentemente do observado em pacientes sintomáticos 

tratados na fase crônica tardia, o que motivou o estudo BENEFIT (MOLINA et al., 

2015), que não demonstrou grandes benefícios do tratamento em pacientes 

sintomáticos, permanecendo assim a polêmica entre diferentes autores.  

Na fase crônica da infecção, a eficácia dos fármacos BZ e NF é de fato muito 

reduzida, com índices de cura variando entre 0 e 20% (RODRIQUES COURA e De 

CASTRO, 2002; COURA, 2009), e diversos trabalhos têm demonstrado a resistência 

natural de várias cepas e clones do parasito ao tratamento (FILARDI e BRENER, 1987; 

TOLEDO et al., 2003). 

As razões para diferenças na eficácia do BZ nas fases aguda e crônica ainda não 

estão totalmente claras, mas alguns pesquisadores sugerem que possivelmente estão 

relacionadas às propriedades farmacocinéticas desfavoráveis do fármaco, como a meia-

vida relativamente curta, limitada penetração tecidual (LAMAS et al., 2006; URBINA, 

2010) além da resistência natural de algumas cepas do parasito ao tratamento. 

O mecanismo de ação do BZ não é completamente elucidado (URBINA e 

DOCAMPO, 2003) e recentemente, várias hipóteses veem sendo propostas sobre como 

o BZ exerce seu efeito anti-T.cruzi. Estudo in vitro com isolado de enzima nitroredutase 

trypanosomal do tipo I propôs que o BZ atua como um pró-fármaco, formando glioxal, 

espécie altamente tóxica ao parasito. No entanto, um estudo de análise metabolômica de 

epimastigotas expostas ao BZ propõe que o modo de ação primária do BZ é interferir 

nos sistemas antioxidantes do parasito (KEENAN & CHAPLIN, 2015).  

O BZ está disponível na clínica em comprimidos de 100 mg e sua posologia 

consiste na administração oral de 2,5–3,5 mg/kg em adultos, duas ou três vezes ao dia  

,preferencialmente após as refeições, com regime de tratamento de 60 dias, não 

excedendo dose diária de 300 mg de BZ (LAFEPE, 2013). 

Apesar da relativa eficácia terapêutica, os fármacos NF e o BZ apresentam efeitos 

colaterais indesejáveis (URBINA, 2001), sendo isto um dos fatores que dificultam a 

adesão do paciente ao tratamento. Atualmente, apenas o fármaco BZ encontra-se 

disponível (apenas para os órgãos públicos) para o tratamento humano, devido a 

comercialização interrompida do NF, pelo desinteresse do laboratório farmacêutico em 

continuar a produção de um medicamento não lucrativo (RODRIQUES COURA e De 
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CASTRO, 2002). Hoje o BZ tem sido produzido pela Argentina, laboratório ELEA 

(ELEA, 2012), mas sua disponibilidade no Brasil ainda é restrita e mantida sob o 

controle das Secretarias de Saúde.  

Os estudos pré-clínicos realizados ao longo dos anos identificaram algumas 

classes farmacológicas e estratégias terapêuticas que são especialmente promissoras 

(SOEIRO et al., 2013; BAHIA et al., 2014). Dentre todos os compostos já estudados 

como alternativas para o tratamento da doença, os inibidores da biossíntese de 

ergosterol (IBE) foram considerados candidatos promissores para tratamentos in vitro e 

in vivo (URBINA, 2010). Em especial, os inibidores da enzima 14α-demetilase 

(citocromo P51 - CYP51), que bloqueiam a síntese de ergosterol do parasito sem 

interferir na biossíntese de colesterol do hospedeiro, são em conjunto, os mais 

promissores candidatos. Ensaios clínicos, incluindo o cetoconazol, o ITRA, o alopurinol 

e o posaconazol apresentaram resultados contraditórios. Pode-se observar atividade 

significativa em doses combinadas de triazólicos (cetoconazol e ITRA) incorporados em 

nanoesferas/nanocápsulas furtivas, mas os mesmos falharam na indução de cura quando 

testados em camundongos experimentalmente infectados com a cepa Y de T. cruzi 

(MOLINA et al., 2001). No Brasil, o cetoconazol, ITRA e o alopurinol não foram 

capazes de erradicar a infecção em animais e humanos, ou de impedir a progressão da 

doença (BRENER et al., 1993; LAURIA-PIRES et al., 2000). Por outro lado, no Chile, 

considerável redução na positividade dos testes parasitológicos e regressão ou 

prevenção das alterações eletrocardiográficas foram observadas após tratamento com 

esses fármacos em humanos (APT et al., 1998; APT et al., 2003).  

 O ITRA apresenta atividade supressora contra a infecção de T. cruzi em 

humanos e em animais de experimentação, entretanto não interrompe a progressão da 

doença e nem leva cura da infecção em monoterapia (MOREIRA DA SILVA et al., 

2012; MARTINS et al., 2015). O ITRA é rapidamente convertido via CYP3A4 em 

metabólito ativo anti-T. cruzi, o hidroxiitraconazol (HITZ). Além disso, estudos in vitro 

e in vivo mostram que o ITRA e HITZ são potentes inibidores da CYP3A4 e da P-gp, o 

que pode contribuir na modificação das propriedades farmacocinéticas dos fármacos 

considerados seus substratos, como o BZ (TATEISHI et al., 2008; YAO & SRINIVAS, 

2009).  

No uso clínico, 50 a 200 mg por dia de ITRA são usados para o tratamento de 

dermatomicoses ou candidíase vaginal, com duração do tratamento inferior a 1 mês. A 
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incidência de efeitos colaterais é de 7%, e quando utilizado por um maior período de 

tempo, este índice aumenta para 12,5%. As reações adversas que ocorrem com maior 

frequência incluem náuseas (2,4%), dores abdominais (1,4%), vômitos (0,8%), diarreia 

(0,6%), anorexia (0,3%), dores de cabeça (1,5%), tonturas (0,7%), erupção cutânea 

(1,1%), prurido (0,7%), fadiga (0,5%), febre (0,3%) e mal-estar (0,1%). A elevação dos 

testes de função hepática ocorre em 0,3% a 5% dos pacientes. Entretanto, o ITRA tem 

sido raramente relatado como causador de lesão hepática sintomática (GUPTA et al., 

1994).  

Recentemente, os triazólicos posaconazol e o E1224 (pró-fármaco do 

ravuconazol) foram avaliados em ensaios clínicos de fase II no tratamento de indivíduos 

assintomáticos na fase crônica da DCh. Entretanto, os resultados clínicos evidenciaram 

que apesar do posaconazol e E1224 apresentarem perfil favorável de segurança e 

toxicidade, eles falharam em induzir cura parasitológica em cerca de 90% dos pacientes 

tratados (MOLINA et al., 2015). Situação semelhante aconteceu nos ensaios em 

modelos animais tais como o albaconazol (GUEDES et al., 2004) e o ITRA (ASSÍRIA-

MARTINS et al., 2015). Verificou-se ainda nestes estudos, resultados contraditórios na 

eficácia terapêutica entre diferentes modelos experimentais e ainda com os obtidos em 

humanos. Esses estudos em conjunto mostram a necessidade de busca de novos 

fármacos e/ou protocolos de tratamento mais eficazes para os pacientes considerando as 

propriedades farmacocinéticas de cada fármaco. 

O cão tem sido também utilizado como modelo experimental para estudos de 

quimioterapia na DCh. Nosso grupo já demonstrou que cães tratados com o fármaco 

convencional, o BZ, apresentaram resultados muito semelhantes ao observado em 

humanos em ambas as fases da doença. Os exames laboratoriais utilizados na 

monitoração pós-tratamento e avaliação da eficácia do tratamento, sejam parasitológicos 

(HC e PCR), sorologia convencional (ELISA) e não convencional (Lise Mediada por 

Complemento - LMC
o
) apresentaram resultados semelhantes ao observado nas 

avaliações de pacientes (GUEDES et al., 2002).  O mesmo foi observado também por 

nossa equipe na avaliação de vários dos derivados azólicos tais como o albacanozol 

(GUEDES et al., 2004) e ravuconazol (DINIZ et al., 2010) comparativamente ao BZ.  

Diante do fracasso dos ensaios clínicos com os IBE na DCh, a associação 

medicamentosa está sendo promovida como terapêutica de primeira linha em 

programas de acesso a diversos tratamentos, incluindo a DCh (FARIAS et al., 2006).  
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Efeitos sinérgicos foram comprovados por (ARAÚJO et al., 2000), quando 

associaram BZ e cetoconazol no tratamento de camundongos infectados pela cepa Y de 

T. cruzi, considerada parcialmente resistente ao BZ. Entretanto, os autores não 

obtiveram sinergismo do tratamento em camundongos infectados com outra cepa de T. 

cruzi (cepa Colombiana, resistente ao tratamento) e tratados com a mesma associação, 

demonstrando novamente que efeitos terapêuticos são influenciados pela genética do 

parasito.  

Os benefícios advindos da utilização de uma associação terapêutica podem estar 

relacionados tanto ao sinergismo de diferentes mecanismos de ação, quanto a 

modificações nos parâmetros farmacocinéticos, o que foi verificado por nós quando 

associamos o BZ e ITRA no tratamento de camundongos (MOREIRA-DA-SILVA et 

al., 2012). Assíria-Martins et al. (2015) também observaram melhores resultados com 

esta associação em modelo murino infectado com a cepa Y, parcialmente resistente ao 

tratamento, quando tratados com doses sub ótimas de ambos (75 mg), tanto na 

supressão ou eliminação da parasitemia, semelhante ao observado por Strauss et al. 

(2013) neste mesmo modelo animal, associado ainda à redução dos processos 

inflamatórios e fibróticos, bem como nos índices de cura. 

