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  RESUMO 

A infecção pelo Trypanosoma cruzi desencadeia um processo inflamatório promotor de 

alterações morfofisiológicas nas células cardíacas. Terapias farmacológicas têm sido 

propostas objetivando a redução desta resposta inflamatória e, consequentemente, dos 

danos cardíacos no hospedeiro infectado. Neste estudo, foram avaliadas as ações do 

inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA) - Enalapril e do benznidazol (Bz), 

em monoterapia ou terapia de combinação (TC) durante a fase aguda e crônica da 

infecção experimental pelo T. cruzi. Camundongos C57BL/6 fêmeas foram infectados 

com 5000 formas tripomastigotas sanguíneas do T. cruzi (VL-10) e tratados durante 20 

dias com diferentes doses de Enalapril (25mg/Kg; 20mg/Kg e 15mg/Kg) ou Bz 

(100mg/Kg; 80mg/Kg e 60mg/Kg) ou Enalapril+Bz (100mg/Kg/25mg/Kg; 

80mg/Kg/20mg/Kg; 60mg/Kg/15mg/Kg). A eutanásia ocorreu no 30º e 120º dia após a 

infecção, sendo o coração conservado para análise histopatológica e avaliação das 

atividades enzimáticas das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) e o sangue/plasma 

destinado aos ensaios imunoenzimáticos (CCL2, CCL5, TNF, IL-10). A TC com o 

Enalapril e o Bz, administrada na fase aguda da infecção pelo T. cruzi, mostrou-se 

promissora pela efetiva redução da parasitemia. A TC com 80mg/kg+20mg/kg foi capaz 

de elevar os níveis plasmáticos de IL-10 durante a fase aguda e mantê-los elevados na 

fase crônica. De uma forma geral, as TCs reduziram a produção plasmática de do TNF-

alfa, CCL2 e CCL5 na fase aguda mantendo, em parte, este perfil durante a fase crônica. 

A TC não alterou a atividade das MMP-2 e MMP-9 na fase aguda e crônica, com 

exceção da combinação com 100+25mg/Kg, que resultou em um aumento da atividade 

da MMP-2 na fase crônica. Além disso, a TC reduziu o infiltrado inflamatório no tecido 

muscular cardíaco, tanto na fase aguda quanto na fase crônica, e foi eficaz na redução 

da neoformação de colágeno neste tecido durante a fase crônica.  Portanto, conclui-se 

que esta redução na inflamação plasmática e tecidual observada para as TCs pode levar 

a uma regulação parcial da inflamação resultando em redução dos danos cardíacos 

causados pela infecção experimental pelo Trypanosoma cruzi. 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, enalapril, benznidazol, terapia de combinação, 

inflamação, metaloproteinases. 



 

 

 

ABSTRACT 

Trypanosoma cruzi infection triggers an inflammatory process capable to develop 

functional and morphometrical alterations in cardiac tissue. In an attempt to reduce this 

cardiac alteration, several pharmacological therapies (eg. inhibitors of angiotensin 

converting enzyme - ACE) have been proposed due their potential anti-inflammatory 

effects. In this study, we evaluated treatment with Enalapril (ACE inhibitor) and 

Benznidazole (Bz) in a single or in a combinatory therapies (CT) during acute and 

chronic phases of experimental T.cruzi infection. C57BL/6 mice were infected with VL-

10 strain of T.cruzi and treated during 20 days with different dosages of Enalapril (15, 

20, 25mg/kg), Bz (60, 80, 100mg/kg) and combinations of both 

(15+60;20+80;25+100mg/Kg). Serum and heart samples were processed to 

immunoassay (TNF, IL-10, CCL2/5), enzymatic activities of metalloproteinases (MMP-

2/-9) and histopathology at the 30º and 120o days post infection. CT with Enalapril and 

Bz, administered in the acute phase of T. cruzi’s infection has shown promise for the 

effective reduction of parasitaemia. In general, we observed that CTs reduced plasma 

levels of TNF, IL-10, CCL2 and CCL5 in the acute phase of infection and, this same 

profile was mantained in the chronic one. CT does not alter the activity of MMP-2 and -

9 in both phases of infection, exception to the MMP2 whose activity was elevated with 

the 100 + 25mg/kg therapy during the chronic phase. In addition, CT has reduced the 

inflammatory infiltration in the cardiac tissue in acute and chronic phases been effective 

in reducing the collagen´s neogenesis in the latter phase of infection. In conclusion, we 

assume that treatment in combination using Enalapril and Bz may regulate the 

inflammatory process suggesting a potential protective effect against cardiac damages 

caused by experimental T. cruzi infection. 

Keywords: Trypanosoma cruzi, enalapril, benznidazole, combination therapy, 

inflammation, metalloproteinases. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas 

 

A doença de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi, um protozoário 

hemoflagelado que apresenta ciclo de vida heteroxênico (Chagas, 1909). O 

mecanismo de transmissão natural e de maior importância epidemiológica deste 

agente etiológico se dá através de insetos hematófagos (triatomíneos) da família 

Reduviidae, conhecidos popularmente como barbeiros (Brener et al., 1987). 

Entretanto sabe-se que este parasito pode ser transmitido por mecanismos não 

vetoriais como por via congênita, transmissão oral, por transfusão sanguínea ou 

transplante de órgãos (Dias et al., 1999). Atualmente, o contágio por via oral tem 

apresentado grande destaque devido à ingestão de alimentos, como o açaí e caldo de 

cana, contaminados por triatomíneos ou por suas fezes infectadas (Domingues et. 

al., 2015). Pela distribuição do parasito e dos seus vetores ao longo da América do 

Sul e Central, a infecção também é conhecida como tripanossomíase americana 

(Carabarin-Lima et al., 2013).  

A tripanossomíase americana ainda é considerada um problema médico-social e, 

segundo a Organização Mundial de Saúde estima-se que cerca de 6 a 7 milhões de 

pessoas estão infectadas em todo o mundo, sendo a maioria na América Latina onde 

a infecção é endêmica (WHO, 2015). O fluxo migratório entre os países latino-

americanos e os países desenvolvidos tem sido estimulado devido a problemas 

políticos e sócio-econômicos, o que torna a moléstia de Chagas, antes endêmica no 

continente ocidental, um problema de saúde global (Schmunis & Yadon, 2010) 

sendo transmitida por mecanismos independentes do vetor. 

 

A doença de Chagas  

 

A evolução natural da infecção pelo T. cruzi é dividida em duas fases 

subsequentes, aguda e crônica. A fase aguda inicia-se após a entrada e multiplicação 
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do parasito na circulação sanguínea do hospedeiro vertebrado, evento constatado a 

partir de exames de sangue a fresco (Chagas, 1909; Coura & Borges-Pereira, 2010). 

No início da infecção o indivíduo pode desenvolver uma sintomatologia breve com 

manifestações clínicas inespecíficas como febre, mal-estar, dores de cabeça, 

hepatoesplenomegalia, astenia que muitas vezes passam despercebidas (Dias, 1992). 

No entanto, crianças e, com menor frequência, adultos podem apresentar sintomas 

mais graves após o período de incubação (7 a 14 dias), como os sinais de porta de 

entrada edema periorbital unilateral (sinal de Romaña) (Romaña, 1935) e chagoma 

de inoculação (Mazza e Freire, 1940), linfoadenopatia, meningoencefalite e 

miocardite aguda (Tanowitz et al., 1992). A mortalidade na fase aguda acomete de 

5-10% dos indivíduos infectados. Estes casos estão associados, principalmente, a 

indivíduos imunodeprimidos e crianças por apresentarem miocardite aguda e 

meningoencefalite grave (Teixeira, et al., 2006; Malik et. al., 2015). Esta fase pode 

durar de 30 a 90 dias. Entretanto, com o progresso da infecção o sistema imune de 

indivíduos imunocompetentes entra em ação e induz a redução da carga parasitária 

e, consequentemente, o controle do balanço parasito/hospedeiro (Rassi Jr et al., 

2010). A resposta imune é efetiva no controle da infecção mas não previne o 

desenvolvimento da doença para a fase crônica. 

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 necessários métodos indiretos para a detecção do mesmo, dentre eles, os 

métodos sorológicos para reconhecimento de anticorpos do parasito: 

imunofluorescência indireta, hemaglutinação indireta, ensaios imunoenzimáticos 

(ELISA); métodos parasitológicos: xenodiagnóstico, hemocultura; além de métodos 

moleculares como a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) (Gomes 

et.al.,2001; Coura & Castro, 2002; Moreira et. al.,2013; Lana & Martins-Filho, 

2015). As principais formas clínicas da infecção nesta fase são a indeterminada, a 

cardíaca, a digestiva e/ou a cardio-digestiva. A maioria dos indivíduos infectados, 

aproximadamente 70% dos casos (Boscardin et al., 2010), desenvolvem e/ou 

permanecem na forma indeterminada, sendo esta caracterizada pela presença de 

anticorpos contra o T.cruzi no soro do paciente (sorologia positiva), 

eletrocardiograma e exames radiológicos do tórax, do esôfago e do cólon normais 

(Rassi Jr et al., 2010). Nesta forma clínica, há um equilíbrio na relação parasito-

hospedeiro sem danos evidentes ao indivíduo. No entanto, por motivos ainda não 
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elucidados pode haver a evolução para as formas sintomáticas nas quais os 

indivíduos podem apresentar manifestações clínicas em graus variados no coração, 

esôfago, colón e outros tecidos (Prata, 2001). 

A forma cardíaca é a responsável pela maioria dos óbitos decorrentes da 

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

T. cruzi (Chapadeiro, 1999; Nunes et. al., 2012). Esta forma crônica sintomática é 

denominada de cardiomiopatia chagásica crônica (CCC), as complicações cardíacas 

resultam no remodelamento da matriz de colágeno cardíaca e subsequente fibrose, 

levando a um aumento do miocárdio, rigidez, disfunção diastólica e sistólica, e, 

finalmente, uma grave cardiomiopatia dilatada associada com arritmias ventriculares 

o que pode evoluir para um quadro de insuficiência cardíaca crônica ou pode levar à 

morte súbita, a principal causa de mortalidade em pacientes com cardiopatia 

chagásica (Higuchi et al., 2003; Boscardin et al., 2010; Malik et. al., 2015).   

