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RESUMO 

 

Descoberta há mais de 100 anos, a infecção pelo Trypanossoma cruzi ainda demanda de 

uma estratégia terapêutica eficaz. O fármaco Benznidazol atua sobre o controle 

parasitário e regulação da resposta imune em fase aguda, mas apresenta resultados 

insatisfatórios em fase crônica com alta toxicidade e efeitos diversos, o que acarreta no 

abandono terapêutico. Por essa razão, novas estratégias farmacológicas têm sido 

propostas visando a eliminação dos parasitos e a regulação da resposta inflamatória, 

elementos chaves para a patogênese cardíaca associada a este protozoário. Dentre as 

novas estratégias, destaca-se o fármaco Nitazoxanida (NTZ) com atividade anti-viral, 

anti-helmíntica e anti-protozoário. Neste estudo, diferentes doses de NTZ (100, 200, 400, 

600, 800, 1000 e 1200 mg / kg) foram administradas, via gavagem, durante 10 dias (12 

em 12 horas) em camundongos C57BL/6 (n=9) infectados com 4.000 formas 

tripomastigotas do T. cruzi (cepa Y), além dos grupos: infectados não tratados e não 

infectados não tratados. A parasitemia foi realizada diariamente e, após a eutanásia (11º 

dia de infecção), amostras de macerado cardíaco e de plasma foram destinadas a análise 

de mediadores inflamatórios (TNF, IL-10, IL-17 e CCL2) e bioquímica (TGO e TGP). 

Foi observado aumento no pico de parasitemia em todos os animais infectados e tratados 

com NTZ. Não houve alteração na massa cardíaca após o tratamento com NTZ, porém 

observou-se 40% de mortalidade nos animais tratados com a dose de 1.200 mg/kg deste 

fármaco. A produção de TNF, CCL2 e IL-10 reduziu nos grupos tratados com NTZ em 

relação ao grupo não infectado e sem tratamento. Relativo à produção de IL-17, houve 

redução nos animais tratados com NTZ em relação ao grupo infectado, porém não tratado. 

Não houve alteração de TGP associada à infecção e ao tratamento, porém detectou-se 

níveis elevados de TGO com as doses de 800, 1000 e 1200 mg/kg de NTZ. Concluímos 

que doses menores de NTZ apresentaram regulação parcial dos mediadores inflamatórios 

(TNF, IL-10, IL-17 e CCL2) na fase aguda em camundongos infectados pelo T. cruzi com 

aumento no número de parasitos circulantes. 

 

 

Palavra-chave: Trypanosoma cruzi – nitazoxanida – inflamação - coração.    
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ABSTRACT 

After more than 100 years of its discovery, until today, the Trypanosoma cruzi infection 

still demands an effective therapeutic strategy. The therapy with the Benznidazole shows 

effectiveness on T. cruzi control in the acute phase, however, it displays unsatisfactory 

results in chronic phase exhibiting high toxicity which leads to the therapy abandonment. 

New pharmacological approaches have been proposed aiming parasite eradication and, in 

parallel, the regulation of the inflammatory response since it is a key element of the 

cardiac pathogenesis related to this protozoan. Here, we highlight the anti-helmintic 

Nitazoxanide (NTZ) in a different dose (100, 200, 400, 600, 800, 1000 and 1200 mg / kg) 

administered by gavage for 10 days (12 to12 hours) in C57BL/ 6 mice (n = 9) infected 

with 4,000 trypomastigote forms of T. cruzi (Y strain). The parasitemia was performed 

daily and after euthanasia (11th day post infection), the plasma and heart homogenate were 

used for the liver enzymes TGO and TGP assays and for ELISA (TNF, IL-10, IL-17 and 

CCL2). An increase circulating parasites were observed in all infected NTZ-treated 

animals, but no changes were observed with the relative heart mass. However, 40% 

mortality was observed in the animals receiving 1200 mg/kg dose of this drug. The 

production of inflammatory mediators (TNF, CCL2 and IL-10) reduced in the NTZ-

treated-groups, when compared to the uninfected/untreated animals. Regarding the 

production of IL-17, its reduction was observed with the NTZ-treated animals in 

comparison to the infected control. No change was observed with the TGP associated 

with the infection and treatments, but higher TGO levels were detected at the doses of 

800, 1000 and 1200 mg/kg of NTZ. We conclude that the lower doses of NTZ showed 

partial regulation of the inflammatory mediators (TNF, IL-10, IL-17 and CCL2) in the 

acute phase of T. cruzi-infected C57BL/6 mice with an increase in the number of 

circulating parasites. 

 

Keyword (s): Trypanosoma cruzi - nitazoxanide - inflammation - heart. 
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1.0. INTRODUÇÃO 

 

1.1. O Trypanosoma cruzi 

 

O Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, é um protozoário 

unicelular que se multiplica por divisão binária e é caracterizado pela presença de um 

único flagelo e pelo cinetoplasto (Chagas, 1909; Dias et al., 1945). Esse parasito possui 

um ciclo heteroxênico que passa por multiplicação intracelular no hospedeiro vertebrado 

e extracelular no inseto vetor, além de uma evidente variação polimórfica, como processo 

adaptativo, para sobrevivência nos diferentes hospedeiros (Alvarez et al. 2008; Garcia & 

Azambuja 1996; Gonzalez et al., 1988).  

