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RESUMO 

 

A doença de Chagas (DC) é uma doença parasitária endêmica na América Latina e 

encontrada em diversos países no mundo. Seu tratamento é feito com o benznidazol (BZ) 

e o nifurtimox (NF), ambos fármacos com baixa eficácia terapêutica na maoria dos 

pacientes em fase crônica tardia da DC, e que causam vários efeitos colaterais. A busca 

por novos fármacos para a DC é estimulada entre produtos naturais e em estratégias como 

associação de fármacos. A silibinina (SLB) é um composto natural capaz de inibir a 

proteína de efluxo (Pgp) nas membranas celulares, induzir a morte de microrganismos, 

além de possuir atividade anti-inflamatória. Ainda não há na literatura relato de sua 

atividade em T. cruzi. Neste trabalho foi avaliada a atividade in vitro e in vivo de SLB e 

de SLB associada a BZ (SLB+BZ) frente a cepa Y de T. cruzi. Foi realizado ensaio de 

citotoxicidade pelo método de MTT em células VERO (24h), que revelou IC50 de 250,22 

µM para a SLB. A atividade tripanocida avaliada por método com resazurina em 

epimastigotas (24h) mostrou que a SLB 25 µM inibiu o crescimento dos parasitos. O 

ensaio em amastigotas revelou índice de seletividade de 3,13, além de mostrar a maior 

porcentagem de inibição (> 90%) quando a SLB foi usada na associação de 

SLB100+BZ10µM, em comparação com SLB (100; 25; 6,25 µM) ou BZ (10; 5; 2,5 µM) 

isolados. No ensaio in vivo, camundongos Swiss comprovadamente infectados IP com 

10.000 tripomastigotas sanguíneos foram tratados por via oral por 20 dias consecutivos 

com SLB50, SLB150, SLB50+BZ25, SLB50+BZ50, SLB50+BZ100, SLB150+BZ25, 

SLB150+BZ50, SLB150+BZ100, BZ25, BZ50 e BZ100 mg/kg/dia. Os animais foram 

avaliados diariamente na fase aguda (parasitemia) e aos 90, 180 e 240 dias após 

tratamento por hemocultura, qPCR de eluato sanguíneo e sorologia (ELISA). Após a 

eutanásia, foram feitas, além das avaliações anteriores, a qPCR do tecido cardíaco. Os 

resultados in vivo demonstraram que a SLB em monoterapia não foi capaz de controlar a 

parasitemia e a mortalidade dos animais. As avaliações parasitológicas mostraram 100% 

de negatividade na maioria dos grupos de animais tratados com combinação de drogas ou 

doses menores de BZ, enquanto a sorologia foi positiva em todos os animais não sendo 

constatada cura pelo critério clássico. Entretanto verificamos que os grupos experimentais 

tratados com BZ em menores doses e que os tratados com BZ em menores doses quando 

associado a SLB apresentaram maior negatividade nos exames parasitológicos, porém 

sem diferenças significativas entre os demais grupos. Análise histopatológica cardíaca 

será feita para avaliar se houve redução da inflamação/fibrose entre os grupos tratados 

com a associação SLB+BZ versus BZ. 

 

Palavras chave:  

doença de Chagas experimental, silibinina, benznidazol, associação de fármacos 

tratamento, in vitro, in vivo. 
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ABSTRACT  

Chagas' disease (CD) is an endemic parasitic disease in Latin America and found in many 

countries worldwide. Its usual treatment is with benznidazole (BZ) and nifurtimox (NF), 

both with low efficacy in most patients in the late chronic phase of infection and cause 

several side effects. The search for new drugs for CD is stimulated between natural 

products and strategies such as drug association are stimulated. Silibinin (SLB) is a 

natural compound able to inhibit the efflux of protein (Pgp) in cell membranes, induce 

death of microorganism’s specie, and presents anti-inflammatory activity. There is no 

report of SLB activity in T. cruzi in the literature. In this work the in vitro and in vivo 

activity of SLB and SLB associated with BZ (SLB + BZ) were evaluated against an isolate 

of the T. cruzi strain Y. Cytotoxicity assay was performed by the MTT method in VERO 

cells (24h), which revealed an IC50 of 250.22 μM for SLB. The trypanocidal activity 

evaluated by resazurin method in epimastigotes (24h) showed that SLB 25 μM 

significantly inhibited the parasites growth. The amastigote assay revealed a selectivity 

index of 3.13 , in addition showed the higher percentage of inhibition (> 90%) when SLB 

was used in the association of SLB100 + BZ10 μM, compared with SLB (100; 25; 6.25 

μM) or BZ (10; 5; 2.5 μM) isolated. In the in vivo assay, Swiss mice intraperitoneally 

infected with 10,000 trypomastigotes were orally treated for 20 consecutive days with 

SLB50, SLB50 + BZ25, SLB50 + BZ50, SLB50 + BZ100, SLB150 + BZ25, SLB150 + 

BZ50, SLB150 + BZ100, BZ25, BZ50 and BZ100 mg/kg/day. During the acute phase the 

animals were evaluated daily (parasitemia) and at 90, 180 and 240 days after treatment 

by blood culture, blood eluate qPCR and serology (ELISA). After euthanasia, qPCR of 

cardiac tissue was performed in addition to previous evaluations. In vivo results 

demonstrated that SLB monotherapy was not able to control the parasitemia and mortality 

of the animals. The parasitological evaluations showed 100% of negativation in the 

majority of the groups of animals treated with association of drugs or with smaller doses 

of BZ, whereas the serology was positive in all animals and no cure was observed by the 

classic criterion. However, we verified that the experimental groups treated with BZ in 

lower doses and those treated with BZ in lower doses when associated with SLB 

presented higher negativation in the parasitological exams, but without significant 

differences between the other groups. Cardiac histopathological analysis will be 

performed to evaluate if there was reduction of inflammation/fibrosis between the groups 

treated with the SLB + BZ association versus BZ. 