O grande desafio para a compreensão da fisiopatologia da CCC é entender a 

intrínseca relação existente entre o parasito (T.cruzi) e seus hospedeiros mamíferos 

(ex. o homem). Essa interação, através de mecanismos que ainda não são totalmente 

compreendidos, determina o grau de agressão ao miocárdio (Zhang & Tarleton, 

1999; Marin-Neto et al., 2007). Contudo, fatores como características genéticas e 

resposta imune do hospedeiro, exposição à reinfecção e carga parasitária, bem como 

a variabilidade genética do parasito têm sido sugeridos como determinantes na 

evolução dessa forma clínica (Andrade et al., 1996). 

A presença do parasito não só desencadeia como mantém a patogenicidade da 

infecção, uma vez que o T. cruzi presente no organismo haverá uma complexa 

interação de suas moléculas com células de defesa do hospedeiro. Desta interação, é 

montada uma resposta inflamatória que, neste contexto, torna-se fundamental, pois 

além de ser a estratégia utilizada pelo hospedeiro para controlar a replicação do 

parasito, ela faz-se responsável pelos danos causados a diferentes tecidos do 

organismo (Teixeira, et al., 2002). 

 

1.2. Aspectos inflamatórios da doença de Chagas 

 

  A resposta inflamatória decorrente da infecção pelo T.cruzi é essencial para a 

resistência do hospedeiro à infecção, mas também é responsável pela patologia na 



 

13 

 

doença de Chagas (Teixeira et al., 2002). A ausência ou redução da resposta 

inflamatória pode conduzir a uma replicação excessiva do parasito. Por outro lado, 

uma resposta imune exacerbada, como ocorre na ausência de mecanismos de 

controle, pode levar a danos nos tecidos e consequente morte do hospedeiro. Logo, 

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

da doença no hospedeiro mamífero (Talvani & Teixeira, 2011).  

 A essência da inflamação e da patologia observada em seres humanos é também 

estudada em modelos experimentais, obviamente com as particularidades inerentes 

ao modelo utilizado. Sendo assim, a cardiopatia chagásica experimental 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). Além disso, o processo inflamatório que ocorre devido à infecção pelo 

T.cruzi se dá, dentre outros meios, através da interação de proteínas de membrana do 

parasito, como as GPI-mucinas (Glicosilfosfatidilinositol- GPI), com receptores do 

tipo Toll (TLRs) presentes na superfície da membrana plasmática das células 

fagocíticas (macrófagos), principalmente (Campos & Gazzinelli, 2004; Bafica et al., 

2006; Nagajyothi et al.; 2012; Higashikuni et al., 2013). Essa interação do parasito 

com as células do sistema mononuclear fagocitário libera vários mediadores 

inflamatórios, como citocinas (TNF-alfa e IL-12), quimiocinas e óxido nítrico (NO) 

(Brener & Gazzinelli, 1997).  

 O IFN-gama é outra citocina inflamatória sintetizada logo após a infecção, 

principalmente pelas células “Natural Killer” (NK) do hospedeiro em resposta ao 

estímulo da citocina IL-12 e pelas células CD4+ e CD8+ durante a infecção. O IFN-

gama ativará as células do sistema mononuclear fagocitário e promoverá 

exacerbação da produção de mediadores inflamatórios e fatores de crescimento, 

além de estimular a liberação de quimiocinas (como a CCL2 e CCL5) para o 

recrutamento de novas células para o sítio inflamatório. Em conjunto, o TNF-alfa e 

o IFN-gama induzem ainda a ativação da enzima óxido nítrico sintetase (iNOS) 

catalizadora da síntese de óxido nítrico pelos macrófagos que atuará inibindo a 

replicação do parasito (Gutierrez et al., 2009; Paiva et al., 2009; Talvani & Teixeira, 

2011). 

 Contudo, há ainda neste processo a participação das citocinas regulatórias que 

são responsáveis por inibir/controlar as respostas imunes do hospedeiro, 
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particularmente aquelas mediadas por células fagocíticas (Aliberti et al., 2001; De 

Oliveira, 2007; Talvani et al., 2009). 

 Estudos focados em mecanismos imunorregulatórios de pacientes com a forma 

indeterminada têm mostrado que, enquanto esses pacientes produzem citocinas pró-

inflamatórias como TNF-alfa, e IFN-gama; eles também produzem citocinas anti-

inflamatórias, como a IL-10. De fato, elevada frequência de células regulatórias, 

monócitos e linfócitos que produzem IL-10 são encontradas em pacientes com a 

forma indeterminada comparado aos indivíduos com a forma cardíaca (Souza et. al., 

2004; Araujo et. al., 2007; Araujo et. al., 2012). O balanço entre as citocinas 

inflamatórias/anti-inflamatórias é direcionado pelo perfil anti-inflamatório da 

resposta nos pacientes com a forma indeterminada (Dutra et. al., 2014). 

 Ao contrário dos eventos imunorregulatórios observados nos indivíduos com a 

forma indeterminada da doença, pacientes com a forma cardíaca da doença 

apresentam predominância de citocinas inflamatórias em relação a IL-10 (Dutra et. 

al., 2014). Uma análise ex vivo da expressão de citocinas mostrou que células de 

pacientes cardíacos apresentavam alta produção de TNF-alfa assim como de IFN-

gama (Dutra et.al., 1997). Logo, esse infiltrado de células inflamatórias no tecido 

muscular cardíaco leva a destruição do miocárdio, epicárdio e endocárdio, 

posteriormente ocasionando a deposição de colágeno intermeando as áreas 

“inflamadas” na tentativa de cicatrização (fibrose) e, portanto, responsável pela 

diminuição da contratilidade cardíaca, massa muscular cardíaca bem como perda da 

inervação cardíaca (Machado et. al., 2005). Todas essas ações culminam em uma 

nova reorganização estrutural e fisiológica negativa do órgão, fazendo com que seja 

necessário o remodelamento do mesmo (Prata, 2001; Marin-Neto et al. 2007). 

 O remodelamento cardíaco nada mais é do que alterações na estrutura, células e 

matriz extracelular (MEC) do coração em decorrência das mudanças celulares, 

moleculares e intersticiais (Mendes et. al., 2010). Constitui-se de um mecanismo 

adaptativo à sobrecarga hemodinâmica necessária para manter a capacidade 

funcional do órgão. Alterações na MEC, como mudanças no equilíbrio entre sua 

síntese e degradação e na continuidade da rede de colágeno fibrilar são as 

características essenciais do remodelamento tecidual que ocorre em muitos 

processos patológicos (Spinale et al., 2000; Roy et al., 2011). Nesse sentido, a 

manutenção da integridade e da organização da MEC é de grande importância e 

diversos componentes protéicos da mesma possuem importante participação no 
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remodelamento do tecido conjuntivo. Dentre esses componentes, destacam-se as 

enzimas metaloproteinases de matriz (MMPs). 

 As MMPs são uma família de proteinases zinco-dependentes que participam da 

degradação e remodelamento da MEC. Essas enzimas são capazes de degradar 

componentes proteicos da MEC e, por isso, participam de uma variedade de 

processos fisiológicos como angiogênese, reparação tecidual, morfogênese, 

mobilização de células tronco e cicatrização de feridas (Nagase et al., 2006; Geurts 

et al., 2011). Cada uma das MMPs apresenta particularidades em sua estrutura e são 

classificadas em grupos de acordo com seu substrato específico e com a organização 

de seu domínio catalítico colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e 

MMPs de membrana (Kupai et. al. 2010, Geurtz et. al. 2011). 

Dentre as diferentes MMPs, MMP-2 e MMP-9 pertencem ao grupo das 

gelatinases, e assim são descritas pela digestão da gelatina e desnaturação do 

colágeno IV, da fibronectina e da elastina. Estas enzimas destacam-se por seu 

envolvimento em doenças cardíacas. (Li et al., 2000). Schulz et. al.(2007) 

mostraram que MMP-2 e MMP-9 são ativadas no coração humano após a isquemia, 

e suas atividades correlacionam-se negativamente com o índice de função contrátil 

do ventrículo esquerdo e positivamente com a duração da isquemia. Na infecção 

pelo T. cruzi, Gutierrez et. al.(2008) mostraram que camundongos infectados por 

este parasito e tratados com inibidores exógenos (tetraciclinas-Doxiciclina) de 

MMP-2 e MMP-9 apresentam decréscimo significativo na inflamação cardíaca e 

aumento da sobrevida, além de níveis reduzidos de IFN- gama, TNF- alfa e óxido 

nítrico (NO). Sendo o coração, órgão de maior relevância para os estudos na 

infecção pelo T. cruzi, e a influência destas enzimas na resposta imune do 

hospedeiro, elas tornam-se, então, importantes alvos de investigação. 

Entretanto, a dificuldade no estudo dos mecanismos patológicos envolvendo a 

infecção pelo T. cruzi deve-se à natureza e à evolução da resposta imune, à presença 

do parasito e fisiologia cardíaca do hospedeiro (em se tratando da CC). Contudo, por 

meio de técnicas moleculares como a PCR em tempo real, foi demonstrada a 

persistência do parasito nos tecidos por longo período de tempo após a infecção, 

havendo ainda correlação entre a carga parasitária e a intensidade da inflamação 

(Guedes et. al., 2011). 

Dessa forma, como a carga parasitária está intimamente relacionada à resposta 

inflamatória, fármacos que reduzem a parasitemia provavelmente reduzirão, em 
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parte, o processo inflamatório sistêmico e/ou local, como é o caso do Benznidazol 

(Caldas et al., 2008). Do mesmo modo, fármacos que podem atuar, direta ou 

indiretamente sobre a resposta inflamatória, como é o caso dos inibidores da enzima 

conversora da angiotensina (Paula-Costa et al., 2010) e das estatinas (Melo et al., 

2011; Silva et al., 2012), também poderiam beneficiar o hospedeiro. 

1.3. Estratégias terapêuticas na infecção pelo Trypanosoma cruzi 

 

Atualmente apenas dois agentes terapêuticos são aplicados no tratamento etiológico 

da doença de Chagas: o nitrofurano Nifurtimox (NFX; Lampit®, Bayer) e o 

nitroimidazol Benznidazol (Bz) (Rochagan®, Rodanil®, Roche). Em abril de 2003, os 

direitos e a tecnologia de fabricação do Bz foram cedidos ao Brasil pela Roche e aqui 

este fármaco foi produzido pelo Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco 

(LAFEPE) (Oliveira, et al.,2008). Porém, recentemente, o LAFEPE deixou de produzí-

lo e repassou a responsabilidade para o Laboratório ELEA-Argentina (Sosa-Estani, 

2012).  