A transmissão mais comum deste parasito ocorre por meio de insetos hematófagos 

conhecidos popularmente como barbeiro, que são triatomíneos pertencentes à ordem 

Hemíptera (Ferreira, 2014). No entanto  o T. cruzi também pode ser transmitido por 

mecanismos não vetoriais como transplante de órgãos,  via congênita,  transfusão de 

sangue e ainda via oral ( Brener & Gazzinelli, 1997; Coura, 2009, Coura & Dias, 2009, 

Bern et al., 2011; Steverding, 2014).  

As formas tripomastigotas do T. cruzi são facilmente encontradas no sangue dos 

pacientes e as manifestações clínicas se iniciam seis a dez dias após a infecção (Chagas, 

1909; Barrett et al., 2003; Steverding, 2014). Dentre elas destacam-se  febre, mal- estar e 

linfadenopatia e outros sintomas clínicos  inespecíficos (Andrade et al., 2014; Malik et 

al., 2015) Além disso, após a penetração do parasito, os pacientes podem apresentar um 

intenso infiltrado mononuclear : edema periorbital unilateral (sinal de Romaña) e o 

chagoma de inoculação. (Romaña et al., 1935; Teixeira et al., 2012). Em crianças, a 
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miocardite aguda e meningoencefalite aguda são manifestações clínicas eventualmente 

observadas, no qual na maioria dos casos, são fatais (Murcia et al., 2013; Steverding, 

2014).  

              A doença de Chagas apresenta duas fases: aguda e crônica. Na fase aguda, há 

maior replicação do parasito e por isso a resposta inflamatória torna-se mais evidente na 

tentativa do controle inflamatório, no entanto não previne a progressão para a fase 

crônica. A fase crônica pode ser denominada (i) indeterminada/assintomática, na qual a 

maioria dos indivíduos apresentam anticorpos anti-T. cruzi no soro, porém são 

assintomáticos com eletro- e ecocardiograma, raio-X de tórax e exames de contraste 

(esôfago e colón) normais; ou (ii) sintomática onde há presença de acometimentos 

cardíacos e digestivos de diferentes graus. (Coura e De Castro, 2002; Montgomery et al., 

2014; Dias, 1989; Rassi Jr et al., 2010). A forma clínica cardíaca é considerada a mais 

grave, com a manifestação de insuficiência cardíaca congestiva, dilatação das câmaras 

cardíacas, bloqueios de ramo direito e/ou esquerdo e, em decorrência de alterações 

concomitantes no sistema nervoso autônomo, há ainda o relato de morte súbita nesta 

parcela de indivíduos chagásicos (Prata, 2001; Rassi et al. 2010).  

Sabendo-se disso, a resposta inflamatória,  decorrente da infecção  pelo  T. cruzi, 

torna-se elemento fundamental de  proteção do hospedeiro, porém atuando também na 

patogênese associada a esta infecção (Teixeira et al., 2002). Não se pode desconsiderar, 

ainda, a participação da variabilidade genética do hospedeiro e do parasito no processo 

de desenvolvimento e no desfecho da doença (De Andrade et al., 1996; Bermudez et al., 

2016).  

1.2. Processo inflamatório na infecção pelo T. cruzi 

 

 A presença do T. cruzi no organismo de mamíferos induz uma interação complexa 

entre suas moléculas e as células de defesa do hospedeiro. Neste hospedeiro, parte das 
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vias de sinalização desencadeadas pelo parasito podem culminar em uma resposta 

inflamatória responsável pela patogênese (Yoshida, 2006).  

O processo inflamatório iniciado dessa interação é dependente de algumas 

proteínas de superfície como as GPs-mucinas que atuam na ativação de receptores do tipo 

Toll ou receptores do tipo NOD resultando na produção de mediadores inflamatórios 

como TNF, IFN-gama, IL-12 e outros mediadores proteicos e lipídicos essenciais para o 

controle do parasitismo (Bafica et al. 2006; Cardoso et al. 2016). Além disso, estes 

mediadores inflamatórios ativam células do sistema fagocitário mononuclear a se 

diferenciarem e produzirem o óxido nítrico pela via da L-arginina, elemento responsável 

pelo controlar da replicação intracelular deste parasito (Gutierrez et al. 2009; Yoshida, 

2006; Pinazo et al., 2015). Ressalta-se, ainda, um outro grupo de mediadores 

inflamatórios denominado de quimiocina, responsável pelo recrutamento de leucócitos 

para o sítio inflamatório. Estas quimiocinas com perfil inflamatório (CCL2, CCL3, 

CCL4, CCL5, CXCL9, e rCXCL11) ou regulatório (CCL1, CCL17, CCL24, e CCL26) 

atuam na infecção pelo T. cruzi definindo o perfil fenotípico do infiltrado inflamatório e 

definindo, em alguns modelos experimentais, o prognóstico clínico cardíaco (Paula-Costa 

et al. 2016, Horta et al. 2018).  

De uma forma geral, o processo inflamatório tem como finalidade restaurar a 

integridade e função de células e tecidos após a infecção pelo T. cruzi (Bafica et al., 2006; 

Gutierrez, 2011; Cardoso et al., 2016).  

No entanto, a intensidade deste processo inflamatório mostra-se diretamente 

relacionado a alguns fatores a via de infecção do parasito, a cepa do agente etiológico, 

além da particularidade genética de cada hospedeiro vertebrado e, em conjunto, estes 

fatores parecem definir o curso e a evolução da doença (Magalhães et. al, 2015; Machado, 

2013). Dessa forma, estando a carga parasitária relacionada à intensidade da resposta 
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inflamatória, fármacos que reduzam a parasitemia atuariam também na regulação do 

processo inflamatório sistêmico e/ou local, como vem sendo demonstrado com o 

Benznidazol (Caldas et al., 2008; Fragata-Filho et al. 2016; Salomão et al. 2016; Viotti et 

al. 1994).   