Cencig et al. (2012) investigaram a associação de BZ com outros três fármacos 

(NF, posaconazol e anfotericina B), em ambas as fases da doença humana. Os 

resultados sugeriram que quando foi associado BZ aos outros fármacos em períodos 

mais curtos de tratamentos, a cura foi observada mais rapidamente em camundongos 

experimentalmente infectados com T. cruzi, exceto com a associação BZ e posaconazol. 

O fato de encurtar os períodos de tratamento com eficácia terapêutica é um dos 

objetivos da associação de fármacos, onde podem ser limitadas suas reações adversas e 

efeitos tóxicos. Pode-se observar também a influência da cepa no tratamento da DCh, 

mostrando que a genotipagem auxilia na indicação de melhores esquemas terapêuticos, 

aumentando assim a eficiência e motivação para se optar pelo tratamento (OLIVEIRA-

SILVA et al., 2015). 

No estudo da associação de BZ a um antiparasitário, o cloridrato de clomipramina 

(STRAUSS et al., 2013), na fase aguda da infecção com a cepa Tulahuen de T. cruzi, 

também foram observados melhores resultados referentes à redução significativa da 

mortalidade, parasitemia e dos efeitos colaterais em camundongos experimentalmente 

infectados. 



CUNHA, E. L. A.  Introdução 

27 

 

Por estas razões, este projeto tem como objetivo central avaliar a associação de 

drogas no tratamento da DCh experimental no modelo cão paralelamente à avaliação 

dos parâmetros farmacocinéticos. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

 Este projeto se justifica considerando:  

(i) que a avaliação de associação de fármacos ativos com o T. cruzi tem 

sido recomendada como perspectiva a ser explorada na quimioterapia 

da DCh;  

(ii) que estes fármacos estão disponíveis e já são utilizados em humanos; 

e que a utilização de um modelo experimental de maior porte como o cão, que reproduz 

as diferentes fases da doença, alterações clínica, formas clínicas e lesões compatíveis 

com a DCh semelhantes à doença humana. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a ação terapêutica do BZ, ITRA e de sua associação (BZ+ITRA), em cães 

infectados com cepa VL-10 do T. cruzi tratados durante a fase aguda da doença e seu 

impacto na evolução da infecção.  

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

3.2.1 Avaliar o perfil parasitológico e clínico da infeção dos cães tratados na fase aguda; 

 

3.2.2 Avaliar a ação terapêutica dos tratamentos realizados de acordo com os 

parâmetros considerados nos critérios de cura clássico e mais atuais, e seu impacto na 

evolução da infecção. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Cepa de Trypanosoma cruzi 

 

A cepa de T. cruzi utilizada foi a VL-10, pertencente à DTU II (ZINGALES et 

al., 2009). Esta cepa é considerada resistente ao tratamento com BZ em modelo murino 

(FILARDI e BRENER, 1987) e foi obtida de um paciente na forma indeterminada da 

DCh proveniente da cidade de Virgem da Lapa, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais 

(SCHLEMPER-JUNIOR et al., 1986), uma importante zona endêmica da DCh no 

Brasil. 

 

4.2 Animais 

 

Foram utilizados 20 cães jovens sem raça definida (SRD),de ninhadas diferentes, 

ambos os sexos, com idade de 4 - 6 meses, pesando entre 15 a 20 kg, obtidos e mantidos 

no Centro de Ciência Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto. Os 

animais receberam água e ração comercial “ad libitum”, foram tratados previamente 

com anti-helmínticos e imunizados contra doenças infecciosas (Cinomose, Adenovírus 

tipo 2, Coronavírus, Parainfluenza, Parvovirose e Leptospirose canina). 

 

4.2.1 Aspectos éticos 

 

O estudo foi previamente aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA-UFOP), sob o protocolo n°. 

2013/28. 

A manutenção e o manuseio dos animais em experimentação foram de acordo 

com a legislação vigente estabelecida pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). 
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4.3 Infecção dos animais 

 

Todo delineamento experimental desta pesquisa está apresentado na Figura 1. 

Figura 1 - Delineamento experimental da avaliação da infecção e da atividade terapêutica. 
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Delineamento experimental de cães infectados com a cepa VL-10 de Trypanosoma cruzi e tratados na fase aguda 

da infecção com benznidazol, (BZ) itraconazol (ITRA) e benznidazol associado ao itraconazol (BZ+ITRA). IP: 

intraperitoneal; d.p.i.: dias pós infecção; ESF:  exame de sangue a fresco; VO: via oral; FA: fase aguda; h: horas; 

*morte/perda; PAR: parasitemia; PPP: período pré patente; PP: período patente; DPMP: dia do pico máximo de 

parasitemia; PMP: pico máximo de parasitemia; ASC: área sob a curva; m.p.t.: meses pós tratamento; HC: 

hemocultura; PCR: reação em cadeia da polimerase; ELISA: “enzime-linked-immunosorbent-assay”; qPCR: 

reação em cadeia da polimerase quantitativa. 

A obtenção do inóculo com a cepaVL-10 de T. cruzi foi realizada no 10º dia de 

infecção em camundongos Swiss (pico de parasitemia para cepa VL-10), mediante retirada do 

sangue do plexo orbital. Em cada passagem, o número de formas tripomastigotas foi 

determinado de acordo com a técnica descrita por Brener (1962). Para o seu ajuste foi usado 

PBS estéril pH 7,2.  

Após a obtenção dos inóculos padronizados, os cães foram inoculados pela via 

intraperitoneal com 2.000 tripomastigotas sanguíneas da cepa VL-10 por quilograma de peso 

corporal.  

 

4.4 Grupos Experimentais e Tratamento dos Animais 

 

Os 20 cães, infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi, foram distribuídos em quatro 

grupos considerando ou não os tratamentos com BZ, ITRA ou sua associação. A partir do 

primeiro dia de parasitemia patente, fase aguda da doença confirmada por exame de sangue a 

fresco (ESF), os animais receberam dose única oral dos fármacos durante 60 dias 

consecutivos junto com patê próprio para cães. Os animais do Grupo I (n=5) receberam dose 

oral de 7 mg/kg/2x ao dia (50 mg/12h) de BZ (benznidazol, comprimido 100 mg, lote 

L13030214, LAFEPE, Pernambuco, Brasil), segundo o estabelecido para humanos 

(RODRIQUES COURA e De CASTRO, 2002) e por Guedes et al. (2002) para o modelo cão. 

Os animais do Grupo II (n=5) receberam dose oral de 6 mg/kg/dia (100 mg/24 h) de ITRA 

(Sporanox®, cápsula de 100 mg, lote UGL038, Janssen-Cilag Farmacêutica, São Paulo, 

Brasil), segundo (RODRIQUES COURA e De CASTRO, 2002). No Grupo III, os cães (n=5) 

receberam dose oral de 7 mg/kg/2x ao dia (50 mg/12h) de BZ (benznidazol, comprimido 100 

mg, lote L13030214, LAFEPE, Pernambuco, Brasil) e 6 mg/kg/dia (100 mg/24 h) de ITRA 

(Sporanox®, cápsula de 100 mg, lote UGL038, Janssen-Cilag Farmacêutica, São Paulo, 

Brasil). O Grupo IV (n=5) ou controle (INT), foi constituído por animais infectados não 

tratados. 
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4.4 Avaliação da infecção e durante o tratamento 

 

A avaliação da parasitemia foi realizada diariamente segundo Brener (1962) e com os 

dados obtidos foi traçada a curva da parasitemia constituída pela média da parasitemia diária 

registrada/0,1 mL de sangue. A curva de parasitemia foi plotada utilizando a média diária da 

parasitemia dos animais de cada grupo experimental. A partir da curva de parasitemia, foram 

determinados os seguintes parâmetros biológicos: período pré-patente (PPP), período patente 

(PP), pico máximo de parasitemia (PMP), dia do pico máximo de parasitemia (DPMP) e área 

sob a curva (ASC). 

Somente após a confirmação do primeiro dia de parasitemia patente (média de 19 dias 

de infecção) é que os cães foram imediatamente tratados na fase aguda da doença. 

 

4.4.1 Avaliação pós-tratamento 

 

A eficácia do tratamento foi avaliada diariamente por ESF segundo Brener (1962) (e 

por métodos parasitológicos de HC, PCR e método sorológico convencional (ELISA) 

realizados no 1º, 6º, 12º e 18º meses de infecção. Após necropsia ou morte natural devido à 

infecção aguda ou acidental (briga dos animais), tecidos do coração foram coletados para 

serem analisados por qPCR e por histopatologia, em relação ao parasitismo tecidual, processo 

inflamatório e fibrose.  

 

4.4.1.1 Avaliações Parasitológica (HC) e Parasitológica Molecular (PCR) do sangue 

 

4.4.1.1.1 Hemocultura (HC) 

 

A técnica de HC foi realizada seguindo a metodologia descrita por Chiari et al. (1989), 

com algumas modificações. Para tal foram coletados 10 mL de sangue por via intravenosa 

(cefálica), em tubo estéril de plástico, que foram imediatamente centrifugados a 3000 rpm por 

10 minutos a 4ºC. O plasma foi descartado e posteriormente adicionado de 5 mL de meio de 

cultura LIT (CAMARGO, 1964) sendo novamente centrifugado nas mesmas condições 

anteriores. Em seguida, o tubo contendo as hemácias foi novamente lavado com meio LIT e 
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centrifugado como anteriormente. Após a centrifugação, o sobrenadante foi desprezado, a 

camada leucocitária removida para um tubo cônico e resuspensa em 5mL de meio LIT. 

Posteriormente, as hemácias distribuídas em porções iguais em dois tubos cônicos contendo 5 

mL de LIT cada. Estes tubos foram incubados em estufa a 28ºC e homogeneizados a cada 

48h. Uma gota do sedimento de cada preparação foi analisada ao microscópio óptico 30, 60, 

90 e 120 dias após a coleta para a detecção de parasitos. 