Esses fármacos utilizados no tratamento etiológico da doença de Chagas são 

compostos nitroheterocíclicos, caracterizados pela presença de um grupo nitro ligado a 

um anel aromático. Tais compostos incluem um amplo espectro de nitrofuranos e 

antibióticos nitroimidazólicos que são eficazes contra uma gama de infecções 

bacterianas e parasitárias (Wilkinson, et al., 2008). No caso da doença de Chagas, eles 

atuam como pró-drogas sendo submetidos a uma ativação enzimática mediada pela 

presença do patógeno, essas reações são catalisadas por enzimas nitrorredutases, 

produzindo assim efeitos citotóxicos. A descoberta dessas drogas ocorreu, 

empiricamente, há mais de quatro décadas atrás (Buckner & Urbina, 2012). 

O NFX atua através da redução do grupo nitro formando radicais nitroaniônicos 

que, na presença de oxigênio, levam a formação de metabólitos altamente tóxicos 

(espécies reativas de oxigênio -ROS), aniôn de superóxido, peróxido de hidrogênio, 

dentre outros). Tem sido mostrado que o T.cruzi é deficiente em mecanismos de 

desintoxicação para metabólitos de oxigênio, em particular o peróxido de hidrogênio, 

sendo assim mais sensível ao estresse oxidativo do que as células de vertebrados 

(Urbina & Do Campo, 2003). Porém ressalta-se que esses radicais produzidos pela ação 

do NFX, também são tóxicos para o homem e dentre os efeitos colaterais mais comuns 

a este fármaco tem-se as manifestações digestivas, como náuseas, vômitos, anorexia, 
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perda de peso. Também podem ser observados sintomas de toxicidade no sistema 

nervoso central, como alucinações, insônia e em casos raros podem ser observados 

quadros de convulsões. Além disso, o NFX apresenta também potencial carcinogênico. 

A partir da década de 1980, o NFX teve sua comercialização interrompida, 

primeiramente no Brasil e depois em outros países da América do Sul (Venezuela, 

Chile, Argentina), possivelmente em razão do efeito tripanocida reduzido e devido a sua 

alta toxicidade (Oliveira, et al.,2008). 

No Brasil, o fármaco de escolha para o tratamento da doença de Chagas é o Bz e sua 

introdução para utilização clínica em seres humanos ocorreu em 1978. O Bz parece 

atuar através de um mecanismo diferente (redução) do NFX, que envolve a modificação 

covalente das macromoléculas (como por exemplo, DNA, RNA, citocromo P450 e 

outras proteínas) do parasito provocada pelos radicais aniônicos produzidos pela 

nitroredução (Urbina & DoCampo, 2003). Esse fármaco inibe a síntese de proteínas; os 

metabólitos reduzidos presentes nas uniões covalentes com as macromoléculas 

interagem com o DNA do parasito inibindo a replicação do mesmo e ainda, o Bz inibe a 

cadeia respiratória do patógeno (Apt, 2010). O Bz atua tanto contra as formas 

circulantes (tripomastigotas) quanto às formas teciduais (amastigotas) do T.cruzi. E a 

produção de radicais livres pelo Bz é menor do que com o NFX.  

Contudo, o Bz também apresenta reações adversas relacionadas à sua administração, 

embora sejam um pouco mais amenas em relação ao NFX, tais como, 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). 

O tratamento com o Bz durante a fase aguda da infecção pelo T. cruzi produz cura 

parasitológica em aproximadamente 70% dos pacientes (Marin-Neto et al., 2009). 

Todavia, o tratamento da doença de Chagas na fase crônica da infecção apresenta baixa 

eficácia terapêutica, sendo esta a fase em que os indivíduos normalmente são 

diagnosticados.  

Um estudo denominado BENEFIT foi proposto para avaliar o papel desta terapia na 

redução da mortalidade e nos danos cardiovasculares em pacientes com cardiopatia 

chagásica crônica (Marin-Neto et. al., 2009). O BENEFIT é um estudo multicêntrico, 

randomizado no qual a avaliação dos pacientes com a forma cardíaca da doença foi 

realizada entre os anos de 2004 à 2011. Porém, recentemente, Morillo & Marin-Neto et. 

al.(2015) mostraram que o tratamento com o Bz, nestes pacientes crônicos, reduziu 
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significativamente a detecção de parasitos circulantes mas não reduziu a evolução 

clínica cardíaca (Lana et. al., 2009; Machado-de-Assis et. al., 2012). Contudo, vários 

fatores podem ter interferido nestes achados, com o genótipo do parasito; o paciente 

antes de receber esta terapia apresentava baixo risco de aparecimento de danos 

cardíacos; o tratamento com o Bz pode ter sofrido interação com outras terapias mais 

prolongadas (como tratamento de infecções crônicas – tuberculose, lepra, etc); e ainda 

esta terapia pode ter ocorrido numa fase mais precoce da doença em alguns indivíduos 

(Morillo & Marin-Neto et. al, 2015). 

Por outro lado a administração do Bz durante a fase crônica da infecção 

experimental com T. cruzi foi capaz de prevenir o desenvolvimento de uma forma mais 

grave de cardiopatia, em parte, pela redução da carga de parasitas, em parte pela ação 

sobre a regulação do sistema imune do hospedeiro (Olivieri et al., 2002; Garcia et al., 

2005). De fato, estudos anteriores in vitro, demonstraram que o Bz atua na regulação 

negativa do gene da NOSII promovendo a inibição do óxido nítrico e também promove 

a inibição do NF-kB em macrófagos após estimulação com lipopolissacárideo e IFN-

gama (Piaggio et. al., 2001). Este efeito imunomodulatório do Bz é capaz de inibir a 

produção das citocinas inflamatórias, produção de óxido nítrico e também o 

recrutamento de leucócitos para o coração durante a infecção pelo T. cruzi em humanos 

e modelos experimentais (Sathler-Avelar et. al., 2006; Daliry et. al., 2014). 

Vários estudos demonstram também, que apesar do tratamento do Bz ser 

insuficiente para atingir a cura parasitológica na maioria dos casos crônicos, ele reduz a 

carga parasitária interferindo, dessa forma, na evolução clínica da doença (Viotti et. al., 

1994; Tarleton et. al., 2007). A exemplificar, Lana et. al.(2009) mostraram que o 

tratamento com o Bz durante a fase crônica da doença melhorou o prognóstico dos 

indivíduos de uma área endêmica que apresentavam a forma indeterminada. 

Embora a terapia com o Bz durante a fase crônica possa apresentar melhorias na 

evolução clínica cardíaca associada à doença de Chagas, atualmente terapias aplicadas 

para doenças cardiovasculares de diferentes etiologias (por exemplo, beta-bloqueadores, 

estatinas e em particular os inibidores das enzima conversora de angiotensina) 

ganharam novo interesse por regularem, parcialmente a resposta imune e induzir 

melhoria na função cardíaca ventricular em estudos da infecção experimental e humana 

pelo T. cruzi (Machado et. al., 2012).  

 

 



 

19 

 

 

1.4. Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (IECA)  

 

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) desempenha importante 

papel na regulação da pressão arterial e na manutenção do equilíbrio hidroeletrolítico. 

Esse sistema é estimulado, principalmente, pelas seguintes condições presentes na 

insuficiência cardíaca: restrição de sódio, contração do compartimento intravascular 

(desidratação, hemorragia), hipotensão arterial. A diminuição do volume plasmático e a 

redução de sódio estimulam os rins a liberarem a renina, esta enzima catalisa a 

conversão do angiotensinogênio, produzido no fígado, em angiotensina I. A 

angiotensina I é um peptídeo inativo, desprovido de ação vascular, logo a mesma é 

convertida em angiotensina II (angio II) a partir da ação da enzima conversora de 

angiotensina (ECA) encontrada no endotélio capilar dos pulmões e no endotélio 

vascular de vários órgãos (Ribeiro & Florêncio, 2000;). 

A angiotensina II apresenta importante papel na regulação da pressão arterial e 

também na regulação da resposta inflamatória vascular através da ativação e 

recrutamento de células inflamatórias para o sítio inflamatório, além das lesões arteriais 

(tromboembolismo) (Ferrario & Strawn, 2006). A angio II induz uma variedade de 

eventos vasculares, como a vasoconstrição a partir da síntese de aldosterona, ativação 

endotelial, proliferação de células, quimioatração de monócitos a partir da liberação de 

citocinas e quimiocinas, aumentando assim o estresse oxidativo e suprimindo a síntese 

de óxido nítrico (Cunha et. al., 2005). Ang II através de sua ligação ao receptor AT1 

promove a retenção renal de sódio e água, vasoconstrição, hipertrofia cardíaca do 

músculo liso, aumento na contratilidade cardíaca, atividade aumentada do sistema 

nervoso simpático, aumento na proliferação, diferenciação e crescimento celular 

(Gembardt et. al., 2005; Boim et. al., 2011; De Mello e Frohlich et. al., 2014). Todavia, 

quando a Ang II se liga ao receptor AT2 ocorre a estimulação do desenvolvimento fetal 

e da diferenciação celular, proteção isquêmica, modulação da matriz extracelular, reparo 

tecidual, apoptose, vasodilatação, inibição do crescimento e proliferação celular 

(Gembardt et. al., 2005; Boim et. al., 2011; De Mello e Frohlich et. al., 2014). Tanto a 

atividade da ECA quanto a concentração de angiotensina II são responsáveis por 

desencadear respostas inflamatórias.  
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Os inibidores da ECA (IECAs) atuam no SRAA impedindo a conversão de 

angiotensina I (angio I) em angiotensina II (angio II), além de inibirem a degradação da 

bradicinina, um potente vasodilatador, que tem sua atividade aumentada (Giestas et al., 

2010;) Já foi mostrado que o tratamento com esses fármacos reduz a hipertrofia cardíaca 

e a morbidade cardiovascular em pacientes hipertensos (Ocaranza & Jalil, 2012).  