           Porém, terapias aplicadas contra a infecção pelo Trypanosoma cruzi atualmente, 

não são totalmente eficazes, havendo sucesso parcial apenas durante a fase aguda e não 

sendo eficientes contra todas as populações deste parasito (Urbina et al. 2003; Salomão 

et al. 2016). Mesmo havendo alguma taxa de cura parasitológica com os fármacos 

atualmente utilizados, a presença do parasito no organismo sensibiliza o sistema 

imunológico do hospedeiro, ocasionando respostas inflamatórias exacerbadas e lesões 

teciduais. Por esta razão, a busca por fármacos que eliminem o parasito ao mesmo tempo 

que regulem parcialmente a reposta imune do hospedeiro mamífero seria uma almejada 

estratégia farmacológica para a terapia anti-T. cruzi. 

 

1.3. Estratégias terapêuticas anti-T. cruzi 

 

             O tratamento atual da doença de Chagas é baseado em dois compostos nitro 

heterocíclicos de amplo espectro, caracterizados por um grupo nitro ligado a um anel 

aromático, o Nifurtimox (NFX; Lampit®, Bayer) e o Benznidazol (Bz) (Rochagan®, 

Rodanil®, Roche), ambos eficazes contra uma variedade de agentes bacterianos e 

parasitários. Porém o mecanismo de ação desses fármacos ainda é pouco conhecido  

(Wilkinson et al., 2008; Maya et al. 2007).  

            No Brasil, o fármaco de escolha para o tratamento desta doença é o Bz (De Fátima 

Oliveira et al., 2008; Bermudez et al., 2016). O Bz atua causando estresse redutivo 

envolvendo reações covalentes de macromoléculas, originados por componentes 

celulares como lipídeos, proteínas e RNA do T. cruzi e nitro-redução de radicais 
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intermediários (Docampo, 1990; Maya et al., 2007; Muñoz et al., 2011).  Contudo, estes 

fármacos são parcialmente efetivos e apresentam severos efeitos colaterais adversos 

acarretando no abandono terapêutico pelos pacientes (Coura & Castro, 2002).  Os efeitos 

mais frequentes para o Bz são as manifestações de hipersensibilidade (dermatite com 

erupção cutânea, edema periorbital ou generalizado, febre, linfadenopatia, dores 

musculares e articulares); depressão da medula óssea (incluindo neuropatia, 

agranulocitose e púrpura trombocitopênica) e polineuropatia periférica, representada por 

parestesias e polineurite (Castro et al., 2006; Viotti et al., 2009).  

Além disso, o Bz não possue eficácia na fase crônica da doença, demostrando limitações 

quanto sua penetração tecidual(Barrett et al., 2003; Santos et al., 2008). Frente a este 

cenário, um grupo de pesquisadores realizou um estudo prospectivo multicêntrico 

randomizado denominado BENEFIT (Avaliação do Benznidazol para Interrupção da 

Tripanossomíase), considerado o maior ensaio clínico proposto para avaliar o papel do 

Bz em pacientes com cardiopatia chagásica crônica (Morillo et al 2015). Esse estudo 

concluiu que o medicamento benznidazol não conseguiu interromper o agravamento da 

doença em indivíduos com problemas cardíacos já estabelecidos (Dias et al. 2016; 

Morillo et al. 2015).  

          Sabendo-se disso, torna-se importante a identificação de novos fármacos ou 

compostos que atuem de forma isolada ou de concomitância com o Bz minimizando os 

danos cardíacos no hospedeiro mamífero.  

 

 

1.4.  Nitazoxanida 

 

            Descrita pela primeira vez por Jean François Rossignol na década de 80 e tendo 

seu desenvolvimento reiniciado em 1994, o fármaco Nitazoxanida (NTZ), conhecido 
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comercialmente por Annita® ou Anilla®, é um antiparasitário de amplo espectro, 

derivado da nitrotiazolil-salicilamida para administração oral (Gilles & Hoffman, 2002; 

White Jr., 2003). Este fármaco é considerado seguro e bem tolerado quando administrado 

na dose recomendada, com efeitos colaterais geralmente leves e transitórios, os quais 

incluem dor abdominal, diarréia e náusea (Gupta et al. 2017; Navarrete-Vazquez et al. 

2011). 

            A NTZ é um pó cristalino amarelo, pertencente ao grupo biofarmacêutico classe 

II (alta permeabilidade, baixa solubilidade) (Marcelín-Jiménez et al. 2012). Identificado 

pela fórmula química 2-acetiloxi-N-(5-nitro-2-tiazolil) benzamida, apresenta a fórmula 

molecular C12H9N3O5S (peso molecular, 307,3) (Suresh & Nangia, 2016; Marcelín-

Jiménez et al. 2012).  Esse fármaco é proveniente de uma classe de medicamentos 

denominados tiazolidas estabelecido pelo laboratório Romark Research Laboratories 

(Tampa, EUA) e é rapidamente absorvido e metabolizado pelo fígado, transformando-se 

na sua forma ativa, a tizoxanida (Figura 1) (Gomes et. al, 2017; Hemphill et al. 2016). 

Com biodisponibilidade após a administração oral de 70%, apresenta meia- vida 

plasmática de aproximadamente 1,5 h. A tizoxanida é, então, glucuronizada amplamente 

no fígado (aumentando sua hidrofilicidade, logP = -0,6) e excretada 66% e 31,5% pela 

bile e urina, respectivamente (Broekhuysen et al, 2000; Gomes et. al, 2017; Gupta et. al 

2017).  