 

4.4.1.1.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)  

 

Para a realização desta técnica, foram coletados 10 mL de sangue venoso de cada cão 

(veia cefálica) e o mesmo transferido para tubos cônicos plásticos com igual volume de 

Guanidina-HCl 6M/EDTA 0,2M (Sigma
®
 Chemical Company, USA) pH 8,0 (AVILA et al., 

1991).  Essa mistura de sangue/guanidina e EDTA, foi mantida à temperatura ambiente e após 

sete dias fervida em banho-maria a 100ºC por 10 minutos (BRITTO et al., 1993).  O lisado foi 

estocado à temperatura ambiente. 

A extração do DNA a partir de uma alíquota do lisado sanguíneo foi realizada 

empregando o kit “DNeasy Blood & Tissue Kit
®
” (Qiagen Inc., EUA) e o protocolo de 

extração conforme as instruções do fabricante. 

Para a amplificação do DNA foram utilizados os pares de iniciadores: #121 

(AAATAATGTACGGGTGAGATGCATGA) e #122 

(GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA) (Invitrogen, São Paulo, Brasil), direcionados 

para amplificação da região conservada dos minicírculos de kDNA de T. cruzi, na região de 

330 pares de bases. Para a amplificação do gene constitutivo de cão, foram utilizados os pares 

de iniciadores do gene GAPDH:  Fw (5' CTA CCC ACG GCA AAT TCC 3') e Rw (5' ACT 

CAG CAC CAG CAT CAC 3'), os quais amplificam um produto de 129 pares de bases 

(GENBANK: AB038240.1). 

A reação constituiu de: 6,5 pmol de cada iniciador (#121 e #122) ou 2,5 pmol 

(GAPDH), 6,25 μL de GoTaq
®
 Green Master Mix 2X (Promega, Madison, USA) e 5,0 μL de 

DNA e Água Milli Q, totalizando 15,0 μL por poço da placa (MicroAmp
®
 Fast Optical 96-

Well, Applied Biosystems).  

As condições utilizadas na reação de PCR foram: desnaturação inicial a 95 °C por 5 

minutos, seguida por 35 ciclos a 95 ºC por 1 minuto, 65°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e 
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uma extensão final a 72 °C por 10 minutos. O equipamento utilizado foi o termociclador Verit 

Termal Cycler 96well (Applied Biosystems
®
, Califórnia, USA).  

A visualização do material amplificado foi realizada por meio do aparelho de 

eletroforese capilar QIAxcel Advanced System
®
 (Qiagen), método de análise AM320, 

marcador de alinhamento de 15pb / 600pb (QX Alignment Marker
®
, Qiagen) e marcador de 

peso molecular de 25 pb/500 pb (QX Size Marker
®
 Qiagen), de acordo com as 

recomendações do fabricante para os tamanhos dos fragmentos analisados. Após a 

eletroforese, a presença/ausência de bandas nas regiões de interesse ou o eletroferograma, 

foram obtidos por meio do software QIAxcel ScreenGel 1.2.0
®
 (Qiagen).  A hipótese de 

contaminação foi eliminada através da utilização de um controle negativo da reação e da 

extração, bem como um controle de reagentes da extração e da PCR. 

 

4.4.1.1.3 Avaliação Sorológica Convencional – “Enzime-linked-immunosorbetn-assay” 

(ELISA) 

 

Coletas de sangue dos cães foram feitas 30 dias e semestralmente pós tratamento e no 

dia da necrópsia. O soro foi coletado e armazenado a -22ºC até ser examinado. Foram 

utilizados antígeno alcalino de formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi, obtidos de cultivo 

acelular em meio LIT (VITOR e CHIARI, 1987). 

  Como conjugado foram utilizadas anti-imunoglobulinas de cão (IgG) marcadas com 

peroxidase (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA). A técnica de ELISA foi utilizada para 

detecção de imunoglobulina G anti-T. cruzi e realizada segundo a metodologia descrita por 

(VOLLER et al., 1976), modificada de acordo com Santos et al. (2012). Cada poço da placa 

foi tratado com 100µL do extrato antigênico de epimastigotas, na concentração definida 

previamente por titulação em bloco (5µg/mL), e diluído em solução tampão carbonato (pH 

9,6). As placas foram incubadas a 4ºC por 18h e após este intervalo de tempo foram 

bloqueadas com 100µl/poço de PBS + SFB 5% e incubadas a 37ºC por 30 minutos. A 

próxima etapa consistiu na adição de 100µL do soro de cada animal, diluído na proporção de 

1:80 em PBS-Tween 0,05%, e incubados a 37ºC por 45 minutos. Posteriormente foram 

adicionados 100µL/poço do anticorpo conjugado, diluído a 1/8000 em PBS-Tween 0,05%, 

conforme titulação prévia, e as placas foram novamente incubadas a 37ºC por 45 minutos. Ao 

final, foram adicionados 100µl/poço da solução de substrato [1µg de Orto-fenileno-diamino-

OPD, 15mL de solução de ácido cítrico e 3µL de H202 (volume 30)] e decorridos 10 minutos 
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de incubação a 37ºC; a reação foi interrompida com a adição de 32µl/poço de ácido sulfúrico 

4M. Entre cada etapa, as placas foram submetidas a quatro lavagens com solução salina (NaCl 

9g/Tween-20 0,5mL, e H2O qsp 1L). A leitura foi realizada em leitor de microplaca (BIO 

RAD, Modelo 680) com filtro de 490nm. Em cada placa foram adicionados 10 soros controles 

negativos e quatro controles positivos. A absorbância discriminante, em cada placa, foi 

calculada tomando-se a média da absorbância dos 10 soros negativos somados a dois desvios 

padrões, sendo os valores encontrados abaixo do índice de reatividade considerados negativos 

e acima considerados positivos. 

 

4.4.2 Necrópsia 

 

Os cães de cada grupo experimental foram submetidos a coleta de material “pos 

mortem”, 18 meses após o término do tratamento. Os animais foram eutanasiados utilizando 

anestesia com tiopental (no mínimo 25 mg/Kg/via intravenosa, até obtenção de plano 

anestésico adequado III a IV) posterior aplicação de cloreto de potássio 10% diluído em PBS.  

Durante a necrópsia, foram seccionados e coletados fragmentos do coração (átrio 

direito e ventrículo esquerdo). Partes destes fragmentos foram armazenadas em cassetes e 

conservadas em metanol/DMSO (concentrações 80/20) para posteriores avaliações 

histológicas. A outra parte dos fragmentos foi novamente processada, armazenada em papel 

alumínio e conservada em freezer -80ºC para posteriores avaliações parasitológicas 

moleculares pela qPCR, dando sequência a avaliação pós tratamento. 

 

4.4.2.1 Avaliação parasitológica molecular (qPCR) de tecido cardíaco 

  

 A técnica de Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa (qPCR) foi realizada de 

acordo com o protocolo padronizado por Caldas (2011). Esta técnica tem como objetivo a 

quantificação do parasitismo tecidual no coração dos animais. 

Os fragmentos foram cortados com auxílio de lâmina e bisturi, lavados com PBS, e 

pesados com aproximadamente 25-30 mg de cada. As amostras foram transferidas para os 

tubos de 1,5 mL e em seguida, foram realizados os procedimentos de extração do DNA 

total, utilizando o kit WizardTM Genomic DNA Purification (Promega), seguindo as 

recomendações do fabricante com algumas modificações. Inicialmente foi realizada adição 

de 500uL de solução de lise nuclear sendo os tubos mantidos em gelo por 2 minutos. Após 
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homogeneização por inversão dos tubos, foram adicionados 20,0 μL de Proteinase K 

(Sigma-Aldrich®, USA) na concentração de 20,0 mg/mL. Após este período, eles foram 

adicionados de 3 μL de RNAse e as amostras foram incubadas por 30 minutos em banho 

seco a 37°C. Após incubação, os tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 5 

minutos e adicionados 200 μL da solução de precipitação de proteínas. Com o auxílio do 

vortex (Certomat MV, B. Braun Biotech International, EUA), as amostras foram 

homogeneizadas por 20 segundos e posteriormente centrifugadas por 5 minutos a 16.000g 

(Microcentrífuga Eppendorf®- Modelo 5418, NY, USA). Em seguida, o sobrenadante foi 

transferido para outro tubo contendo 600 μL de isopropanol (Merck®, Darmstad, 

Alemanha). Esse tubo foi então homogeneizado e centrifugado por 1,5 minutos a 16.000 g. 

Após centrifugação, foi descartado o sobrenadante e o sedimento foi adicionado de 200 μL 

de solução de etanol 70% (Merck®, Darmstad, Alemanha). Posteriormente foi realizada 

uma nova centrifugação a 16.000 g, e novamente descartado o sobrenadante. Os tubos foram 

mantidos abertos para evaporação do etanol 70% remanescente e em seguida foram 

adicionados de 100 μL de solução de hidratação. O DNA permaneceu reidratando por 24h à 

temperatura ambiente. Em seguida, a concentração e a qualidade do DNA obtido foram 

determinadas por espectrofotômetro (Nanodrop, GE Healthcare Products). 

Para realizar a quantificação do parasitismo tecidual nos fragmentos por qPCR foi 

necessário construir uma curva padrão para determinar o número de cópias do DNA do 

parasito existente na amostra. Para tal foram utilizadas formas epimastigotas da cepa Y do T. 

cruzi crescidas em meio de cultura (LIT) até atingir o número total de 1,0 x 10
8
 parasitos 

contados em câmara de Neubauer, os quais foram submetidos ao protocolo de extração de 

DNA já descrito. Após eluição do pellet de DNA extraído em 100 mL de água ultrapura 

autoclavada, a concentração obtida foi de 10
6
 parasitos/mL, assumindo-se que a extração foi 

100% eficiente. A seguir foram feitas diluições seriadas do DNA em água ultrapura 

autoclavada (1:10) para obter sete pontos na curva variando de 10
6
 a 1 parasitos. 