 Os IECAs são capazes de promover melhora clínica em quadros clínicos 

comumente encontrados em pacientes chagásicos, como isquemia, trombose, déficit nas 

funções endoteliais e disfunções cardíacas, além de promover regulação da resposta 

inflamatória (Konstam et al., 1992). Um estudo com pacientes chagásicos mostrou que 

a associação dos inibidores da ECA (Enalapril) seguido pelo beta-bloqueador 

adrenérgico (Carvedilol) apresentou redução sérica da quimiocina CCL5 e do peptídeo 

natriurético tipo-B (BNP), bem como uma melhora na fração ventricular esquerda 

(Botoni et al. 2007), sugerindo benefícios na função cardíaca e nos status clínico desses 

pacientes.  Na infecção experimental com o T.cruzi, o Captopril, um exemplo de 

inibidor da ECA, demonstrou ser capaz de amenizar a miocardite durante a fase aguda 

em modelo murino, mas não foi capaz de reduzir aspectos como mortalidade, 

parasitemia e carga parasitária tecidual nesses animais (Leon, et. al., 2003).  

O Maleato de Enalapril, outro fármaco do grupo dos inibidores da ECA, é uma 

pró-droga que não origina atividade biológica direta. Após a sua administração, ele é 

metabolizado, no fígado e nos rins, em seu metabólito ativo, o Enalaprilato, um 

eficiente inibidor da ECA (MacFadyen et al., 1993). Paula-Costa et al. (2010) 

demonstraram que o tratamento com doses de 25mg/kg desta droga em animais 

isogênicos infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi foi capaz de reduzir a 

produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias e, consequentemente, a 

miocardite ao final da fase aguda. Além disso, esse tratamento mostrou redução dos 

parasitos circulantes e teciduais nesses animais, bem como da replicação de formas 

epimastigotas in vitro de forma dose-dependente. Outro estudo mais recente utilizando a 

combinação deste fármaco com o Bz mostrou que em modelo murino infectado pela 

cepa VL-10 do T. cruzi foi capaz de reduzir a produção de mediadores inflamatórios, a 

carga parasitária no tecido muscular cardíaco bem como os níveis de proteínas 

relacionadas ao dano cardíaco (Penitente & Leite et. al., 2015). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O parasitismo tecidual do T. cruzi interfere diretamente na gênese e no 

desenvolvimento do processo inflamatório e este, consequentemente, contribui para o 

desenvolvimento da cardiopatia chagásica. Tal fato ocorre em função do processo 

inflamatório ser condicionante à destruição das miocélulas cardíacas levando a 

formação de fibrose e alteração funcional do órgão. Neste sentido, fármacos que atuem 

restringindo as ações angiotensina II, denominados inibidores da enzima conversora da 

angiotensina II (ex: maleato de Enalapril), quando administrado na fase aguda da 

infecção experimental pelo T. cruzi mostrou-se capaz de reduzir a produção de alguns 

mediadores inflamatórios circulantes, e o recrutamento celular para o tecido muscular 

cardíaco e a parasitemia. Estes achados reforçaram alguns estudos realizados em seres 

humanos onde a associação dos inibidores da ECA com outros fármacos (ex. beta-

bloqueadores) também reduziram a produção de mediadores inflamatórios em pacientes 

chagásicos com melhora funcional dos parâmetros ventriculares. Em paralelo, o papel 

“protetor” do Benznidazol (Bz), único fármaco disponível no Brasil para o tratamento 

etiológico da doença, não deve ser descartada, principalmente por sua ação direta e 

indireta sobre a resposta imune, além de reduzir a carga parasitária, curar animais e 

pessoas infectadas por alguns tipos de cepas do parasito e amenizar as alterações 

fisiopatológicas em animais experimentais infectados pelo T. cruzi. Recentemente, 

nosso grupo demonstrou que o tratamento em combinação com Enalapril (ENA) e 

Benznidazol durante a fase aguda proporcionou melhoras na fase crônica, com a 

redução do infiltrado inflamatório no tecido muscular cardíaco, redução significativa 

das quimiocinas (CCL2 e CCL5) e dos marcadores de disfunção cardíaca (proteínas C-

reativa, creatina quinase, creatina quinase MB) na circulação (Penitente & Leite et al., 

2015). Portanto, acredita-se que a terapia em combinação utilizando o fármaco 

antiparasitário (Bz) e o inibidor da enzima conversora da angiotensina tragam 

benefícios morfofuncionais ao coração de hospedeiros mamíferos infectados pelo T. 

cruzi e por isso estudos desta natureza merecem novas investigações utilizando modelos 

experimentais, tais como camundongos. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral  

 

Avaliar a resposta inflamatória cardíaca e sistêmica em camundongos isogênicos 

(C57BL/6) infectados pela cepa “VL-10” do Trypanosoma cruzi submetidos ao 

tratamento com Enalapril e/ou Benznidazol. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

1. Avaliar as ações anti-T.cruzi do Enalapril associado ou não ao  Benznidazol 

durante a fase aguda da infecção experimental com a cepa “VL-10” deste 

parasito. 

 

2.  Quantificar os marcadores inflamatórios circulantes (TNF, IL-10, CCL2, 

CCL5) em animais isogênicos C57BL/6 infectados e tratados ou não com 

Enalapril e/ou Benznidazol. 

 

3. Avaliar a atividade das enzimas metaloproteinases de matriz (MMP-2 e 

MMP-9) no tecido muscular cardíaco de animais tratados ou não com 

Enalapril e/ou Benznidazol por meio de zimografia. 

 

4. Analisar o processo inflamatório no tecido muscular cardíaco após o 

tratamento com Enalapril e/ou Benznidazol.   

 

5. Determinar o efeito do tratamento com Enalapril e/ou Benznidazol, de forma 

concomitante ou sequencial, sobre a neoformação de colágeno no miocárdio 

na fase crônica da infecção. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Animais e infecção pelo Trypanosoma cruzi  

 Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 fêmeas 

adultas 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 sem restrição de água e ração. 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 2010/56. 

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

líquido e mantidos in vivo por sucessivas passagens em camundongos da linhagem 

Swiss, mantidos no Centro de Ciência Animal da Universidade Federal de Ouro Preto 

(CCA-UFOP). 

A cepa VL-10 pertence ao grupo T.cruzi II (DTU II) (Moreno et al.,2010), a mesma 

foi isolada de paciente que apresentava a forma indeterminada da doença de Chagas no 

estado de Minas Gerais (Schlemper et al., 1986). Esta cepa foi previamente 

caracterizada por Filardi e Brener (1987) como resistente ao tratamento com o 

Benznidazol  

A infecção dos animais foi feita com 5.000 formas tripomastigotas sanguíneas 

retiradas de camundongos Swiss utilizados na manutenção da cepa deste parasito. A 

coleta dos parasitos sanguíneos ocorreu próximo ao pico máximo de parasitemia. O 

sangue foi diluído em salina 0,9% para ajuste da concentração desejada, o inóculo foi 

calculado segundo Brener (1962) e realizado por via intraperitoneal. 

Ressalta-se que os experimentos aqui relatados foram feitos em duplicata para 

analisar a reprodutibilidade dos dados de maneira que antes da realização dos 

experimentos definitivos para eutanásia houve avaliação da curva de parasitemia da 

cepa estudada. 
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4.2. Tratamento e eutanásia dos animais 

 

Inicialmente através do cálculo amostral utilizando o programa BIOESTAT 5.0 com 

nível de confiança de 95% e p-valor igual a 0,05, definiu-se a necessidade de utilização 

de 10 animais por grupo sendo 10 grupos diferentes no estudo. O mesmo foi realizado 

em duplicata. 

A conduta terapêutica para as combinações baseou-se, inicialmente, em doses 

máximas retiradas da literatura correspondentes a cada fármaco (Filardi & Brener, 1984; 

Diniz et. al., 2013; Paula-Costa et. al., 2010) e, sequencialmente, doses seguindo um 

decréscimo proporcional de “1:4” igualmente aplicado a cada um dos respectivos 

fármacos. Dessa forma, monoterapias com cada fármaco foram testadas, da mesma 

forma que em combinação, objetivando interferências sob os aspectos inflamatórios e 

antiparasitários.   

Três grupos de animais foram tratados com diferentes doses de Benznidazol – Bz - 

(60mg/Kg; 80mg/Kg e 100mg/Kg), três grupos tratados com o fármaco Enalapril – 

ENA- (15mg/Kg; 20mg/Kg e 25mg/Kg), três grupos foram tratados com as diferentes 

combinações de Bz e ENA, respectivamente, (60/15mg/Kg; 80/20mg/Kg; 

100/25mg/Kg) e um grupo tratado com o veículo, solução na qual os fármacos foram 

diluídos, constituída por PBS com adição de metil-celulose para sua suspensão. 

Os animais foram tratados durante 20 dias consecutivos por via oral (gavagem), 

iniciado no dia da positivação da infecção. As análises parasitológicas foram realizadas 

diariamente através da coleta de 5µl de sangue da veia caudal dos camundongos e a 

quantificação das formas tripomastigotas foi realizada segundo a técnica descrita por 

Brener (1962) até o trigésimo dia de infecção. 

A eutanásia dos animais ocorreu no 31º (durante a fase aguda) e 121º dias (durante a 

fase crônica) após a infecção. A coleta de sangue foi realizada para obtenção de soro e a 

eutanásia para obtenção de tecido muscular cardíaco. 

O sangue foi coletado com pipeta Pasteur pelo plexo retro-orbital com adição de 

pequena quantidade de anticoagulante e, posteriormente, submetido à centrifugação 

refrigerada para obtenção de plasma. O material foi aliquotado em 2 tubos cônicos 

marca eppendorff de 1,5 ml e armazenado a -80oC. 
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Em sequência, cada animal foi pesado e então eutanasiado. O coração destes 

animais foi removido, lavado em PBS 1x e armazenado imediatamente em formaldeído 

tamponado 10% para análise histopatológica. 

 

 

4.3. Ensaios imunoenzimáticos (ELISA) 

 

Os ensaios imunoenzimáticos (ELISA) foram realizados utilizando-se o plasma 

dos camundongos infectados ou não pelo T. cruzi e tratados ou não com as terapias 

propostas neste trabalho.Os ensaios, assim como a preparação das soluções utilizadas, 

foram realizados de acordo com o protocolo do fabricante de cada kit imunoenzimático. 