 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura química. Estrutura química da Nitazoxanida e Tizoxanida. 
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                A Nitazoxanida tem demostrado atividade contra Giardia lamblia, Entamoeba 

histolytica, Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, Trichomonas vaginalis, 

Vittaforma corneae, Encephalitozoon intestinalis, Isospora belli, Blastocystis hominis, 

Balantidium coli, Enterocytozoon bieneusi, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichura, 

Taenia saginata, Hymenolepis nana e Fasciola hepática (Fox et. al 2005; Pankuch et. al 

2006). Este fato decorre de sua atuação de forma não competitiva na inibição da enzima 

piruvato ferredoxina oxidoredutase (PFOR), enzima que participa na geração de energia 

nestes organismos, por meio da descarboxilação oxidativa do piruvato para a acetil 

coenzima A em parasitas, além de atuar inibindo o complexo mTORC1 na célula 

hospedeira promovendo a autofagia (Marcelín-Jiménez et. al, 2012; Hoffman et. al, 2018; 

Gupta et. al, 2017). 

                Além disso, estudos vêm mostrando que a NTZ possui uma atividade contra a 

infecção pelo vírus da hepatite C e B (Korba et al. 2008; Keeffe & Rossignol, 2009), 

contra o norovírus causador de gastroenterite em populações imunossuprimidas 

(Rossignol, 2014; Bok & Green 2012) e, ainda, exibe propriedades anti-inflamatórias 

(Hemphill et.al 2006). 

              Assim, por apresentar um variado espectro de atividade anti-parasitária em 

kinetoplastídeos e apicomplexas (Chan-Bacab et. al., 2009; Navarrete-Vazquez et. al., 

2011) e ação imunoreguladora, a NTZ torna-se um fármaco em potencial para 

investigação na infecção experimental pelo T. cruzi. 
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2.0. OBJETIVO GERAL  

Avaliar os efeitos do tratamento agudo com diferentes doses de Nitazoxanida sob as 

respostas parasitológicas e inflamatória em camundongos C57BL/6 infectados com a 

cepa Y do Trypanosoma cruzi. 

  

2.1. Objetivo específicos  

(i) Determinar os índices parasitêmicos em camundongos C57BL/6 infectados e 

tratados, ou não, com as diferentes doses de NTZ; 

(ii) Avaliar a sobrevida dos animais em relação à dose de NTZ e à infecção com o T. 

cruzi, bem como mensurar a massa relativa do coração;  

(iii) Quantificar a produção plasmática dos marcadores inflamatórios TNF, IL-10, IL-

17 e CCL2; 

(iv) Mensurar os marcadores hepáticos plasmáticos TGO e TGP; 

(v) Quantificar os infiltrados inflamatórios cardíacos. 

 

 

3.0. MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1 Animais 

No presente estudo foram utilizados camundongos fêmeas adultas da linhagem 

C57BL/6 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 2018/03.  
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Para a infecção dos camundongos foram utilizadas 4.000 formas tripomastigotas 

sanguíneas   da cepa “Y” do T. cruzi, armazenadas em nitrogênio líquido e mantidas in 

vivo por sucessivas passagens em camundongos da linhagem Swiss no Centro de Ciência 

Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CCA-UFOP). A coleta dos parasitos 

sanguíneos ocorreu no pico máximo da  parasitemia (7° dia) e o sangue diluído em salina 

0,9% para ajuste da concentração desejada, sendo o inóculo calculado segundo Brener 

(1962) e realizado por via intraperitoneal. 

 

3.2 Tratamento e eutanásia dos animais 

Conforme a norma estabelecida pela CEUA, o número de animais necessários 

para cada grupo experimental, foi estabelecida por meio do cálculo amostral utilizando o 

programa BIOESTAT 5.0 com nível de confiança de 95% e p-valor igual a 0,05, no qual 

gerou a necessidade de 9 animais por grupo sendo 9 grupos diferentes no estudo. 

Os animais experimentais foram divididos em grupos como descrito a seguir: (i) 

não infectado e não tratado; (ii) infectado e não tratado, (iii) infectado e tratado com  

100mg/kg de NTZ, (iv) infectado e tratado com  200mg/kg de NTZ,    (v) infectado e 

tratado com  400mg/kg de NTZ, (vi) infectado e tratado com  600mg/kg de NTZ, (vii) 

infectado e tratado com  800mg/kg de NTZ, (viii) infectado e tratado com 1000mg/kg de 

NTZ e (ix) infectado e tratado com 1200mg/kg de NTZ. 

Os animais foram tratados durante 10 dias consecutivos por via oral (gavagem) 

iniciado 12 h após a infecção. As análises parasitológicas foram realizadas diariamente 

por meio da coleta de 5μl de sangue da artéria coccígea ventral. No 11 º dia (fase aguda) 

após a infecção, ocorreu a coleta de sangue realizada pelo plexo retro-orbital com os 

animais anestesiados, anteriormente à eutanásia, para obtenção de plasma. Após a 
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eutanásia houve coleta e armazenamento de tecido muscular cardíaco e tecido hepático 

para as técnicas imunopatologicas a serem descritas posteriormente. 