Cada amostra foi analisada em duplicata para amplificação do DNA de T. cruzi e em 

cada reação de qPCR foram utilizados 3,0 μL da amostra extraída e diluída (contendo 10,0 ng 

de DNA genômico), 5,0 μL de “SYBR Green PCR Mastermix” (Applied Biosystems) e 2,0 

μL de iniciadores. Os iniciadores utilizados para a amplificação do DNA do T. cruzi foram: 

TCZ - F 5' - GCTCTTGCCCACAMGGGTGC - 3 ', em que M = A ou C, e TCZ - R 5' - 

CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3'; sendo amplificado um produto de 182 pb 

(CUMMINGS e TARLETON, 2003).  
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Para cada amostra foi também realizada uma reação para dosar o gene constitutivo de 

cão (GAPDH), utilizado como controle endógeno, empregando-se 3,0 μL da amostra extraída 

(10,0 ng de DNA genômico) 5,0 μL de “SYBR Green PCR Mastermix” (Applied Biosystems) 

e 2,0 μL de iniciadores. Os iniciadores para o GAPDH foram: Fw (5' CTA CCC ACG GCA 

AAT TCC 3' e Rw (5' ACT CAG CAC CAG CAT CAC 3'), sendo amplificado um produto 

de 129 pb (GENBANK: AB038240.1). A reação foi sempre realizada em paralelo a controles 

negativos, que foram submetidos à reação com os iniciadores específicos do T. cruzi e 

GAPDH de cão. Também foram utilizados como controle negativo da reação, poços com 

iniciadores específicos do T. cruzi e água, sem a presença de DNA. Cada amostra de DNA foi 

quantificada em triplicata (duplicata para T. cruzi e unicata para GAPDH). As reações foram 

distribuídas em placas de 96 poços (Fast 96-Well Reaction Plate, 0,1 mL, MicroAmp™).  As 

amostras foram então submetidas a desnaturação inicial à 95ºC por 10 min., seguida por 40 

ciclos à 95ºC por 15 segundos e 63ºC por 1 minuto.  

 

4.4.2.2 Avaliações histopatológicas: parasitismo e processo inflamatório  

 

4.4.2.2.1 Coloração com Hematoxilina & Eosina (H&E) 

 

As análises histopatológicas de fragmentos do coração [(átrios direito e ventrículo 

esquerdo)] foram realizadas no 18° mês após o tratamento. Estes foram escolhidos por serem 

onde mais se encontram parasitismo em tecido, cardíaco na experiência de nosso grupo com 

o modelo cão infectado com diversas cepas de T. cruzi. Foram realizados cortes seriados que 

foram desparafinizados em imersões em xilol, hidratados em soluções alcoólicas de 

concentrações decrescentes e lavados em água corrente e em tampão fosfato (PBS). O 

infiltrado inflamatório cardíaco foi avaliado em cortes de tecidos corados por H&E de 4μm 

da mesma área da que foram tirados os fragmentos examinados por qPCR. As lâminas foram 

analisadas ao microscópio óptico (Leica DM5000B). A análise de inflamação foi realizada 

utilizando o software Leica QWin (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Os estudos 

morfométricos envolveram a análise de 20 campos selecionados aleatoriamente (área total 

1,5x10
6
 μm

2
) de seções de tecido em uma única lâmina por animal. O infiltrado de células 

inflamatórias nos fragmentos cardíacos foi quantificado pela contagem dos núcleos celulares 

presentes nas seções dos fragmentos e a diferença entre o número de núcleos celulares 

presentes nos animais infectados e o observado em animais não infectados determinou o 
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número de células inflamatórias. Os dados foram expressos como número médio ± desvio 

padrão de células nucleadas como previamente descrito por Maltos et al. (2004).  

 

4.3 Critério de cura 

 

Para avaliar a eficácia terapêutica pós-tratamento dos animais infectados, foram 

considerados dois critérios de cura: o mais atual (MS, 2012) que considera como curados os 

animais que apresentam todos os testes parasitológicos (ESF, HC, xenodiagnóstico, PCR), e 

da sorologia convencional (ELISA, IFI, HAI, RFC) negativos, considerada padrão ouro de 

cura na avaliação pós-tratamento; não curados os que apresentam todos ou pelo menos 

algum destes exames parasitológicos positivos e/ou sorologia convencional positiva. Na 

ausência de exames parasitológicos positivos, a queda sorológica progressiva pós-tratamento 

é considerada como indicativa de processo de cura em andamento (RASSI E LUQUETTI, 

2003). Por outro lado, o critério de cura clássico se atem a considerar como não curado aquele 

indivíduo/hospedeiro que apresentar sorologia positiva em qualquer título sorológico, mesmo 

na presença de exames parasitológicos repetidamente negativos. 

Adicionalmente, resultados da qPCR em tecido cardíaco foram incorporados na última 

avaliação dos animais para serem analisados em conjunto com as demais metodologias 

empregadas anteriormente na avaliação pós-tratamento. 

 

4.4 Análise estatística dos resultados 

 

Para cada tipo de tratamento, foram comparados os parâmetros biológicos derivados 

da curva de parasitemia (PAR), o infiltrado inflamatório e a quantificação da qPCR, em 

relação ao grupo controle (INT) e entre si. Os dados que apresentaram distribuição não 

paramétrica ou com ausência de homogeneidade foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis 

e o pós-teste de Dunn.  

Todas as análises estatísticas foram feitas utilizando o programa Prisma versão 5.0 

para Windows (GraphPad Software Inc., EUA) e as diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas quando p ≤ 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Infectividade e curva de parasitemia 

 

A taxa de infectividade foi de 100% dos animais em todos os grupos experimentais. 

As curvas médias de parasitemia obtidas por ESF estão apresentadas na Figura 2.  

Figura 2 - Curva de parasitemia média de cães experimentalmente infectados com 2,0 x 10
3
 tripomastigotas 

sanguíneos da cepa VL-10 de T. cruzi tratados com BZ, ITRA e sua associação (BZ+ITRA) por via oral, 60 dias 

consecutivos, durante a fase aguda da infecção. 

 

 

INT: infectado não tratado; BZ: benznidazol; ITRA: itraconazol; BZ+ITRA: benznidazol associado ao 

itraconazol; nº: número. 

A comparação intergrupos dos parâmetros derivados da curva de PAR como média ± 

desvio padrão estão expressos na Tabela 1. O PPP variou entre 16 a 22 dias e apresentou 

diferença entre o grupo INT (19,80 ± 1,79) e o grupo infectado tratado com BZ+ITRA (16,20 

± 0,45). O PP foi maior no grupo INT (12,60 ± 3,29) comparado aos grupos infectados que 

não receberam tratamento. Houve diferença entre os grupos INT e o grupo infectado tratado 

com BZ (1,50 ± 1,00), entre o grupo INT e o grupo infectado e tratado com BZ+ITRA (1,80 ± 
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1,30). Em relação ao PMP, todos os grupos infectados que receberam tratamento 

apresentaram parasitemia menores e iguais (3,60 ± 0,0) se comparados ao grupo INT (12,24 ± 

2,88). Já em relação ao DPMP, apenas os grupos infectados tratados com ITRA (17,25 ± 

0,50) e BZ+ITRA (17,20 ± 0,45) apresentaram diferença em relação ao grupo INT (23,80 ± 

2,17).  

Tabela 1 - Parâmetros biológicos derivados da curva de parasitemia em grupos de cães experimentalmente 

infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi tratados durante a fase aguda da infecção. 

 

PPP: período pré-patente; PP: período patente; PMP: pico máximo de parasitemia; DPMP: dia do pico máximo 

de parasitemia; ASC: área sob a curva; DP: desvio padrão; BZ: benznidazol; ITRA: itraconazol; BZ+ITRA: 

benznidazol associado ao itraconazol; INT: infectado não tratado; *p≤ 0,05. 

 A comparação da ASC (parasitemia) entre os grupos de cães infectados tratados com 

BZ e BZ+ITRA revelou semelhança. As ASC foram significativamente menores (5,40 ±3,60 

e 5,04 ± 1,97) nestes grupos que o observado no grupo controle INT (51,36 ± 9,16). Já o 

grupo infectado tratado com ITRA não apresentou diferença significativa na ASC (10,80 ± 

0,0) quando comparado aos grupos BZ e BZ+ITRA, embora seu valor tenha sido 

significativamente menor que o observado no grupo controle (INT). 

 

5.2 Avaliação pós-tratamento e eficácia terapêutica 

 

5.2.1 Hemocultura (HC) 

 

 As avaliações da infecção e da falha terapêutica pela técnica parasitológica de HC 

estão expressas na Tabela 2. Foi observado 100,0% de positividade dos animais do grupo 

controle INT e maior negatividade nos grupos de animais infectados que receberam 

tratamento.  Foi constatada falha terapêutica em todos os grupos, sendo maior no grupo 

Grupos 
PPP (dias) 

± DP 

PP (dias) 

± DP 

PMP (x10⁴) 

± DP 

DPMP (dias) 

± DP 

ASC (x10⁴) 

± DP 

INT 19,80 ± 1,79 12,60 ± 3,29 12,24 ± 2,88 23,80 ± 2,17 51,36 ± 9,16 

BZ 19,50 ± 2,38 1,50 ± 1,00* 3,60 ± 0,0* 20,50 ± 2,38 5,40 ± 3,60* 

ITRA 16,25 ± 0,50 4,00 ± 0,82 3,60 ± 0,0* 17,25 ± 0,50* 10,80 ± 0,0 

BZ+ITRA 16,20 ± 0,45* 1,80 ± 1,30* 3,60 ± 0,0* 17,20 ± 0,45* 5,04 ± 1,97* 
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infectado tratado com ITRA (50%), intermediária no grupo infectado tratado com BZ+ITRA 

(40,0%) e menor falha terapêutica no grupo infectado tratado com BZ (33%). 