Para o procedimento foram utilizadas placas de 96 poços e, em cada poço 

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

diluídos em PBS, sendo estas placas incubadas por 12 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 100 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 100µl 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 2 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 

20 minutos à temperatura ambiente. 

O cromógeno utilizado para a revelação foi a tetrametilbenzidina (Color Reagent 

B-R&D Systems, Minneapolis, USA), sendo 5mL deste cromógeno adicionados a 5mL 

de água oxigenada (H2O2- Color Reagent A - R&D Systems, Minneapolis, USA). Cem 

microlitros dessa solução foram adicionados em cada um dos poços e após 20 minutos 

de incubação na ausência de luz, a reação foi bloqueada a partir da adição de 100 μl de 

H2SO4 2,5M por poço. A leitura da intensidade de coloração foi realizada através de um 

leitor óptico de microplacas utilizando um comprimento de onda de 450 nM, 30 



 

26 

 

minutos após a adição de H2SO4 para bloqueio das reações. 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. 

Os ensaios imunoenzimáticos foram aplicados para a medição dos níveis das 

quimiocinas CCL5 e CCL2 (R&D Systems, Minneapolis, USA), para a citocina 

inflamatória TNF-alfa (Fator de necrose tumoral- R&D Systems, Minneapolis, USA) e 

para a citocina anti-inflamatória interleucina-10 (R&D Systems, Minneapolis, USA). 

 

4.4. Processamento do tecido cardíaco para microscopia óptica 

Os animais dos 10 grupos experimentais foram eutanasiados no 31º e 121º dia 

após a infecção. Durante esse procedimento os fragmentos do coração foram coletados e 

imediatamente fixados em formaldeído tamponado à 10%. Os tecidos foram 

processados e incluídos em parafina complementada com 10% de cera de abelha. Os 

blocos montados foram submetidos à microtomia em secções de 4μm de diâmetro para 

confecção das lâminas que foram, posteriormente, coradas pelo método de 

Hematoxilina & Eosina (infiltrado inflamatório) e pela técnica de Tricômico de Masson 

(neoformação de colágeno). 

 

i. Técnica de Hematoxilina & Eosina (HE)  

Para análise quantitativa e qualitativa do processo inflamatório no tecido 

cardíaco dos animais foi realizada a coloração por HE. Secções com 4μm de 

espessura foram desparafinizados em dois banhos de xilol, 15 minutos em cada, 

hidratados em soluções alcoólicas de concentrações decrescentes de álcool (100%, 

90%, 80% e 70%), 10 minutos em cada, e lavados em água corrente por 10 minutos 

e em PBS pH 7,2 por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram corados pela 

hematoxilina por 10 minutos, lavados em água corrente e diferenciados rapidamente 

em álcool acidulado e, logo após, lavados novamente em água corrente. Depois 

foram corados pela Eosina durante 1 minuto. Após o último processo de lavagem 

em água corrente, as lâminas com os cortes, foram acondicionadas em estufa à 56°C 

para secagem e, posteriormente submetidas a um banho de xilol durante 30 minutos. 

Ao final, as lâminas foram montadas com lamínulas e entellan. 
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ii. Técnica de Tricrômico de Masson  

Para a observação do tecido conjuntivo fibroso e, por conseguinte, determinação 

da fibrose cardíaca, os cortes do tecido cardíaco foram corados pela técnica de 

tricômico de Masson. Após desparafinização e hidratação dos cortes histológicos, 

estes foram corados com hematoxilina por 2 minutos, lavados em água corrente e 

corados durante 5 minutos em solução contendo 90ml Sudam 1% em solução 

alcoólica, 10ml fucsina ácida 1% em solução aquosa e 1ml de ácido acético glacial. 

Logo após, os cortes foram lavados em água corrente, corados durante 10 minutos 

em solução composta de 2,5g ácido fosfotúngstico, 2,5g ácido fosfomolíbdico em 

100ml de água destilada e, novamente, lavados em água corrente. Em seguida os 

cortes foram imersos por 5 minutos, em uma solução final contendo 2,5g azul de 

anilina, 2ml de ácido acético glacial em 100ml água destilada, lavados e submetidos 

à solução de água acética 10% durante 5 minutos. Após a realização do último 

processo de lavagem os cortes foram para a estufa (56°C) e, posteriormente, 

submetidos à montagem similar à HE. 

  

4.4.1. Avaliação histopatológica  

 

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

digitalizadas utilizando o microscópio Leica DM5000B com uma microcamêra 

acoplada e processadas por meio do programa analisador de imagens Leica QWin V3. O 

processo inflamatório foi avaliado através da quantificação de todos os núcleos 

celulares presentes nos fragmentos do coração em 20 imagens aleatórias (1,5x106 μm2) 

obtidas através da objetiva de 40x. 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. A avaliação da neoformação 

de colágeno foi feita de forma semi-quantitativa. Para todas as análises foi utilizada 

objetiva de 20x. O grupo de animais não infectados, grupo controle, onde não foi 

observado neoformação de colágeno, foi classificado como ausente quanto à presença 

de fibrose. A partir desse dado os animais dos outros grupos, tratados com enalapril e 

benznidazol bem como suas combinações, foram avaliados e a presença de neoformação 
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de colágeno foi classificada quanto a intensidade em ausente, discreta, moderada e 

intensa; e quanto a localização em focal ou difusa. 

 

4.5. Zimografia 

 

A quantificação da atividade de MMP-2 e MMP-9 foi realizada pelo método de 

zimografia em fragmentos de tecido cardíaco. Para tal utilizou-se géis contendo 1mg/ml 

de gelatina (Sigma) e 5 ml de duodecil sulfato de sódio (SDS) a 10% diluídos em 50 ml 

de água. Em cada gel foram utilizados padrões de peso molecular para MMP-2 e MMP-

9 recombinantes. Realizou-se a corrida por eletroforese a 110V e 35mA. Após a 

eletroforese, o SDS foi removido com duas lavagens consecutivas em Triton-X-100 a 

2,5%. O gel foi incubado por 12 horas à temperatura de 37ºC, em solução de Tris 

50mM para que houvesse degradação do substrato pelas respectivas enzimas. Após a 

incubação, o gel foi corado por 1 hora em Comassie Blue (0,5g de Comassie Blue, 

200ml de metanol, 50ml de ácido acético) e em seguida descorado em solução contendo 

250 ml de etanol e 80 ml de ácido acético por tempo suficiente para visualização das 

bandas. A imagem do gel foi obtida e a quantificação das bandas foi realizada pelo 

software ImageJ 1.49 utilizando o método da densidade integrada (expresso em unidade 

arbitrária). Para normalização entre os géis, foram utilizadas células da linhagem HT 

1080 como controle positivo das reações. 

 

4.6. Análise estatística 

 

Os parâmetros avaliados foram representados pela mediana ou média de seus 

valores e respectivo erro médio padrão. Utilizou-se o programa GraphPad Prism 5 e os 

dados foram analisados utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov para confirmar os 

padrões de normalidade. De acordo com a natureza dos dados, para comparação entre os 

grupos foram realizados os testes Mann Withney e teste-t. Os testes Kruskal-Wallis e 

OneWay ANOVA foram utilizados para múltiplas comparações com pós-teste de Dunns 

ou Tukey-Kramer. Diferenças significativas entre os grupos foram definidas quando 

p<0,05.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Curvas de parasitemia  

 

Durante o período de parasitemia patente observou-se que o fármaco 

Benznidazol (Bz) foi capaz de reduzir a parasitemia em todas as doses avaliadas 

(FIG.1A), quando comparado com o grupo controle de animais infectados não tratados. 

Contudo, ao avaliar os efeitos do fármaco Maleato de Enalapril (ENA) observou-se que 

não houve diferença estatística entre as doses de ENA avaliadas e o grupo controle. No 

entanto, foi possível observar próximo ao pico de parasitemia (19º dia de infecção) uma 

redução da parasitemia naqueles animais que receberam a dose de 25mg/kg de ENA 

(FIG.1B), no entanto nos dias subsequentes este grupo apresentou parasitemia mais 

elevada, sugerindo então uma ação do fármaco sobre estes parasitos. No estudo das 

combinações, observou-se que as diferentes associações apresentaram um perfil similar 

àquele observado com os tratamentos com Bz (FIG.1C), sendo a parasitemia inferior à 

curva controle dos animais sem tratamento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



 

30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2. Atividade anti-inflamatória do Benznidazol e do Maleato de Enalapril 

A resposta imune advinda dos diferentes tratamentos foi também avaliada neste 

estudo por meio de ensaios imunoenzimáticos para citocinas inflamatórias (TNF) e 

regulatória (IL-10), bem como para as quimiocinas (CCL2 e CCL5). 

Quanto a produção plasmática da citocina TNF observou-se, na fase aguda, uma 

redução dos níveis da mesma nos animais tratados com as doses de 100mg/kg e 

60mg/kg de Bz (FIG.2A) comparado com o grupo infectado não tratado. O mesmo 

perfil foi observado para os animais tratados com as doses de 25mg/kg e 15mg/kg de 

ENA (FIG.2B). Na avaliação das combinações de fármacos, todos os tratamentos 
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Figura 1. Curva de parasitemia de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas tripomastigotas 

sanguíneas da cepa VL-10 do T. cruzi, tratados ou não com Enalapril (Ena) e/ou Benznidazol (Bz). 

Grupos de 10 animais foram tratados com Bz (A), Ena (B) e combinações (C). Os dados em cada ponto da 

curva equivalem à média da parasitemia/dia referente a cada grupo. *p<0,05 em relação ao grupo controle 

infectado e não tratado. 
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inibiram a produção desta citocina inflamatória (FIG.2C). Contudo, na fase crônica, não 

foram observadas diferenças significativas na síntese de TNF frente aos tratamentos 

com as diferentes doses de Bz (FIG.2D) e as associações (FIG2.F). Somente o 

tratamento com a dose de 20 mg/kg de ENA foi capaz de aumentar a produção 

plasmática de TNF (FIG.2E) em relação ao grupo controle infectado não tratado. 