 

 

 

Figura 2-Deliamento experimental. Após 6-8 semanas de vida os camundongos C57BL/6 foram 

infectados com 4000 formas tripomastigota da cepa Y do T. cruzi. Após 12 horas, iniciou-se o 

tratamento com as diferentes doses propostas. Os animais foram tratados durante 10 dias e 

eutanasiados no 11º dia.  

 

 

 

3.3. Ensaios imunoenzimáticos (ELISA)  

 

 Os ensaios imunoenzimáticos foram realizados para detecção das citocinas 

plasmáticas (TNF, CCL-2, IL-17 e IL-10), utilizando-se o macerado do coração dos 

camundongos infectados, ou não, pelo T. cruzi e tratados, ou não, com a NTZ. Os ensaios, 

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

protocolo do fabricante (PeproTech, NJ, EUA).  
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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 lavadas novamente. As amostras 

do macerado 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 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. Foi utilizado para a revelação 5mL de cromógeno adicionados a 5mL de água 

oxigenada. 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 minutos após a adição de H2SO4 para bloqueio das reações. A quantificação das 
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quimiocina 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. 

 

3.4. Exames bioquímicos 

 Para se avaliar marcadores de dano tecidual hepático, foram realizados testes 

bioquímicos para se dosar proteínas no plasma dos animais. Todos os exames foram 

executados com kits comerciais da Bioclin/Quibasa (Minas Gerais, Brasil) e os 

procedimentos foram seguidos rigorosamente com sugerido pelo fabricante. 

 

3.4.1 Transaminase oxalacética 

 

Para a dosagem da enzima transaminase oxalacética (TGO) foi  utilizado o método 

colorimétrico de Reitmam e Frankel (1957) (Reitman e Frankel, 1957) que se baseia na 

transferência, catalisada pela TGO, do grupamento amino de um alfa-aminoácido para 

um alfa-cetoácido segundo a reação a seguir: 

 

 

Junto à reação é adicionado um reagente de cor (dinitrofenilhidrazina) que reage 

com o oxaloacetato formando a hidrazina. A intensidade de cor é diretamente 

proporcional à produção de oxaloacetato, que por sua vez, representa a atividade 

enzimática. 

Para este método são necessárias 3 soluções: A primeira possui PBS, ácido L-

maspártico, ácido alfa cetoglutárico e azida sódica. A segunda, o reagente de cor que 
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contém dinitrofenilhidrazina e ácido clorídrico. Por fim a terceira uma solução de 

hidróxido de sódio. 

Para realização do método 250µl da primeira solução foi incubada a 37oC por 3 

minutos, em seguida será adicionada 100µl da amostra de plasma e incubado por mais 30 

minutos também a 37oC. Adiciona-se então 250µl da segunda solução e o sistema foi 

deixado em repouso por 20 minutos. Por fim foi adicionado 2,5ml do hidróxido de sódio. 

Após 5 minuto a 37oC o conteúdo foi transferido para cubeta de quartzo e lida em 

espectrofotômetro com comprimento de onda 505nm. 

O cálculo final é conseguido a partir dos valores de diluição de uma curva padrão 

pré-determinada pelo kit.  

 

3.4.2 Transaminase pirúvica 

O método para se dosar a enzima transaminase pirúvica (TGP) é muito semelhante 

ao descrito para a TGO, também foi utilizando do método colorimétrico de Reitmam e 

Frankel (1957) (Reitman e Frankel, 1957), no entanto, a reação em que se baseia o método 

e as soluções para execução possuem a alteração do L-aspartato pela L-alanina e do 

oxaloacetado pelo piruvato. 

 

 

            O restante do método permanece inalterado em relação ao descrito para TGO. 

 

3.5. Histologia  

 

3.5.1 Análises histopatológicas 

           Fragmentos do coração foram processados rotineiramente e incluídos em parafina. 

Os blocos de parafina obtidos foram submetidos à microtomia para a obtenção de cortes 

L- Alanina + Alfa- Cetoglutarato → L- Glutamato + Piruvato  
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com espessura de 4μm. As lâminas dos blocos parafinizados dos órgãos coletados foram 

confeccionadas para coloração pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE) para análise 

do processo inflamatório em microscópio óptico. 

 

3.5.2 Técnica de coloração Hematoxilina & Eosina  

          O processo inflamatório no tecido cardíaco foi analisado quantitativamente e 

qualitativamente, realizada por coloração de Hematoxilina & Eosina (HE). Para a 

desparafinização, cortes com 4µm de espessuras passaram por dois banhos de xilol (15 

minutos em cada), hidratados em solução alcoólicas de concentração decrescente de 

álcool – 100%, 90%, 80% e 70% (10 minutos em cada), posteriormente lavados em água 

corrente (10 minutos) e PBS pH 7,2 (5 minutos). Logo depois, os cortes foram corados 

pela hematoxilina (10 minutos), lavados com água corrente e diferenciados em álcool 

acidulado e, em seguida, lavados novamente com água corrente. Depois foram corados 

pela eosina (1 minuto). Logo após o último processo em água, as lâminas foram 

acondicionadas em estufa a 56° C para secagem e submetidas a um banho de xilol (30 

minutos). Ao final, as lâminas foram montadas com lamínulas e Entelan® (Merck, 

Alemanha).  

 

3.5.3. Avaliação histopatológica  

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

digitalizadas utilizando o microscópio Leica DM5000B (Laboratório Multiusuário – 

UFOP) 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 pelo teste de estabilidade, com a 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 apresentarem 

valores de quantificação de núcleos celulares acima desta média serão considerados como 
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inflamação cardíaca. A avaliação da neoformação de colágeno foi feita de forma semi-

quantitativa. Para todas as análises foram utilizadas objetiva de 20x. 