Tabela 2 - Resultados da técnica parasitológica de hemocultura nas avaliações pós-tratamento de cães 

experimentalmente infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi tratados por via oral durante a fase aguda da 

infecção. 

 

 

 

 

 

 

 

n: número de animais; nº: número; BZ: benznidazol; ITRA: itraconazol; BZ+ITRA: benznidazol associado ao 

itraconazol; *p≤ 0,05. 

 

5.2.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

As avaliações da infecção pela técnica parasitológica molecular de PCR estão 

expressas na Tabela 3. Foi observado maior negatividade nos grupos de animais infectados 

que receberam tratamento. Foi observado PCR negativa em todos os grupos, sendo maior no 

grupo ITRA (25%), intermediária no grupo BZ+ITRA (20%) e nenhuma negativação no 

grupo BZ. Esta positividade oscilou na maioria dos animais tratados (10/12 animais).  

Dois animais apresentaram negatividade em todas as avaliações da PCR, um do grupo 

infectado tratado com ITRA (animal B4) e outro do grupo infectado tratado com BZ+ITRA 

(animal B7). 

Grupos 

(n= 18) 

Positivo (%) 

(nº positivos/nº 

avaliações) 

Negativo 

(nº negativos/nº 

avaliações) 

BZ 

(n = 4*) 

33% 

(1/3) 

67% 

(2/3) 

ITRA 

(n = 4) 

50% 

(2/4) 

50% 

(2/4) 

BZ+ITRA 

(n = 5) 

40% 

(2/5) 

60% 

(3/5) 
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Tabela 3 - Resultados da técnica parasitológica molecular de PCR em eluato de sangue nas avaliações pós-

tratamento ao longo de 18 meses em cães experimentalmente infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi tratados 

por via oral durante a fase aguda da infecção. 

 

 

 

 

 

 

 

n: número de animais; nº: número; BZ: benznidazol; ITRA: itraconazol; BZ+ITRA: benznidazol associado ao 

itraconazol; *morte; p≤ 0,05. 

 

5.2.3 Avaliação Sorológica Convencional (ELISA) 

 

A avaliação sorológica convencional pelo teste de ELISA dos animais tratados revelou 

que na primeira avaliação (1 m.p.t.) 2 animais, um tratado com BZ e outro com BZ+ITRA, 

estavam na zona cinza de reatividade; 4 animais, um tratado com BZ, outro com ITRA e dois 

com BZ+ITRA, estavam com reatividade abaixo do ponto de corte. Os três animais restantes 

que receberam tratamento, apresentaram sorologia positiva, ou seja, acima da zona cinza. Na 

segunda e terceira avaliações (6 e 12 m.p.t.), todos os animais tratados apresentaram sorologia 

positiva e com níveis variáveis. 

Na última avaliação (18 m.p.t.), apenas 1 animal tratado com BZ+ITRA apresentou 

reatividade abaixo da zona cinza (cão B8), sendo considerado negativo sorologicamente 

(Figura 3). Pode ainda ser observado na sequência das avaliações, que o grupo de animais 

tratados com BZ apresentou reatividade mais alta em relação aos demais grupos tratados, ao 

contrário do grupo tratado com BZ+ITRA que na última avaliação apresentou menor média 

de reatividade, devido a negativação sorológica do cão B8 (Figura 3). 

Grupos 

(n= 18) 

Falha terapêutica % 

(nº positivos/nº 

avaliações) 

Negatividade 

(nº negativos/nº 

avaliações) 

BZ 

(n = 3*) 

100% 

(3/3) 

0% 

(0/3) 

ITRA 

(n = 4) 

75% 

(3/4) 

25% 

(3/4) 

BZ+ITRA 

(n = 5) 

 80% 

(4/5) 

20% 

(1/5) 
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Figura 3 - Reatividade sorológica do teste de ELISA em cães dos distintos grupos experimentais infectados com 

a cepa VL-10 de T. cruzi não tratados (INT) e tratados com BZ, ITRA e sua associação (BZ+ITRA) ao longo das 

diferentes avaliações realizadas após o tratamento da fase aguda da infecção. 

 

m.a.t.: meses após o tratamento; D.O.: densidade óptica; CN: controle negativo: CP: controle positivo; BZ: 

grupo tratado com benznidazol; ITRA: grupo tratado com itraconazol; BZ+ITRA: grupo tratado com 

benznidazol e itraconazol. 

 

5.3.4 Avaliação Parasitológica Molecular (qPCR) de tecido cardíaco 

 

Todas as amostras controle positivas amplificaram corretamente o gene endógeno 

(GAPDH) do cão, o que confirma a qualidade da preparação do DNA e permite a 

credibilidade nos dados obtidos.  

As avaliações do parasitismo tecidual pela técnica parasitológica molecular 

quantitativa de PCR nos fragmentos cardíacos AD e VE estão expressas na Tabela 4, e foram 

quantificadas por parasitos em ng de DNA total. Foi observado qPCR negativa em todos os 

grupos, sendo esta negatividade similar e mais elevada nos grupos BZ (67%), grupo 

BZ+ITRA (60%) e grupo ITRA (25%). 
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Tabela 4 - Resultados da técnica parasitológica molecular de qPCR na avaliação pós eutanásia (18 m.p.t.) em 

fragmentos cardíacos de cães experimentalmente infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi tratados por via oral 

durante a fase aguda da infecção. 

 

 

 

 

 

 

 

n: de número de animais; nº: número; BZ: benznidazol; ITRA: itraconazol; BZ+ITRA: benznidazol associado ao 

itraconazol; *p≤ 0,05. 

A qPCR no coração (AD e VE) apresentou resultado negativo em dois animais (cães 

B1e B3) tratados com BZ, em um animal (cão B4) tratado com ITRA e em três animais (cães 

B2, B7 e B8) tratados com a associação BZ+ITRA. Estes resultados são também 

contraditórios a ambos, ao conjunto de métodos parasitológicos e a interpretação do resultado 

dos tratamentos segundo o critério de cura do MS (2012). 

Tendo em vista esta contradição foi feita a avaliação da carga parasitária comparativa 

dos animais tratados expressa em ng de DNA do parasito obtidas na qPCR. A avaliação do 

átrio direito (AD) revelou carga parasitária mais reduzida foi no grupo tratado com a 

associação BZ+ITRA, seguido do grupo tratado com BZ e depois do grupo tratado com 

ITRA, mas estas diferenças não foram significativas devido ao pequeno número de animais 

dos grupos tratados com BZ (n= 3) e ITRA (n= 4) e ao grande desvio padrão entre os níveis 

de DNA de animais de um mesmo grupo experimental. 

Figura 4 - Carga parasitária no átrio direito de cães infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi e tratados com BZ, 

ITRA e BZ+ITRA na fase aguda da infecção. Os valores são expressos com mediana (IQ 25-75%). 

 

Nº: número; BZ: benznidazol, ITRA: itraconazol; BZ+ITRA: benznidazol associado ao itraconazol. 

Grupos 

(n= 18) 

Positiva (%) 

(nº positivos/nº animais) 

Negativa (%) 

(nº negativos/nº animais) 

BZ 

(n = 3) 

33% 

(1/3) 

67% 

(2/3) 

ITRA 

(n = 4) 

75% 

(3/4) 

25% 

(1/4) 

BZ+ITRA 

(n = 5) 

40% 

(2/5) 

60% 

(3/5) 

N
º 

d
e 

p
a
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si

to
s/
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0

 n
g
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e 

D
N

A
 Átrio Direito 
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A análise da qPCR no ventrículo esquerdo (VE) mostrou que a carga parasitária 

seguiu a mesma tendência dos resultados dos dados obtidos no átrio direito (BZ+ITRA < BZ 

< ITRA) e que as diferenças entre os grupos também não foram significativas, o que pode ser 

explicado pelas mesmas razões já descritas acima. 

Considerados conjuntamente, os dados sugerem que a redução da carga parasitária nos 

dois fragmentos cardíacos parece ser maior devido ao tratamento com BZ uma vez que em 

ambos ela foi maior nos animais tratados com ITRA. 

Figura 5 - Carga parasitária no ventrículo esquerdo de cães infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi e tratados 

com BZ, ITRA e sua associação (BZ+ITRA) na fase aguda da infecção. Os valores são expressos em mediana 

(IQ 25-75%). 

 

Nº: número; BZ: benznidazol, ITRA: itraconazol; BZ+ITRA: benznidazol associado ao itraconazol. 

A Tabela 5 mostra a carga parasitária de T. cruzi individual dos cães submetidos aos 

diferentes tratamentos, BZ, ITRA e BZ+ITRA, após 18 meses. 

Sendo o ponto de corte de 3 ng de DNA, os resultados revelam um aspecto que merece 

ser destacados, a grande diferença da carga parasitária entre os fragmentos do AD e VE de um 

mesmo cão, algumas vezes sendo o resultado negativo em um e positivo em outro com carga 

parasitária bem elevada (assinalados em roxo), o que resulta na interpretação conjunta dos 

dois fragmentos como um animal positivo na qPCR. 

Foi verificado ainda que alguns animais positivos apresentaram carga parasitária 

ligeiramente mais elevadas do que o ponto de corte (assinalados em verde). 

N
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d
e 
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Ventrículo esquerdo 
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Tabela 5 - Carga parasitária em cães infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi 18 meses pós-tratamento da fase 

aguda com BZ, ITRA e a associação BZ+ITRA. 