Os níveis da citocina regulatória IL-10 observados no plasma dos animais 

tratados estão mostrados na figura 3. Na fase aguda, observou-se que o fármaco Bz 

elevou a síntese desta citocina em todas as doses avaliadas (FIG.3A) comparado com o 

grupo infectado e não tratado. Nos animais tratados com as diferentes doses de ENA foi 

observado o mesmo perfil (FIG.3B). Avaliando-se as associações dos fármacos, 

somente a dose de 80mg/kg+20mg/kg (Bz+ENA) foi capaz de elevar os níveis de IL-10 

(FIG.3C) em relação às outras doses e o grupo infectado não tratado. No entanto, na 

fase crônica, não foram observadas diferenças significativas quanto aos níveis de IL-10 

nos animais tratados com as doses de Bz (FIG.3D). Todavia, somente os tratamentos 

com as doses de 25mg/kg e 15mg/kg de ENA (FIG.3E) e as combinações 

100mg/kg+25mg/kg e 80mg/kg+20mg/kg (Bz+ENA) (FIG.3F) foram capazes de 

aumentar a produção plasmática de IL-10 quando comparada com o grupo infectado não 

tratado. 

Em relação à produção da quimiocina CCL2, na fase aguda, o tratamento com as 

doses de 100mg/kg e 60mg/kg de Bz (FIG.4A) e as doses de 25mg/kg e 15mg/kg de 

ENA (FIG.4B) foram capazes de reduzir seus níveis plasmáticos comparado com o 

grupo infectado e não tratado. Animais tratados com as diferentes associações 

(Bz+ENA) apresentaram redução da síntese da CCL2 em comparação ao grupo 

infectado não tratado (FIG.4C). Contudo, na fase crônica, observou-se redução dos 

níveis plasmáticos de CCL2 somente nos animais tratados com as combinações 

(Bz+ENA) (FIG.4F), não sendo observadas diferenças em sua produção plasmática nos 

animais tratados com as diferentes doses de Bz (FIG.4D) e de ENA (FIG.4E). 
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Figura 2. TNF no plasma de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas tripomastigotas 

sanguíneas da cepa VL-10 do T. cruzi, tratados ou não com Enalapril (Ena) e/ou Benznidazol (Bz). 

Concentração da citocina inflamatória TNF durante a fase aguda (A,B,C) e crônica (D,E,F). O tratamento 

com os três fármacos e suas diferentes doses encontram-se representados, respectivamente: Bz (A;D), 

ENA (B;E) e combinações (C;F). Cada box representa a média dos valores obtidos em cada grupo. 

*p<0,05 comparado com o grupo infectado e não tratado. & p<0,05 comparado com o grupo controle não 

infectado. 
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Figura 3. IL-10 no plasma de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas tripomastigotas 

sanguíneas da cepa VL-10 do T. cruzi, tratados ou não com Enalapril (Ena) e/ou Benznidazol (Bz). 
Concentração da citocina regulatória IL-10 durante a fase aguda (A,B,C) e crônica (D,E,F). O tratamento 

com os três fármacos e suas diferentes doses encontram-se representados, respectivamente: Bz (A;D), 

ENA (B;E) e combinações (C;F). Cada box representa a média dos valores obtidos em cada grupo. 

*p<0,05 comparado com o grupo controle não infectado. 
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Figura 4. Perfil da quimiocina CCL2 no plasma de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 

formas tripomastigotas sanguíneas da cepa VL-10 do T. cruzi, tratados ou não com Enalapril (Ena) 

e/ou Benznidazol (Bz). Concentração da quimiocina CCL2 durante a fase aguda (A,B,C) e crônica 

(D,E,F). O tratamento com os três fármacos e suas diferentes doses encontram-se representados, 

respectivamente: Bz (A;D), ENA (B;E) e combinações (C;F). Cada box representa a média dos valores 

obtidos em cada grupo. *p<0,05 comparado com o grupo infectado e não tratado. & p<0,05 comparado 

com o grupo controle não infectado. 
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Na avaliação da quimiocina CCL5 observou-se que, na fase aguda, tanto o 

fármaco Bz quanto as combinações (Bz+ENA) reduziram os níveis de CCL5 no plasma 

de animais infectados e tratados em relação ao grupo infectado e não tratado (FIG.5A, 

B). Em relação aos animais tratados com o ENA não foram observadas diferenças nos 

níveis dessa quimiocina (FIG.5C). No entanto, na fase crônica, somente os tratamentos 

com as doses de 80mg/kg e 60mg/kg de Bz (FIG.5D) foram capazes de reduzir a síntese 

de CCL5. Deste modo, não foram observadas diferenças significativas nos níveis de 

CCL5 para os animais tratados com as diferentes doses de ENA (FIG.5E) e as 

respectivas associações (Bz+ENA) (FIG.5F). 
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Figura 5. Perfil da quimiocina CCL5 no plasma de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 

formas tripomastigotas sanguíneas da cepa VL-10 do T. cruzi, tratados ou não com Enalapril (Ena) 

e/ ou Benznidazol (Bz). Concentração da quimiocina CCL5 durante a fase aguda (A,B,C) e crônica 

(D,E,F). O tratamento com os três fármacos e suas diferentes concentrações encontram-se representados, 

respectivamente: Bz (A;D), ENA (B;E) e combinações (C;F). Cada box representa a média dos valores 

obtidos em cada grupo. *p<0,05 comparado com o grupo infectado e não tratado. & p<0,05 comparado 

com o grupo controle não infectado. 
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5.3. Atividade das enzimas metaloproteinases de matriz 

 

A atividade proteolítica das enzimas MMPs 2 e 9 no tecido cardíaco foi 

analisada pelo método da zimografia. Na fase aguda pode-se observar que a atividade da 

MMP-2 (FIG.6A; FIG.6B) estava reduzida nos grupos tratados com as diferentes doses 

de Bz e com suas combinações com ENA quando comparado com o grupo controle 

infectado não tratado. Ao avaliar a atividade desta MMP no grupo de animais tratados 

com ENA observou-se um aumento significativo da mesma, principalmente, nos 

animais tratados com a dose de 25 mg/Kg. Ao analisar a atividade da MMP-9 (FIG. 6A; 

6C) nos grupos tratados ou não com ENA e/ou Bz observou-se um perfil semelhante ao 

da atividade da MMP-2. 

Na fase crônica, foi possível observar uma reduzida atividade da enzima MMP-2 

(FIG.7A; 7B) em todos os animais tratados com as diferentes doses de Bz. No entanto, 

ao avaliarmos a atividade desta MMP nos animais tratados com ENA observou-se um 

aumento significativo da mesma, principalmente, nos animais tratados com as doses de 

20 e 15 mg/Kg. Somente nos animais tratados com a combinação de 100+25 mg/Kg 

(Bz+ENA) a atividade de MMP-2 mostrou-se elevada. Todavia, na avaliação da 

atividade da MMP 9 (FIG.7A; 7C) nos animais tratados com as diferentes doses de Bz 

houve redução de sua atividade em relação ao grupo infectado não tratado. Porém nos 

animais tratados com ENA foi possível observar que apenas o tratamento com a dose de 

15 mg/Kg elevou a atividade proteolítica da MMP-9.  
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Figura 6. Atividade proteolítica da MMP-2 e MMP-9 no tecido muscular cardíaco de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas tripomastigotas 

sanguíneas da cepa VL-10 do T. cruzi, tratados ou não com Enalapril (Ena) e/ou Benznidazol (Bz) na fase aguda. Avaliação da atividade das enzimas MMP-2 (A,B) e 

da MMP-9 (A,C).* p<0,05 comparado com o grupo controle infectado e não tratado. 
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Figura 7. Atividade proteolítica da MMP-2 e MMP-9 no tecido muscular cardíaco de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas tripomastigotas 

sanguíneas da cepa VL-10 do T. cruzi, tratados ou não com Enalapril (Ena) e/ou Benznidazol (Bz). Avaliação da atividade da MMP-2 (A,B) e da MMP-9 na fase crônica 

(C,D).*p<0,05 comparado com o grupo controle infectado e não tratado. 
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5.4. Quantificação do processo inflamatório 

 

O efeito do tratamento com Enalapril e/ou Benznidazol também foi observado 

sobre as alterações histopatológicas cardíacas durante as fases aguda e crônica da 

infecção experimental pelo T. cruzi e os resultados quantitativos e qualitativos estão 

apresentados nas figuras 8, 9, 10 e 11, respectivamente. 

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

inflamatório cardíaco, sendo o mesmo focal e discreto (FIG.9B). Observou-se redução 

do processo inflamatório nos animais tratados com Bz (FIG.8A). No entanto nos 

animais tratados com a dose de 80mg/kg deste fármaco foi observado uma redução do 

processo inflamatório quando comparado com os demais grupos tratados com o Bz e 

com o grupo infectado não tratado (FIG.9D). Ressalta-se que os animais tratados com 

100 e 60mg/kg de Bz não apresentaram infiltrado inflamatório (FIG.9C, 9E). Contudo, 

todos os animais dos grupos tratados com ENA apresentaram o processo inflamatório 

(FIG.8B), independente da dose utilizada, sendo similar ao grupo de animais infectados 

e não tratados (FIG.9F,9G,9H). Todavia, todos os animais tratados com as respectivas 

combinações (Bz+ENA) foi observado uma redução no processo inflamatório (FIG.8C) 

principalment com a combinação 100+25mg/kg que apresentou melhor redução da 

inflamação, não observado em 75% dos animais avaliados (FIG.9I).  