 

3.7 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. 

 

4.0 RESULTADO 

         Com base nas curvas de parasitemia (figura 3), observamos que os parasitos no 

sangue começaram a ser detectados a partir do 4° dia de infecção, com um pico de 

parasitos no 8º dia de infecção. As formas tripomastigotas sanguíneas do parasito 

apresentaram-se mais elevadas nos animais tratados com as maiores doses de 

Nitazoxanida.  
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Figura 3. Curvas de parasitemia. Camundongos C57BL/6 infectados com a cepa Y do T. cruzi 

tratados com Nitazoxanida na dose de (A) 100 mg/kg, (B) 200 mg/kg, (C) 400 mg/kg, (D) 600 

mg/kg, (E) 800 mg/kg, (F) 1000 mg/kg, (G) 1200 mg/kg, ou não tratados. As curvas são referentes 

a 10 dias de infecção e tratamento. Os dados em cada ponto da curva equivalem à média da 

parasitemia/ dia a cada grupo.  
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          Nota-se que a taxa de sobrevida (figura 4) dos animais foi de 100% naqueles 

infectados não tratados e infectados tratados com as doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg de 

NTZ. Os animais infectados e tratados com as doses de 400, 600, 800 e 1000 mg/kg de 

NTZ obtiveram uma sobrevida de aproximadamente 88%. Já aqueles que receberam a 

maior dose do Nitazoxanida apresentaram cerca de 55% de sobrevida ao final dos 10 dias.  

          No entanto nos resultados da massa relativa do coração (figura 5), observa-se que 

não houve diferença comprovada estatisticamente entre nenhum dos grupos 

experimentais. 

 

 

Figura 4. Curva de sobrevida. Camundongos C56BL/6 infectados com a cepa Y do T. cruzi 

tratados, ou não, com diferentes doses de Nitazoxanida. Curvas referentes ao período entre o 1° e 

o 10° dia de infecção.  
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Figura 5. Massa relativa do coração. Camundongos C56BL/6 foram infectados, ou não, com a 

cepa Y do T. cruzi tratados, ou não, com a Nitazoxanida. A barra branca representa os animais 

não infectados e não tratados (controle), barra hachurada representa os animais infectados com T. 

cruzi, que receberam ou não as diferentes doses do fármaco. 

 

          A resposta imune resultante do tratamento com diferentes doses do NTZ, foi 

avaliada por meio de ensaios imunoenzimáticos para as citocinas inflamatórias TNF e IL-

17, para a citocina regulatória IL-10 e para a quimiocina CCL2.  

         Ao analisarmos a produção do TNF (Figura 6 A) observou-se um aumento nos 

níveis dessa citocina no macerado do coração quando se utilizou a dose de 400 mg/kg da 

NTZ em relação ao grupo de animais não infectados e não tratados. Já para os animais 

que receberam as doses de 200, 600, 1000 e 1200mg/kg deste mesmo fármaco, observou-

se diminuição na produção do TNF em relação ao grupo infectado não tratado.  

Relativo à IL-17 (Figura 6 B), observamos uma diminuição nas doses de 400, 

600, 1200mg/kg da NTZ em relação ao grupo infectado não tratado. Ainda, observou-se 

diminuição desta citocina na dose de 400 mg/kg do fármaco quando comparado aos 

animais não infectados não tratados.  

Na produção da IL-10 (figura 6 C) nota-se uma diminuição da mesma nos grupos 

de animais infectados e tratados com Nitazoxanida nas doses de 200, 400 e 600mg/kg 

quando comparado ao grupo não infectado não tratado, assim como uma diminuição nas 
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doses de 200, 400, 600 e 800 mg/kg quando comparados ao grupo infectado não tratado. 

Já os níveis da quimiocina CCL2 (figura 6 D), foram observadas um aumento em sua 

produção nos animais que receberam as doses de 200, 600 e 800 mg/ kg de NTZ em 

relação aos animais não infectados não tratados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Produção de citocinas (TNF, IL-17, IL-10 e CCL2). Níveis das citocinas TNF (a), 

IL-17 (b), IL-10 (c). CCL2 (d) no macerado do coração de animais C57BL/6 infectados com a 

cepa Y do T. cruzi submetidos ou não ao tratamento com NTZ. A barra branca representa animais 

não infectados e não tratados enquanto as barras hachuradas representam os animais infectados 

que receberam ou não as doses do fármaco. Símbolos diferentes significam diferença estatística 

com o p <0,05. (*) para diferença em relação ao grupo controle não infectado e (#) para diferença 

em relação ao grupo infectado não tradado. 
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              Em decorrência do tratamento farmacológico com diferentes doses da NTZ e 

também, assumindo a infecção pelo T. cruzi conjuntamente com o tratamento, avaliou-se 

o perfil das enzimas transaminases TGO e TGP, indicativas de função hepática nestes 

animais. A infecção pelo T. cruzi não alterou a concentração plasmática da enzima TGP 

(Figura 7A). Da mesma forma, a terapia com NTZ até a dose de 600mg/kg não foi capaz 

de elevar ou reduzir os índices da enzima TGO, porém, doses iguais e superiores a 

800mg/kg elevaram o seu índice em relação aos animais não infectados não tratados 

(Figura 7B). 