Grupos Animais 

Concentração de DNA (ng) 

Interpretação 

(AD+VE) Átrio Direito  

(AD) 

Ventrículo Esquerdo 

(VE) 

B
en

zn
id

a
zo

l 

(B
Z

) 

B1 0,002 1,189 N 

B3 0,572 1,432 N 

B6 0,374 47,252 P 

It
ra

co
n

a
zo

l 

(I
T

R
A

) 

B4 0,000 0,570 N 

B5 7,450 70,468 P 

M3 3,048 1,525 P 

M6 0,060 3,622 P 

B
Z

+
IT

R
A

 

B2 0,021 0,003 N 

B7 0,011 0,296 N 

B8 0,024 0,702 N 

M2 0,043 67,641 P 

M5 0,144 16,093 P 

N: negativo; P: positivo; ng: nanograma. 

 

5.5 Sobrevida dos animais 

 

Não houve mortalidade decorrente da infecção, mas ocorreram três mortes acidentais 

antes de iniciar o tratamento e uma depois da primeira avaliação (30 dias pós tratamento), 

devido a brigas entre os animais, impedindo assim a comparação com os grupos tratados ao 

longo das avaliações realizadas. 

 

5.6 Interpretação da Cura 

 

A interpretação da cura dos animais está apresentada na Tabela 6 que apresenta o 

resultado de todos os testes em todas as avaliações realizadas.  



CUNHA, E. L. A.  Resultados 

   48 

 

 

Tabela 6 - Avaliações pós-tratamento e eficácia terapêutica do BZ, ITRA e associação de BZ+ITRA em cães infectados com a cepa VL-10 T. cruzi tratados na fase aguda da 

infecção. 

 Métodos Parasitológicos Sorologia convencional Interpretação da Cura 

 

qPCR  

no 

 coração 

(AD e VE) 

Hemocultura 

(m.a.t.) 

PCR 

(m.a.t.) 

ELISA 

(m.a.t.) 
Última avaliação Todas as 

avaliações 

1 6 12 18 1 6 12 18 1 6 12 18 

Somente Testes 

Parasitológicos 

MS 

(2016) 

B
en

zn
id

a
zo

l 

(B
Z

) 

B1 N N N N P P N N N P P P P NC N 

B3 N N P N N N N P N P P P P NC N 

B6 N N N N P N P N P P P P P NC P 

M1 - # # # - # # # + # # # # # # 

It
ra

co
n

a
zo

l 

(I
T

R
A

) 

B4 N N N N N N N N N P P P N NC N 

B5 N N N N N N N P P P P P P NC P 

M3 N P N N N N P N P P P P P NC P 

M6 N N P N N N P P P P P P P NC P 

B
Z

 +
 I

T
R

A
 

B2 N N N N N N N P P P P P P NC N 

B7 N N N N N N N N P P P P N NC N 

B8 N N P N N P P N P P P N P C N 

M2 N N P N N N P P N P P P P NC P 

M5 N N N N N N P P N P P P P NC P 

Animais 

Grupos 
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HC: hemocultura; PCR: reação em cadeia da polimerase; ELISA: "enzyme-linked-immunosorbent-assay"; 

m.a.t.: meses após tratamento; P: positivo; N: negativo; C: curado; NC: não curado; #: Morte do cão; qPCR: 

PCR em tempo real no coração, AD: átrio direito; VE: ventrículo esquerdo. 

Levando em consideração todos os exames realizados em todas as avaliações (HC, 

PCR em eluato sanguíneo e ELISA), nenhum animal foi curado de acordo com o critério 

clássico de cura (MS 2016). No entanto, se o critério mais atual do que o clássico for 

considerado, um animal (cão B8) tratado com BZ+ITRA está/foi curado na última avaliação 

por ter apresentado resultados negativos em todas as avaliações realizadas, incluindo a 

sorologia convencional (ELISA), considerada padrão ouro de cura na avaliação pós-

tratamento.   

Pode ser verificada a grande contradição entre os resultados dos exames 

parasitológicos da última avalição (18.m.p.t) com as avaliações sorológicas deste mesmo 

tempo, e inclusive com as demais. Dois animais, um (cão B4) do grupo ITRA e outro (cão 

B7) do grupo (BZ+ITRA) em nenhuma das avaliações apresentaram métodos parasitológicos 

positivos, apenas sorologia positiva convencional durante todo o período de avaliação. Estes 

animais podem ser considerados curados de acordo com os critérios alternativos (KRETTLI e 

BRENER, 1982; LANA e MARTINS-FILHO, 2015). 

A qPCR no coração (AD e VE) apresentou resultado negativo em dois animais (cães 

B1 e B3) do grupo BZ, em um animal (cão B4) do grupo ITRA e em três animais (cães B2, 

B7 e B8) do grupo BZ+ITRA. Estes resultados são também em parte (5/12 animais) 

contraditórios a ambos, ao conjunto de métodos parasitológicos e a interpretação do resultado 

dos tratamentos segundo o critério de cura do MS (2016). 

 

5.6.1 Avaliações histopatológicas por hematoxilina & eosina (H&E) 

 

A presença de amastigotas não foi observada nas avaliações histopatológicas. Em 

relação à inflamação, no átrio direito, não houve diferença estatística entre os grupos 

avaliados. No entanto, a análise qualitativa mostrou a presença de um infiltrado inflamatório 

moderado em todos os animais tratados apenas com BZ. Por outro lado, observou-se uma 

redução significativa do processo inflamatório no ventrículo esquerdo, entre os animais 

tratados com a associação BZ+ITRA em comparação aos animais tratados em monoterapia 

com BZ e ITRA (Figura 6).  
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Figura 6 - Análise morfométrica do átrio direito e do ventrículo esquerdo mostrando o número de células 

inflamatórias na coloração por H&E em cães experimentalmente infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi no 18º 

mês após o tratamento com a associação BZ, ITRA e sua associação (BZ+ITRA). 

 

Nº: número; céls: células; BZ: benznidazol; ITRA: itraconazol; BZ+ITRA: benznidazol associado ao 

itraconazol; a,b: estatística.  

Os resultados são expressos como número médio de núcleo de células inflamatórias ± 

erro padrão. As diferenças (p <0,05) são realçadas pela letra "a" entre os grupos BZ e 

BZ+ITRA, e "b" entre os grupos ITRA e BZ+ITRA. A linha pontilhada representa o número 

médio de células no AD e VE de cães controle não infectados. 

Figura 7 - Fotomicrografias de infiltrados inflamatórios nos átrio direito e ventrículo esquerdo de cães tratados 

com BZ, ITRA e sua associação (BZ+ITRA) e grupo  controle INT durante a fase aguda da infecção com a cepa 

VL-10 de T. cruzi após 18 meses de tratamento. 

  

 

 

 

 

 

 

 

(A) e (E) padrão histológico normal do átrio direito e ventrículo esquerdo, respectivamente, de animais não 

infectados; (B) e (C) infiltrado inflamatório moderado observado no átrio direito de animais dos grupos BZ e 

ITRA, respectivamente; (D) infiltrado inflamatório discreto no átrio direito dos animais tratados com a 

associação BZ + ITRA; (F e G) infiltrado inflamatório intenso no ventrículo esquerdo dos grupos BZ e ITRA, 

respectivamente. (H) infiltrado inflamatório discreto no ventrículo esquerdo do grupo BZ + ITRA. 

Hematoxilina-Eosina, Barra= 50m. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Desde a descoberta da DCh (CHAGAS, 1909), pesquisadores buscam por uma 

terapia medicamentosa ideal para o seu tratamento, e atualmente, apenas o BZ encontra-

se disponível no Brasil. Devido as limitações relacionados ao BZ, como os efeitos 

adversos e baixa eficácia, a busca por fármacos mais eficazes tornou-se um desafio, 

mesmo sendo BZ considerado o melhor fármaco para esta enfermidade até o momento 

(FARIAS et al., 2006). Tendo em vista o fracasso dos compostos avaliados 

recentemente, principalmente dos derivados azólicos, a associação de fármacos anti-

T.cruzi, tem sido recomendada como perspectiva na quimioterapia de diversas 

patologias/infecções, inclusive a DCh.  

A proposta deste estudo foi avaliar a ação terapêutica do BZ quando associado 

ao ITRA em paralelo a cada um deles isoladamente, no tratamento da infecção 

experimental de fase aguda da DCh em cães infectados com a cepa VL-10 T. cruzi 

resistente ao tratamento com BZ neste modelo animal (CALDAS, 2011). 

Antes do tratamento, a infecção foi confirmada pelo método parasitológico ESF 

em todos os animais inoculados como demonstrado anteriormente no estudo de Caldas 

(2011) em modelo cão em condições semelhantes. Os mais importantes resultados 

foram a demonstração de que parasitemia ou ASC e o período da patente (PP) foram 

significativamente menores nos animais do grupo BZ e BZ+ITRA do que no grupo 

controle (INT), e que o grupo ITRA também apresentou redução significativa da 

parasitemia em relação aos do grupo controles. Esses resultados sugerem atividade de 

todos os tratamentos contra T. cruzi, o que já foi demonstrado por Caldas, (2011) com 

BZ em cães. Verificou-se ainda que a ação de BZ e ITRA e da associação de BZ+ITRA, 

no mesmo regime terapêutico por 60 dias, levaram à supressão definitiva da parasitemia 

durante todo o tratamento e após o seu término, diferentemente do observado por 

Caldas (2008) e Caldas (2011) em cães quando estes autores verificaram que a 

parasitemia aumentou (ESF e qPCR de sangue positivos) após tratamento com ITRA e 

BZ quando tratados em doses mais elevadas (100mg/kg/dia) durante 20 dias 

consecutivos. Nossos dados são semelhantes aos de (GUEDES et al., 2002), que 

obtiveram um curto período patente (1-3 dias) depois de iniciar o tratamento de fase 

aguda com BZ em cães infectados com as cepas Colombiana, Y e Be-78 de T. cruzi, 
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consideradas resistente, parcialmente resistente e susceptível, respectivamente, ao 

tratamento com BZ. 