Na fase crônica da infecção, todos os animais infectados e não tratados 

apresentaram processo inflamatório cardíaco (FIG.11B). Nos animais tratados com as 

doses de 100 mg/kg e 80mg/kg de Bz (FIG.10A; FIG.11C,11D) não foi observado 

presença de infiltrado inflamatório quando comparado com o grupo controle infectado 

não tratado e este foi discreto nos animais tratados com 60mg/kg. Entretanto, o 

tratamento com ENA (FIG.10B; FIG.11F,11G,11H) não apresentaram redução no 

processo inflamatório, independente da dose utilizada, não sendo os mesmos diferentes 

do grupo controle infectado. Nos animais tratados com as combinações de 

100+25mg/kg e 60+15mg/kg (FIG.10C; FIG.11I,11K) houve redução do processo 

inflamatório cardíaco. Todavia, 67% dos animais tratados com a combinação de 

80+20mg/kg (FIG.10C; FIG.11J) apresentaram infiltrado inflamatório discreto e focal. 
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Figura 8. Quantificação do processo inflamatório no músculo cardíaco de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa 

VL-10 do T. cruzi tratados ou não com Enalapril e/ou Benznidazol na fase aguda. Análise do infiltrado inflamatório no tecido muscular cardíaco de animais infectados e 

tratados com Bz (A), ENA (B) e combinações (C). * p> 0,05 comparado com o grupo controle infectado e não tratado. A linha tracejada representa o número médio de células 

quantificadas em cortes histológicos cardíacos de animais não infectados (n=5). 
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Figura 9. Fotomicrografia de cortes histológicos do coração de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa VL-10 do T. 

cruzi tratados ou não com Enalapril e/ou Benznidazol na fase aguda. (A) Aspecto histológico cardíaco normal em animais não-infectados; (B) Infiltrado inflamatório 

moderado e focal de animais infectados e não tratados; (C,E) Ausência de infiltrado inflamatório de animais infectados e tratados com as doses 100 e 60 mg/Kg de Bz; (D) 

Processo inflamatório discreto e focal de animais infectados e tratados com a dose de 80 mg/Kg; (F,G,H) Infiltrado inflamatório difuso e moderado de animais tratados com as 

doses de 25,20,15 mg/Kg de ENA; (I) Ausência de processo inflamatório em animais tratados com a combinação de 100+25 mg/Kg; (J,K) Processo inflamatório discreto e 

focal de animais tratados com as combinações 80+20mg/kg; 60+15mg/kg. Hematoxilina-Eosina. Barra=50μm2.  
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Figura 10. Quantificação do processo inflamatório no músculo cardíaco de camundongos infectados com 5.000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa VL-10 do 

T. cruzi tratados ou não com Enalapril e/ou Benznidazol na fase crônica. Análise do infiltrado inflamatório no tecido muscular cardíaco de animais infectados e tratados 

com Bz (A), ENA (B) e combinações (C). * p> 0,05 comparado com o grupo controle infectado e não tratado. A linha tracejada representa o número médio de células 

quantificadas em cortes histológicos cardíacos de animais não infectados (n=5). 
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Figura 11.  Fotomicrografias de cortes histológicos do coração de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa VL-10 do 

T. cruzi tratados ou não com Enalapril e/ou Benznidazol na fase crônica.  (A) Aspecto histológico cardíaco normal em animais não-infectados; (B) Infiltrado inflamatório 

moderado e focal de animais infectados e não tratados; (C,D) Ausência de infiltrado inflamatório de animais infectados e tratados com as doses 100 e 80 mg/Kg de Bz; (E) 

Processo inflamatório discreto e focal de animais infectados e tratados com a dose de 60 mg/Kg; (F,G,H) Infiltrado inflamatório discreto e difuso nos animais tratados com as 

doses de 25,20,15 mg/Kg de ENA; (I,K) Ausência de processo inflamatório em animais tratados com as combinações 100+25 e 60+15mg/kg; (J) Processo inflamatório 

discreto e focal de animais tratados com a combinação 80+20mg/kg. Hematoxilina-Eosina. Barra=50μm2. 
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5.5. Avaliação da neoformação de colágeno 

 

Nas figuras 12 e 13 estão representados os dados referentes à análise semi-

quantitativa da neoformação de colágeno no tecido muscular cardíaco na fase crônica da 

infecção experimental pela cepa “VL-10” do T. cruzi. Apenas 50% dos animais do 

grupo infectado não tratado apresentaram neoformação de colágeno discreta (FIG.12, 

13A). A partir desse dado os animais dos outros grupos foram avaliados 

comparativamente. Nos grupos tratados com as diferentes doses de Bz (FIG. 12;13B) 

pode-se observar que 100% dos animais não apresentaram neoformação de colágeno no 

tecido muscular cardíaco. Todavia nos animais tratados com as doses de 25, 20 e 15 

mg/Kg de ENA observou-se discreta neoformação de colágeno (FIG.12,13B) em 75%, 

75% e 80 % dos animais, respectivamente. Contudo, em relação aos grupos tratados 

com as diferentes combinações 100+25mg/Kg; 80+20mg/Kg; 60+15mg/Kg 

(FIG.12;13A) observou-se que a maioria dos animais apresentaram ausência de 

neoformação de colágeno (60%, 67% e 67% ), respectivamente. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Análise semi-quantitativa de neoformação de colágeno no tecido muscular do coração de 

camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa VL-10 do 

T. cruzi tratados ou não com Enalapril e/ou Benznidazol na fase crônica. Análise da deposição de 

colágeno no tecido muscular cardíaco representada pela porcentagem de camundongos C57BL/6 com       

Ausência de neoformação de colágeno;    Neoformação de colágeno discreta;    Neoformação de colágeno 

moderada;    Neoformação de colágeno intensa. 
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Figura 13. Fotomicrografias representativas de cortes histológicos do tecido muscular cardíaco de camundongos C57BL/6 infectados com 5.000 formas 

tripomastigotas sanguíneas da cepa VL-10 do T. cruzi tratados ou não com Enalapril e/ou Benznidazol na fase crônica.  (A) Aspecto histológico cardíaco normal, com 

ausência de neoformação de colágeno, como observado para 50% dos animais não tratados e em 100% dos animais tratados com as diferentes doses de Bz; (B) Neoformação 

de colágeno discreta e focal (seta) como observado em 50% dos animais infectados e não tratados, bem como para a maioria dos animais tratados com as diferentes doses de 

ENA e para alguns animais tratados com as diferentes combinações. Tricômico de Masson. Barra=50μm2. 
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6. DISCUSSÃO 

  

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) são fármacos 

prescritos na clínica médica para a redução/controle da pressão sanguínea arterial, e 

redução dos riscos cardiovasculares em pacientes hipertensos com o objetivo de reduzir 

a morbimortalidade em pacientes portadores de insuficiência cardíaca congestiva e 

infarto agudo do miocárdio. Eles ainda promovem proteção renal (Oliveira et al., 2010; 

Peng et al., 2005), e apresentam efeitos pleiotrópicos sobre diversos mediadores 

inflamatórios além de reduzir o remodelamento cardíaco e melhorar a função vascular 

(Brooks et al., 1997; Ferrari, 2006; Yokota et al., 2014). A terapia com os IECAs tem 

sido eficaz não só para o controle da hipertensão e das cardiopatias (Fontana et al., 

2012), mas também na modulação do sistema imune relacionado com  várias doenças 

distintas, como a patologia decorrente da infecção pelo T. cruzi (Leon et al., 2003; 

Paula-Costa et al., 2010; Penitente & Leite et al., 2015).  

Relativo à infecção pelo T. cruzi, estes fármacos foram capazes de reduzir o 

processo inflamatório tanto em seres humanos quanto em modelo murino (Botoni et al., 

2007; Paula-Costa et al., 2010). O tratamento de camundongos C57BL/6 infectados 

com a cepa Colombiana do T. cruzi com a dose 25 mg/kg de Enalapril (ENA) reduziu a 

produção da citocina pró-inflamatória TNF bem como da quimiocina CCL5, mas não 

alterou o perfil da citocina anti-inflamatória IL-10 na fase aguda da infecção. No 

presente estudo os dados relativos à citocina TNF corroboram com o trabalho de Paula-

Costa et al., (2010) quanto aos níveis plasmáticos da quimiocina CCL5 não houve a 

redução observada por estes autores possivelmente pela diferença da cepa do parasito 

utilizada, uma vez que o processo inflamatório com a cepa VL-10 é menor 

consequentemente, as alterações na produção dos mediadores inflamatórios também 

foram reduzidas como observado por Penitente & Leite et al., (2015).  

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). A miocardite crônica se dá em 

decorrência de um infiltrado inflamatório mononuclear, seguido de fibrose intersticial e 

difusa. Os sinais histológicos desse processo são evidentes: áreas de degeneração e 
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necrose de fibras cardíacas isoladas, com áreas de adensamento de infiltrado e com 

focos de fibrose em vários graus de colagenização ou maturação (Andrade, 1985). 

Durante a fase crônica, o processo inflamatório é fibrosante e degenerativo, e o 

equilíbrio entre a resposta imune mediada pelo parasito e a inflamação prejudicial aos 

tecidos do hospedeiro provavelmente determina o curso da doença. Se a resposta imune 

é ineficiente, ou paradoxalmente leva a danos teciduais, tanto a carga parasitária quanto 

a inflamação mediada pelo sistema imune estarão aumentados. Em contrapartida, uma 

resposta imune efetiva em que a carga parasitária e a inflamação são reduzidas, 

consequentemente resultará em menores danos teciduais (Rassi Jr et al., 2010).  

No estudo de Leon et al., (2003) avaliou-se a intensidade da miocardite aguda 

em camundongos infectados por T.cruzi e tratados com captopril na dose de 5 mg/L. 

Observou-se que a intensidade da inflamação, necrose e fibrose eram significativamente 

menores no grupo tratado, além do aumento do tempo médio de vida dos animais. Nos 

trabalhos de Paula-Costa et al., (2010) e Penitente & Leite et al., (2015) o tratamento foi 

realizado com a dose de 25 mg/Kg de ENA e capaz de reduzir o infiltrado inflamatório 

cardíaco na fase aguda e crônica, respectivamente. No presente estudo os animais 

tratados com as monoterapias de ENA apresentaram quantidade de infiltrado 

inflamatório semelhante ao observado no grupo infectado não tratado, tanto na fase 

aguda como na fase crônica. Os animais tratados com fármacos administrados em 

associação apresentaram uma redução mais acentuada da inflamação reforçando a idéia 

de que o ENA e o Bz podem ser associados no tratamento sem que haja antagonismo, 

pelo menos quando o foco de análise é o parasitismo e a resposta inflamatória. 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. No presente estudo o tratamento com o Bz na fase aguda foi 

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

experimental pelo T. cruzi. A diferença entre os modelos experimentais utilizados 

(espécies diferentes dos hospedeiros) torna-se um relevante aspecto a ser considerado ao 

se discutir as alterações patológicas na infecção pelo T. cruzi. 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 pequeno inóculo da cepa VL-10 pode-se 
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observar que a produção de mediadores inflamatórios no plasma, bem como o infiltrado 

inflamatório não foram intensos como observados para os camundongos Swiss. 

 Inicialmente pode-se pensar que parte destas variações observadas entre os 

diferentes estudos possam relacionar-se com a via de formação da Angiotensina (1-7). 

A Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) é um importante produto do SRA. Estudos demonstraram 

que a Ang 1-7 atuando no seu receptor específico possui ações centrais no controle 

cardiovascular (Campagnole-Santos et al., 1992; Fontes et al., 1994). Dentre elas: 

ativando vias de sinalização que desencadeiam efeitos antiproliferativos, reduzindo 

arritmias e reperfusão, estimulando a vasodilatação, modulando a atividade simpática, 

inibindo a proliferação celular e a fibrose (Phillips et al., 1993; Unger et al., 2002; 

Gembardt et al., 2005; Boim et al., 2011); além de atuar na  diminuição dos níveis do 

fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e estimulando a produção de adenosina 

mono-fosfato cíclica (AMPc) (Soto-Pantoja et al., 2009; Boim et al., 2011), que de 

certa forma apresentam ação antagônica da Ang-(1-7) quando comparado aos efeitos do 

peptídeo angiotensina II (Ang II) ao se ligar no receptor AT1. Vários estudos têm 

apontado que o coração e os vasos sanguíneos são os principais alvos para as ações da 

Ang-(1-7), as quais incluem alterações bioquímicas e funcionais levando à 

vasodilatação e a melhora da função cardíaca (Ferrario et al., 1997; Botelho-Santos et 

al., 2007; Castro, 2008). Outro ponto interessante é que a atividade da enzima 

conversora de angiotensina 2 (ECA 2 - degrada angiotensina II em Angio 1-7) não é 

afetada por inibidores específicos da ECA. No entanto, maiores estudos focando o papel 

da Ang-(1-7) na infecção pelo T. cruzi são ainda necessários.  

Atualmente poucos trabalhos relatam a resposta de terapias com fármacos que 

atuem na via de formação da Angio II na infecção pelo T.cruzi; haja visto o papel desse 

peptídeo quando se liga ao seu receptor AT1 na produção de mediadores inflamatórios, 

no recrutamento de leucócitos e nos aspectos clínicos apresentados por pacientes 

chagásicos após o tratamento com inibidores da ECA e dos receptores da Angio II. 

Contudo, acredita-se que a ação do Enalapril (ENA) sobre a regulação do sistema imune 

durante a infecção pelo T. cruzi parece estar relacionada com a genética do parasito. 

Apesar de ambas as cepas avaliadas serem resistentes ao tratamento com o Bz, a cepa 

Colombiana pertence ao grupo T. cruzi I (DTU I) e a cepa VL-10 ao grupo T.cruzi II 

(DTU II) apresentando diferenças genéticas, bioquímicas e biológicas (Zingales et al., 

2009). Portanto, a variabilidade genética do parasito e do hospedeiro parecem atuar 
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como fatores determinantes para o desenvolvimento e manutenção da infecção pelo T. 

cruzi influenciando no resultado da infecção por este protozoário. É possível ainda que 

o tropismo diferencial do parasito para os diferentes tipos de células e tecidos 

envolvidos na infecção natural possa explicar, em parte, as diferenças observadas na 

virulência tanto em pacientes chagásicos quanto em modelos experimentais (Rodriguez 

et al., 2014). 

A fase crônica da infecção pelo T. cruzi usualmente reflete uma pré-condição 

observada durante as etapas iniciais entre o parasito e seu hospedeiro. No presente 

estudo experimental, as terapias de combinação foram capazes de reduzir os níveis 

plasmáticos da quimiocina CCL2, corroborando com o estudo de Penitente & Leite et 

al., 2015. Porém em relação a quimiocina CCL5, somente as doses de 80 e 60 mg/Kg de 

Bz reduziram a produção desse mediador e, ainda, o tratamento isolado com as doses de 

25 e 15 mg/Kg de ENA e as combinações de 100+25; 80+20 mg/Kg proporcionaram 

aumento da produção plasmática da citocina IL-10. Outro aspecto importante a ser 

considerado é a influência da parasitemia na ativação da resposta imune e a respectiva 

patologia observada na fase crônica da infecção pelo T. cruzi (Borges et al., 2012). 

Nesse sentido, ressalta-se que as divergências encontradas em ambos os trabalhos se 

devem à quantidade de parasitos inoculados e ao esquema terapêutico que foram 

alterados em função das particularidades de cada estudo.  

Um dos aspectos mais notáveis da fase crônica é a progressiva destruição da 

função cardíaca, devido principalmente ao desarranjo estrutural, consequente de um 

processo inflamatório intenso. A matriz extracelular cardíaca (MECC) participa 

ativamente do processo de migração de células inflamatórias (Spinale, 2002), como 

alguns dos seus componentes precisam ser clivados, a fim de estabelecer o infiltrado 

inflamatório no tecido. As metaloproteinases de matriz (MMP) são essenciais para a 

ruptura local da MECC durante a inflamação e remodelamento tecidual. Estas enzimas 

estão particularmente ativas na MECC em resposta a vários estímulos, que vão desde 

isquemia à inflamação (Gutierrez et al., 2009). O aumento da atividade de MMP 

(principalmente da MMP 9) foi relatado durante a progressão de insuficiência cardíaca 

devido a outras etiologias (Tsuruda et al., 2004). Enquanto a participação das MMPs na 

inflamação cardíaca aguda foi demonstrada (Gutierrez et al., 2008), o seu papel no 

remodelamento da estrutura do miocárdio durante a fase crônica da doença continua a 

ser uma lacuna a ser investigada. Nossos dados mostram que na fase aguda, o 

tratamento com as associações entre Ena e Bz foram capazes de reduzir a atividade das 
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MMPs 2 e 9. No entanto, na fase crônica apenas a combinação de 100+25 mg/Kg não 

foi capaz de reduzir a atividade de MMP 2; porém em relação à atividade da MMP 9 

todas as combinações reduziram sua atividade. Esses dados são muito promissores 

principalmente quando se diz respeito ao esquema terapêutico utilizado, pois mesmo 

utilizando a cepa VL-10 do parasito que é resistente ao tratamento pelo Bz, observamos 

benefícios com as terapias envolvendo ENA e BZ. Demonstramos ainda não ter 

necessidade de utilizar suas doses máximas durante as terapias em combinação, o que é 

essencial em se tratando do Bz que apresenta elevada toxicidade. Esta constatação foi 

baseada, em particular, com a combinação utilizando as doses de 60mg/Kg de Bz e 

15mg/Kg de ENA cujos resultados foram satisfatórios na redução da resposta 

inflamatória tecidual, no controle parasitário, na atividade das MMPs durante a infecção 

experimental pelo T. cruzi; bem como no processo de neoformação de colágeno na fase 

crônica. 

Diante da ineficácia dos atuais fármacos utilizados para o tratamento da doença 

de Chagas, novas estratégias farmacológicas têm sido propostas, tanto para eliminar o 

parasito (novos alvos terapêuticos), quanto para amenizar a resposta inflamatória do 

hospedeiro mamífero, co-responsável pela gênese das alterações clínicas observadas na 

infecção pelo T. cruzi. Porém, o maior desafio encontra-se na fase crônica. Como sabido 

o tratamento com o Bz é eficaz na erradicação do parasita principalmente na fase aguda 

da infecção, mas esse efeito não prevalece na fase crônica da doença (Garcia et al., 

2005). No entanto a maioria dos estudos tratam o animal na fase aguda mas não o 

avaliam na fase crônica. Embora o evento mais importante na infecção experimental 

pelo T.cruzi pareça ocorrer nos primeiros 30 dias de infecção, quando os parasitos ainda 

estão em replicação e a resposta imune nos camundongos está mais ativa (Penitente & 

Leite et al., 2015), acredita-se que potenciais intervenções terapêuticas precoces atuem 

redefinindo o curso patológico no tecido muscular cardíaco e até prevenindo danos 

futuros a este órgão. Recentemente, nosso grupo demonstrou que o tratamento na fase 

inicial reflete em mudanças na fase crônica, onde a combinação de 100+25 mg/Kg foi 

capaz de reduzir os níveis das proteínas creatina quinase, creatina quinase MB e C-

reativa, todas indicadoras de danos cardíacos (Penitente & Leite et al., 2015). No 

presente estudo reforçou-se que a terapia em combinação apresentou efeitos positivos 

tanto na fase aguda quanto na crônica de camundongos C57BL/6, inclusive interferindo 

em vias de atuação do processo de remodelamento cardíaco, como ocorreu com as 

MMPs. 
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Além de atuar como regulador da resposta inflamatória, o ENA em sua forma 

isolada ou em associação com o Bz em diferentes doses também parece alterar a 

parasitemia. Possivelmente este fato ocorre devido a toxicidade apresentada pelo ENA 

dependente do citocromo P450. Como sabido o Trypanosoma cruzi é deficiente em 

mecanismos de desintoxicação para metabólitos do oxigênio o que o torna mais sensível 

ao estresse oxidativo do que as células de vertebrados (Docampo, 1990). No entanto, 

juntamente com enzimas derivadas da glutationa (por exemplo, tripanotiona), o 

citocromo P450 contribui para redução do estresse oxidativo e desintoxicação em 

tripanosomatídeos (Krauth-Siegel et al., 2003). O grupo tiol (ausente na molécula do 

enalapril) ainda desempenha papel protetor antioxidante. Paula-Costa et al., (2010) 

mostraram que a persistência do parasito no sangue, no tecido e in vitro foi parcialmente 

afetada pela terapia com ENA, resultando em queda acentuada da parasitemia, do 

parasitismo tecidual e da replicação em cultivo celular. 

Sumarizando, nossos resultados mostraram que a terapia em combinação com o 

Maleato de Enalapril e o Benznidazol administrada na fase inicial da infecção pelo T. 

cruzi é, no mínimo, promissora, pois mostrou-se efetiva na redução da parasitemia, dos 

marcadores inflamatórios plasmáticos, da inflamação em tecido muscular cardíaco, bem 

como pela redução da atividade das MMPs e neoformação de colágeno durante as fases 

aguda e crônica da infecção experimental pelo T. cruzi.   
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7. CONCLUSÃO 

 

 

 

 

 

 

A terapia em combinação utilizando o Maleato de Enalapril e o Benznidazol 

mostrou- se eficiente para redução da parasitemia e da resposta inflamatória sistêmica e 

tecidual em camundongos C57BL/6 infectados com a cepa VL-10 do T. cruzi. 
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