 

             

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Atividade das enzimas transaminases. Concentração das enzimas transaminase 

glutâmico – pirúvica (a) e transaminase glutâmico – oxalacética (b) no plasma de animais 

C57BL/6 infectados com a cepa Y do T. cruzi submetidos ou não ao tratamento com Nitazoxanida 

Barra branca representa animais não infectados e não tratados, barra listrada representa animais 

A 

B 
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infectados que receberam ou não as doses do referido fármaco. p <0,05. (*) para diferença em 

relação ao grupo controle não infectado. 

                     A contagem de núcleos celulares foi utilizada para quantificar os núcleos 

presentes nas células musculares cardíacas e nos leucócitos presentes no infiltrado 

inflamatório dos animais infectados pelo T. cruzi e tratados com as diferentes doses de 

NTZ. Observamos um nítido aumento das células inflamatórias nos animais infectados 

pelo T. cruzi, porém a terapia com NTZ não foi capaz de alterar esta quantificação celular 

em nenhuma das doses utilizadas (Figura 8). Ressalta-se ainda, a presença de um padrão 

fenotípico mononuclear para as células constituintes deste infiltrado inflamatório 

cardíaco. Em relação aos cortes histológicos (Figura 9) podemos observar um intenso 

infiltrado inflamatório nos animais infectados e não tratados, assim como nos animais 

tratados com NTZ com doses altas igual 600 mg/kg e superiores. Também podemos 

observar um infiltrado inflamatório moderado nos animais tratados nas doses de 100, 200 

e 400 mg/kg de NTZ.  

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Quantificação do processo inflamatório no tecido cardíaco. Análise do infiltrado 

inflamatório no tecido cardíaco em de animais C57BL/6 infectados com a cepa Y do T. cruzi 

submetidos ou não ao tratamento com NTZ. A barra branca representa animais não infectados e 

não tratados enquanto as barras hachuradas representam os animais infectados que receberam ou 
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não as doses do fármaco. Símbolos diferentes significam diferença estatística com o p <0,05. (*) 

para diferença em relação ao grupo controle não infectado.  

  

 

 

 

 

         

 

 

 

            Figura 9. Análise qualitativa do coração: Fotomicrografias do coração de 

camundongos C57BL/6 infectados com a cepa Y do T. cruzi, tratados ou não com NTZ. Aspecto 

histológico do tecido muscular cardíaco normal em animais não-infectados (Controle). Infiltrado 

inflamatório intenso nos animais infectados e não tratados e nos animais infectados e tratados 

com NTZ nas doses de 600, 800, 1000 e 1200 mg/kg; e infiltrado moderado nos animais 

infectados e tratados com NTZ nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg. Hematoxilina-Eosina. 

Barra=50m.  

 

 

 5.0 DISCUSSÃO 

         A Nitazoxanida é um antiparasitário sintético indicado para o tratamento de 

helmintíases provocadas por nematódeos, cestódeos e trematódeos, amebíase, 

criptosporidíase, blastocistose (Anderson & Curran, 2007). No presente estudo, 
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mostramos que a Nitazoxanida, administrado diariamente de 12 em 12 horas, em 

concomitância com a infecção pelo T. cruzi em camundongos C57BL/6, foi capaz de 

elevar o nível de parasitos circulantes, reduzir a produção de citocinas inflamatórias e 

elevar o infiltrado inflamatório no coração, além de ser dose-dependente na mortalidade.  

             Há poucos trabalhos na literatura estudando a NTZ em modelos experimentais de 

infecção pelo T. cruzi. O trabalho de  Valle-Reyes e cols, utilizando a dose de 100mg/kg 

e 1000 mg/ kg da NTZ em camundongos Balb/c infectados com uma cepa isolada do 

México (Albarrada), demostrou aumento no nível de parasitemia, na mortalidade dos 

animais e no dano tecidual no coração, tecido esquelético e pulmão (Valle-Reyes et al., 

2017). Por outro lado, Ferreira 2014, utilizando 50 mg/kg da NTZ em camundongos 

Swiss infectados com a cepa Y do T. cruzi, demonstrou uma diminuição nos parasitos 

circulantes, além de uma diminuição da sobrevivência do grupo tratado com NTZ 

(Ferreira, 2014). Apesar da dose baixa utilizada neste último estudo, estes resultados 

poderiam ser explicados por uma possível toxicidade do fármaco, uma vez que a autora 

administrou a NTZ pela via intraperitoneal. Além disso, a autora mostrou, também, uma 

efetividade de 51 vezes do NTZ em formas amastigotas (in vitro) quando comparado com 

o Bz. 

             Contudo o delineamento experimental destes trabalhos são distintos e, como já é 

descrito na literatura científica, a genética tanto do parasito quanto de seu hospedeiro 

mamífero (modelo experimental) interfere no perfil inflamatório,  na patogênese cardíaca, 

na infectividade, no nível de parasitemia, na virulência  e na mortalidade dos animais 

experimentais (Andrade, 1985; Brener 1977; Melo e Brener, 1978). 

            Durante suas pesquisas Carlos Chagas também observou diferenças nas formas 

dos tripomastigotas sanguíneos (formas largas e delgadas), onde notou-se que as formas 

largas apresentavam tropismo pelas células cardíacas, baixa virulência e são resistentes 
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aos anticorpos do hospedeiro (Chagas, 1909). Por sua vez, as formas delgadas apresentam 

tropismo pelos macrófagos, ocorrem principalmente em cepas de alta virulência, 

demonstram parasitemia precoce e são mais susceptíveis aos anticorpos circulantes 

(Brener, 1965; Brener, 1969; Andrade, 1974, Chagas, 1909).  