Quando a hemocultura foi utilizada ao longo de 18 meses após o tratamento, 

revelou-se falha do tratamento em 33% a 50% dos animais nos três grupos tratados), 

mesmo considerando que a sensibilidade deste método é menor do que o observado em 

outros métodos parasitológicos realizados em paralelo, a exemplo da PCR em modelos 

animais recentemente tratados (GUEDES et al., 2002, 2004, DINIZ et al., 2010) ou 

humanos (GALVÃO et al., 2003; MACHADO-DE-ASSIS et al., 2012). Foi ainda 

demonstrado que a PCR de sangue realizada em paralelo foi negativa em 0% a 25% 

destes mesmos grupos de cães tratados. Os resultados negativos de hemocultura (50 a 

67%) e PCR (0 a 25%) nas avaliações pós-tratamento foram semelhantes em todos os 

grupos tratados e ambos revelaram discreta redução da infecção e/ou carga parasitária.  

Considerando conjuntamente HC e PCR, dos três animais tratados por BZ um 

foi positivo na HC e todos apresentaram positividade na PCR nas três últimas 

avaliações, diferente dos animais do grupo ITRA e BZ+ITRA, nos quais um animal de 

cada grupo (cães B4 e B7 respectivamente) apresentaram todas as avaliações 

parasitológicas negativas. Estes resultados diferem dos obtidos por Guedes et al. (2002), 

que observaram 100% de positividade nas avaliações parasitológicas dos animais 

tratados com BZ e infectados pelas cepas Colombiana de T. cruzi e VL-10, ambas 

resistentes ao BZ, diferente também do obtido com a cepa Y de T. cruzi, que se 

apresenta parcialmente resistente ao tratamento em modelo murino, cujos animais 

apresentaram total negativação das avaliações parasitológicas, também confirmada por 

Caldas (2008) nas mesmas condições experimentais. Este autor também avaliou cães 

infectados com a cepa VL-10 tratados com BZ e obteve 75% de hemoculturas positivas 

enquanto neste trabalho 33% dos animais foram negativos. Em relação a PCR ela foi 

positiva em 100%dos animais, assim como neste trabalho. 

O teste sorológico ELISA foi negativo em alguns animais na primeira avaliação 

(primeiro mês após o tratamento), provavelmente devido ao primeiro impacto e ação 

direta dos tratamentos sobre a parasitemia dos animais, como demonstrado por outros 

autores em cães tratados (CALDAS, 2008), incluindo Caldas (2011) que tratou o 

modelo murino infectado com esta mesma cepa de T. cruzi. Posteriormente, as 

avaliações com ELISA revelaram resultados positivos em todos os animais de todos os 

grupos experimentais, devido ao estabelecimento da resposta imune humoral aos 
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parasitas restantes. Somente na última avaliação, no 18º mês após o tratamento, um cão 

(cão B8) do grupo tratado com BZ+ITRA foi negativo, sugerindo a cura deste animal 

pelos critérios MS (2102) e (LANA e MARTINS-FILHO, 2015), pois os testes 

parasitológicos também foram negativos nesta avaliação. No entanto, a PCR de sangue 

deste animal foi positiva em duas avaliações anteriores. Consequentemente, este cão é 

considerado não curado pelos critérios clássicos de cura tomando em consideração a 

avaliação global (CANÇADO, 2002; WHO, 2002). Guedes et al. (2002) também 

verificaram que cães infectados com as cepas Colombiana e Be-78 tratados com BZ e 

resistentes a este fármaco neste modelo animal, apresentaram ELISA positiva ao 

contrário dos animais infectados pela cepa Y que se mostraram sensíveis ao tratamento. 

O mesmo foi observado por Caldas (2008), que também encontrou 100% de 

negatividade na sorologia convencional em animais infectados pela cepa Y e 100% de 

positividade em animais infectados pela cepa VL-10 tratados com BZ. Conjuntamente, 

nossos resultados e estes últimos trabalhos citados sobre quimioterapia nos modelos cão 

e murino demonstram a influência da cepa de T. cruzi e do modelo animal na resposta 

ao tratamento uma vez que as cepas Be-78 e Y, sensível e parcialmente sensível ao BZ 

no modelo camundongo apresentaram-se resistente e sensível, respectivamente, a este 

fármaco no modelo cão. 

Embora a reatividade dos testes sorológicos não seja considerada como um 

marcador ideal para a eficácia do tratamento na DCh, devido a várias outras razões, 

além da presença de infecção por T. cruzi, que também são responsáveis pela 

manutenção da sorologia positiva (KRETTLI, 2009) foi feita a qPCR no tecido cardíaco 

e avaliações histopatológicas do coração na análise final dos animais (18º m.p.t.) após a 

necropsia, em paralelo com as avaliações anteriores, para melhor conhecer os resultados 

da qPCR de tecido no contexto das outros testes laboratoriais realizados na avaliação 

pós-tratamento dos animais e o impacto desses tratamentos no processo inflamatório 

cardíaco e na fibrose. Em nossas condições experimentais a técnica de qPCR é de alta 

sensibilidade (97,5%). Essas avaliações em tecidos revelam DNA de parasitas de outro 

compartimento hospedeiro (tecido cardíaco) e forma evolutiva de T. cruzi (amastigotas) 

presentes no interior das células.  

Os resultados encontrados na análise conjunta dos dois fragmentos (AD e VE) 

cardíacos revelaram que dois animais do grupo BZ (cão B1 e cão B3), um do grupo 

ITRA (cão B4) e três tratados com a associação destes fármacos (cães B2, B7 e B8) 
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foram negativos, sugerindo maior redução da carga parasitária cardíaca em relação ao 

verificado por Caldas et al. (2012) e Caldas et al. (2014) em modelo murino infectado 

com a cepa VL-10 que foram sempre apresentaram a qPCR positiva. Os resultados da 

qPCR aqui obtidos foram em parte discordantes dos resultados dos outros testes 

parasitológicos (HC e PCR no eluato de sangue). A explicação para estas discrepâncias 

merece ser bem discutida. Em primeiro lugar, a divergência de resultados entre os dois 

fragmentos de um mesmo órgão e animal indica que a qPCR feita em amostras de 

biópsias de hospedeiros de grande porte como cão e possivelmente em humanos não são 

representativas do todo e que, portanto, esta técnica não se aplica à avaliação pós-

tratamento destes hospedeiros, diferentemente do observado em camundongos, modelo 

de pequeno porte (ASSIRIA-MARTINS, 2015; BAZÁN et al., 2016).  Em segundo 

lugar, é necessário ter em mente que a positividade deste teste pode indicar DNA de 

parasitas mortos e/ou vivos, e que o tempo necessário para que o DNA de parasitas 

mortos desapareça dos tecidos é desconhecido, diferentemente do já observado no 

compartimento do sangue onde a sua permanência, pelo menos no modelo murino, é de 

aproximadamente 48 horas (TARLETON e ZHANG, 1999). Para ilustrar esta 

possibilidade, já foi demonstrado por nosso grupo (MARTINS et al., 2008) que a PCR 

em tecido de camundongos, considerados curados pelos critérios clássicos de cura da 

doença de Chagas foi positiva como também demonstrado por (MICHAILOWSKY et 

al., 1998), e que possivelmente esteja dectectando DNA de parasitos mortos 

remanescente nos tecidos. Quanto aos nossos resultados, entendemos a que qPCR de 

tecido com concentração de DNA ligeiramente maior do que o ponto de corte pode não 

ser interpretado como presença real de infecção por T. cruzi (parasitos vivos no tecido), 

e isto ocorreu em vários animais. Devido a estes achados, em seguida, a redução da 

concentração de DNA foi considerada para uma análise mais real desta metodologia no 

contexto da avaliação pós-tratamento. Esta análise demonstrou, tanto no átrio direito 

como no átrio esquerdo, que a carga parasitária foi menor no grupo tratado com a 

associação BZ+ITRA, seguido do grupo tratado com BZ e do tratado com ITRA, sendo 

as diferenças não significativas.  

Considerados conjuntamente, os dados sugerem que a redução da carga 

parasitária nos dois fragmentos cardíacos parece ser maior devido ao tratamento com 

BZ, uma vez que em ambos ela foi maior nos animais tratados com ITRA. Isto pode 

estar corroborando os resultados de MOREIRA et al. (2012) que demonstraram que o 

BZ na presença do ITRA melhorou significativamente sua farmacocinética 



CUNHA, E. L. A.  Discussão 

   55 

 

permanecendo por muito mais tempo e em maior concentração no plasma dos 

camundongos tratados. Nosso estudo irá avançar ainda na avaliação da farmacocinética 

no modelo cão dos dois fármacos (BZ e ITRA) em doses isoladas e múltiplas, bem 

como em associação. Esta melhoria na farmacocinética observada por MOREIRA et al. 

(2012) sugere que o encontro de melhores índices de cura dos animais infectados com 

clones de grupos genéticos (DTUs I, II e híbrido TcV) distintos tratados na fase aguda 

da infecção (MOREIRA, 2011) em modelo murino. 

Infelizmente, as amostras de sangue dos cães não foram recolhidas em paralelo 

para serem analisadas por esta técnica. A qPCR na amostra de sangue, embora possa 

revelar a presença de DNA de parasitas vivos e/ou mortos, derivados principalmente de 

tripomastigotas de sangue, ela falha na detecção de DNA dos amastigotas no tecido 

(CALDAS et al., 2014). Por estas razões, recentemente, Bázan et al. (2016) analisaram 

a queda da carga parasitária na qPCR em amostras de sangue de camundongos tratados 

e verificaram que ela foi significativamente mais baixa que o observado em animais não 

tratados, mas não totalmente eliminada, mesmo em animais negativos na ELISA e 

curados parasitologicamente. Novamente a mesma questão permanece para a qPCR 

feita em tecido. Esta leve presença de DNA é devida aos parasitos vivos remanescentes 

ou parasitas mortos? Infelizmente, os animais do grupo controle do presente estudo não 

foram examinados em paralelo devido à morte antecipada, o que poderia mostrar 

melhor o impacto do tratamento nestas avaliações. O que se verificou em relação a 

qPCR em tecido é que esta metodologia apesar da alta especificidade e sensibilidade, 

ela não pode ser usada isoladamente na avaliação pós-tratamento e que sua positividade 

em níveis muito próximos ao ponto de corte não pode ser interpretada como indicativa 

de presença de infecção ativa por T. cruzi. 