            Após estudar as diferenças entre parâmetros morfobiológicos e histopatológicos 

encontrados nas formas tripomastigotas sanguíneas, Andrade propôs uma subdivisão das 

populações de T cruzi, onde perfis similares de comportamento biológico em 

camundongos foram agrupados (Andrade, 1974). Foram, então, definidos inicialmente 

três grupos distintos (I, II e III) e, em 1997, Andrade e Magalhães propuseram o termo 

biodema - associação entre aspectos biológicos e perfil de isoenzimas (Andrade e 

Magalhães, 1997).    

             A cepa Y, proposta em nosso trabalho, é caracterizada no tipo I ou biodema I, 

sendo constituído por cepas com predomínio das formas delgadas e que apresentam uma 

elevada e precoce parasitemia. Foi isolada de um paciente na fase aguda da infecção em 

1950, Marília, São Paulo, e previamente caracterizada por Filardi e Brener em 1987. A 

morte dos camundongos ocorre geralmente entre o 7º e o 12º dia da infecção e há um 

predomínio de macrófago tropismo na fase inicial da infecção. Essa cepa é susceptível ou 

parcialmente resistente ao tratamento com Bz (Silva e Nussenzweig, 1953; Zingales et 

al., 2009). Por estas características, a cepa Y foi utilizada nesse trabalho devido a sua alta 

infectividade em camundongos C57BL/6, podendo ter uma compreensão rápida a 

resposta ao tratamento com o NTZ, uma vez que o experimento foi realizado em dez dias. 

               Apesar dela ser considerada tóxica em altas doses, segundo Murphy e 

Friedmann, 1985 (Murphy e Friedmann, 1985), no qual preconiza uma dose mínima do 

NTZ de 100mg/kg e máxima de 1400 mg/kg (dose máxima letal) em camundongos, ela 

é capaz de alterar a resposta inflamatória em doses moderadas (Rossignol, 2016; Aquino 
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& Fonseca 2010, Hong et. al, 2012). Tendo a inflamação como base da patogênese da 

infecção pelo T. cruzi, este fármaco poderia amenizar a produção de elementos imunes a 

ponto de aumentar a sobrevida de animais infectados.         

Nossos resultados corroboram com estes estudos reforçando a capacidade da 

Nitazoxanida foi capaz de diminuir a concentração de TNF, IL-10 e IL-17 em 

camundongos C57BL/6 infectados com a cepa Y do T. cruzi em fase aguda da infecção.  

Relativo à quimiocina CCL2, essa quimiocina está associada ao recrutamento celular para 

o sitio inflamatório de células mononucleares, principalmente monócitos/macrófagos 

(Talvani et. al 2012). O aumento inicial da replicação parasitária poderia contribuir para 

o aumento desta quimiocina, mas a terapia com NTZ foi capaz de reduzir sua produção, 

reforçando a concepção de imunorregulação deste fármaco. Por isso, podemos observar 

que em doses mais baixas a NTZ desempenhou um papel imunoregulador de citocina pro- 

inflamatória na fase aguda da infecção por esse parasito. Observamos também, que nessas 

doses menores ainda houve uma diminuição do infiltrado inflamatório nos tecidos do 

coração). Além disso, o nosso estudo mostrou que o índice de TGP e TGO não se alteram 

na fase aguda, exceto nas doses da NTZ mais elevada.  Este fato corrobora o trabalho de 

Murphy e Friedmann, 1985 (Murphy e Friedmann, 1985) onde apesar do modelo 

experimental ter sido ratos, os autores mostraram que o tratamento subcronico de 14 

semanas com a NTZ não apresentou efeito sistêmico nem anomalias, sugerindo que o 

tratamento repetido seria seguro. E este é um ponto que merece investigação futura em 

relação a NTZ – qual seria o tempo ideal para o tratamento com o intuito de eliminar o T. 

cruzi e regular a resposta inflamatória do hospedeiro. O tratamento pontual na fase aguda 

seria suficiente para a mudança deste perfil imunoparasitológico a ponto de refletir no 

quadro clínico nos animais em fase aguda ou a terapia deveria persistir ao longo de todo 

o tempo de infecção. Quando se utiliza roedores como modelos experimentais, a 



30 

 

administração de qualquer fármaco via gavagem possui como limitação o risco de 

possíveis lesões no esôfago do animal, mesmo com um administrador/pesquisador 

experiente. Dessa forma, a avaliação da NTZ por longa duração poderia ser repensada em 

administração na água ou em outros veículos e/ou vias que não trouxessem riscos para o 

animal. O papel regulador da NTZ já é evidenciado após as primeiras doses em animais 

infectados com o T. cruzi, não havendo garantia apenas se este efeito refletiria em melhora 

patológica em fase crônica.  

                 Em suma, a terapia com diferentes doses do fármaco Nitazoxanida 

administrada em fase inicial, demostrou atuar sobre a resposta inflamatória de animais 

infectados com a cepa Y do T. cruzi e que, apesar do aumento no parasitismo sanguíneo 

este fármaco foi capaz de regular a produção plasmática e cardíaca de mediadores 

inflamatórios sem, no entanto, afetar drasticamente o funcionamento hepático nestes 

animais.   

 

 

 

6.0 CONCLUSÃO 

     Concluímos que a Nitazoxanida em doses menores apresenta um papel parcial 

imunomodulador na infecção aguda pelo Trypanosoma cruzi.  
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8.0.  Anexos 

Artigo 1: The β-blocker carvedilol and the benznidazole modulate the cardiac immune 

response in the acute infection induced by Colombian strain of the Trypanosoma cruzi 

 

 