Na análise global da interpretação da cura pelos critérios mais atuais e 

considerando apenas os dados parasitológicos, foi verificado que um animal tratado 

com ITRA (cão B4) e um tratado com BZ+ITRA (cão B7) poderiam ser considerados 

como curados. Inclusive um deles, o cão B7, apresentou na última avaliação uma ligeira 

queda de reatividade sorológica no teste de ELISA. No entanto, a sorologia 

convencional mostrou resultados negativos indicativos de cura apenas em um animal 

(cão B8), e uma das razões pode ser porque os animais foram necropsiados mais cedo 

do que o tempo necessário para a redução significativa dos títulos sorológicos. É 

importante destacar ainda, que foi utilizado como antígeno para o teste ELISA 
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preparação alcalina de todo o parasito, enquanto alguns autores demonstraram 

diminuição ou negativação do teste ELISA usando antígenos recombinantes específicos 

denominado F29 e F13 (FABBRO et al., 2013; BÁZAN et al., 2016) derivados de 

frações do parasito, em tempo curto de avaliação, inclusive em humanos. 

Em conjunto, os resultados obtidos indicam uma melhor atividade terapêutica na 

associação de BZ+ITRA, seguida do grupo tratado com BZ e ITRA, tais como: (i) 

maior redução da parasitemia no exame de sangue a fresco, (ii) maior redução da 

reatividade sorológica, (iii) maior negatividade na qPCR no coração e (iv) maior 

redução da inflamação cardíaca, fatores indicativos de atividade terapêutica. Como 

ambos os fármacos já são utilizados em humanos para o tratamento da doença de 

Chagas e micoses, esses resultados preliminares podem estimular estudos futuros. 

Infelizmente, verificamos que a positividade de HC e principalmente de PCR ao longo 

de todas as avaliações pós-tratamento aumentaram, sugerindo que mais tempo de 

avaliação seria necessário para a confirmação de cura dos animais sempre negativos 

nestes métodos parasitológicos (cães B4 e B7) e/ou na ELISA (cão B8).  

Dando prosseguimento a este estudo estamos avaliando cães nas mesmas 

condições e tratados na fase crônica para uma melhor avaliação desses mesmos 

tratamentos. Nestes animais eletrocardiograma e do ecocardiograma foram incorporadas 

para melhor verificação do impacto do tratamento na evolução clínica da doença. 

As análises histopatológicas revelaram impacto positivo dos tratamentos sobre o 

processo inflamatório, principalmente no ventrículo esquerdo, onde o número de células 

inflamatórias foi significativamente maior nos animais tratados com BZ, seguidos pelos 

tratados com ITRA e BZ+ITRA, respectivamente. Quanto à fibrose, a tendência de sua 

intensidade nos diferentes grupos tratados foi a mesma observada na inflamação 

sugerindo que o tratamento ao reduzir a inflamação a mesma é substituída pela fibrose 

em intensidade proporcional, a mais grave lesão encontrada na cardiopatia chagásica. 

Este achado poderia explicar, pelo menos em parte, o fracasso dos resultados obtidos no 

projeto BENEFIT (MOLINA et al., 2016) quando pacientes cardiopatas crônicos foram 

tratados com BZ. Este resultado também demonstra o que já foi verificado 

experimentalmente no modelo cão por (CALDAS et al., 2012). Juntos estes trabalhos 

demonstram que a fibrose pode ser uma característica intrínseca da cepa VL-10, 

pertencente à DTU II tão presentes no Brasil Central e Cone Sul (ZINGALES et al., 

2012), onde as mais graves alterações clínicas são observadas nos pacientes 
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(MACEDO, 2010; RASSI et al., 2010) e associadas às formas clínicas cardíaca e 

digestiva na DCh. 

Resultados equivalentes foram observados por Caldas (2008) no mesmo modelo 

experimental, e cepa de T. cruzi quando tratados com BZ em modelo murino tratado 

com BZ, posoconazol, fexinidazol e ITRA (CALDAS, 2011; ASSIRIA-MARTINS et 

al., 2015). No entanto, Caldas (2008) observou que os cães infectados pela cepa VL-10 

de T. cruzi e tratados com BZ não apresentaram redução da inflamação, diferentemente 

dos animais inoculados com a cepa Y. T. cruzi, sensível ao tratamento neste modelo, 

que apresentaram a inflamação. O BZ também levou à redução da inflamação e 

alterações eletrocardiográficas em humanos (FABBRO et al., 2007; VIOTTI et al., 

2011), embora existam controvérsias entre os autores (CASTRO et al., 2005; 

MACHADO-ASSIS et al., 2013). O acompanhamento dos paciente tratados com ITRA 

por Apt et al. (2003) e Apt et al. (2013) também revelou impacto positivo equivalente 

deste tratamento. Toledo et al (2003) ao avaliarem a susceptibilidade de clones de T. 

cruzi pertencentes à DTU TcII (assim como a cepa VL-10) ao tratamento com ITRA, 

detectaram taxas de cura de 42,1% na fase aguda e de 76,74% na fase crônica da 

infecção em camundongos, diferentemente do observado na fase aguda onde nenhum 

animal tratado com BZ e infectado com clones da DTU TcI foi curado. 

A redução da inflamação nos dados histopatológicos em animais tratados e 

humanos é interpretada como consequência da redução da parasitemia e tem sido 

observada tanto em hospedeiros curados quanto em não curados (APT et al., 2013; 

CALDAS et al., 2014; VIOTTI et al., 2011). Em conjunto, a atividade terapêutica e os 

benefícios verificados nas lesões cardíacas, principalmente do tratamento BZ+ITRA, 

seguido do ITRA isolado, indicam que os clínicos podem explorar essas possibilidades 

no tratamento da doença de Chagas, uma vez que ambos os fármacos já são utilizados 

em humanos. 

O mecanismo de ação do BZ não é completamente conhecido (URBINA e 

DOCAMPO, 2003). Recentemente veem sendo contraditoriamente propostos dois 

possíveis mecanismos de ação pelos quais o BZ exerce seu efeito anti-T.cruzi: ou pela 

ação da enzima nitroredutase tipo I, liberando glioxal, um composto altamente tóxico ao 

T. cruzi, ou pela glutationa, alterando os sistemas antioxidantes do parasito (KEENAN e 

CHAPLIN, 2015). O ITRA é rapidamente convertido via citocromo P3A4 (CYP3A4) 

em metabólito ativo anti-T.cruzi, o hidroxiitraconazol (HITZ). Além disso, estudos in 
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vitro e in vivo mostram que o ITRA e HITZ são potentes inibidores da enzima 

metabolizadora CYP3A4 e da enzima de transporte P-gp, o que pode contribuir na 

modificação das propriedades farmacocinéticas dos fármacos considerados seus 

substratos, como o BZ (TATEISHI et al., 2008; YAO e SRINIVAS, 2009). As 

limitações da ação anti-T. cruzi destes compostos pode ser devida à inadequação dos 

seus parâmetros farmacocinéticos quando utilizados isoladamente. Assim, este estudo 

está em andamento em relação a dois aspectos importantes: a avaliação dos mesmos 

tratamentos em cães na fase crônica da infecção e da farmacocinética de cada um dos 

fármacos utilizados em doses únicas e múltiplas e em associação (BZ+ITRA). 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

I. A atividade terapêutica em cães infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi e 

tratados durante a fase aguda da doença foi melhor no grupo que recebeu a 

associação de BZ+ITRA, seguida do grupo tratado com ITRA e BZ, 

respectivamente. De acordo com o critério de cura estabelecido pelo MS (2012), 

um animal (cão B8) que foi tratado com BZ+ITRA, parece estar curado, pois 

apresentou na sua última avaliação (18 m.p.t.) resultados negativos nos testes 

parasitológicos e na ELISA.  

 

II. A melhor atividade terapêutica está relacionada a uma maior redução da 

parasitemia no ESF, maior redução da reatividade sorológica, maior 

negatividade na qPCR no coração e maior redução da inflamação cardíaca. 

 

III. Houve uma oscilação na positividade dos testes parasitológicos de sangue ao 

longo de todas as avaliações, sugerindo que mais tempo e avaliações seriam 

necessárias para uma melhor avaliação dos animais em relação a cura 

parasitológica e evolução clínica. 

 

IV. A qPCR em fragmento de tecido não se aplica ao controle de cura para animais 

de grande porte como o cão, e níveis de positividade muito próxima ao ponto de 

corte não pode ser interpretada como indicativa segura da presença de infecção 

ativa por T. cruzi. 
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8 CONCLUSÃO 

 

A associação dos fármacos BZ e ITRA no tratamento da infecção aguda de cães 

infectados com a cepa VL-10 de T. cruzi pareceu ser promissora, visto que os resultados 

foram melhores nos testes parasitológicos, sorológico e histopatológico em relação aos 

grupos de animais tratados com estes mesmos fármacos em monoterapia; além do mais, 

a redução da inflamação no coração e consequentemente da fibrose, observadas nos 

animais do grupo BZ+ITRA, sugere que esta  associação de tratamento deve ser 

explorada. 
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9 PERSPECTIVAS 

 

Este trabalho tem como perspectiva a avaliação da associação BZ+ITRA e 

destes fármacos isolados na fase crônica da DCh em cães infectados com a cepa VL-10 

de T. cruzi, e análise dos parâmetros farmacocinéticos, os quais também podem auxiliar 

na compreensão dos resultados já obtidos de tratamento da fase aguda da doença. 
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