Key words: Experimental Chagas disease, silibinin, benznidazole, drug association, in 

vitro, in vivo. 
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1.0. INTRODUÇÃO  

    Doenças tropicais negligenciadas, como a doença de Chagas (DC), são 

responsáveis por altas taxas de mortalidade e morbidade nas regiões tropicais 

(RICHARD; WERBOVETZ, 2010; WHO, 2017). Atualmente, a DC é um desafio 

mundial devido à sua expansão para países não-endêmicos da América do Norte, Europa, 

Oceania e Ásia, uma consequência da migração de indivíduos infectados para esses países 

(SCHMUNIS e YADON, 2010). A DC é uma zoonose causada pelo protozoário flagelado 

Trypanosoma cruzi, epidemiologicamente relevante e impactante em saúde pública em 

21 países da América Latina. Existem apenas duas opções terapêuticas, Benznidazol (BZ) 

e Nifurtimox (NF), empregadas em seu tratamento e que lamentavelmente apresentam 

resultados insatisfatórios.  

  Dentre os muitos desafios a serem enfrentados em relação a DC  estão a falta de 

terapias profiláticas e quimioterapia efetivas para pacientes crônicos tardios (COURA; 

DE CASTRO, 2002). A existência de populações do T. cruzi naturalmente resistentes aos 

fármacos atuais, associada aos baixos índices de cura observados na fase crônica, e 

considerando que ainda não há um fármaco ideal para o tratamento da DC mais de cem 

anos após sua descoberta, torna a busca de terapias para esta enfermidade continua e 

necessária (COURA; DE CASTRO, 2002; GUEDES et al., 2006). Dentre as propostas de 

novas terapias há o redirecionamento de fármacos (BELLERA et al., 2015), a busca por 

novos fármacos entre os produtos naturais (APT, 2010) ou terapia combinada, em que se 

faz a associação de fármacos em estudo ao BZ e NF (COURA, 2009). 

Dentre os produtos naturais, esse trabalho explorou a associação de BZ e silibinina 

(SLB). A SLB é um produto natural extraído das sementes da Silybum marianum da 

família Asteraceae, originária da Europa e Ásia, encontrada em todo o mundo. A SLB 

apresenta propriedades antifúngicas (SALEHI et al., 2011; YUN; LEE, 2017), anti-

inflamatórias,  anticancerígenas (GREENLEE et al., 2007), e antimicrobiana (DE 

OLIVEIRA et al., 2015). Além disso, é atribuída à SLB a atividade inibidora da 

Glicoproteína P (ZHANG; MORRIS, 2003; LEE; CHOI, 2010), uma proteína 

transportadora de efluxo pertencente à grande família ABC, presente nas membranas 

celulares e responsável pelo efluxo de nutrientes, toxinas e também de fármacos, dentre 

eles o BZ. A propriedade de inibir a proteína de efluxo do principal fármaco existente 

para o tratamento da DC traz o potencial para uma redução na dose do BZ, pois esse seria 

menos eliminado e permaneceria por mais tempo na circulação sanguínea, possibilitando 

assim a redução de dose no tratamento da doença.  
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2.0 REVISÃO DA LITERERATURA 
 

2.1. A doença de Chagas 

 

A doença de Chagas (DC) ou tripanossomíase americana foi descoberta em 1909 

pelo médico e pesquisador Carlos Chagas. Trata-se de uma doença parasitária causada 

pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi, cuja epidemiologia é afetada por 

fatores como a variedade de triatomíneos vetores e reservatórios (o que dificulta a 

completa erradicação do parasito circulante), má qualidade de habitação nas áreas 

endêmicas (frequentemente rurais), fase aguda comumente despercebida e 

subdiagnosticada (CANÇADO, 2002) com posterior instalação da fase crônica 

assintomática nos primeiros anos ou décadas, ou até mesmo por toda a vida do paciente 

(forma clínica indeterminada), além da falta de medidas profiláticas e quimioterapias 

mais efetivas (DURAN-REHBEIN et al., 2014) e existência de diversos outros 

mecanismos de infecção independentes dos triatomíneos vetores.  Mesmo após 109 anos 

de sua descoberta, a DC é um dos principais problemas de saúde pública com mais de 8 

milhões de pessoas afetadas pela doença, endêmica em 21 países da América Latina 

(WHO, 2017), e presente em diversos países de outros continentes além das Américas, 

tais como Europa, Ásia e Oceania (SCHMUNIS; YADON, 2010; COURA; VIÑAS; 

JUNQUEIRA, 2014) nos quais a transmissão se dá por mecanismos independentes de 

vetor (SCHMUNIS, 2007). A DC configura-se como uma das 18 doenças tropicais 

negligenciadas e atualmente na América Latina os países Argentina, Brasil e México são 

os três com maior número de pessoas infectadas (WHO, 2010). 

 A transmissão natural da DC a humanos e animais se dá por insetos hematófagos 

da subfamília Triatominae, que após se alimentarem defecam próximo ao local da picada. 

Ao coçar a região, o indivíduo possibilita a entrada do protozoário T.cruzi pelo local da 

picada ou o leva passivelmente aos olhos ou a mucosas dando início a infecção. A 

transmissão da DC também pode se dar por mecanismos não vetoriais como via oral, 

transfusão sanguínea e transmissão congênita, além de outros tais como transplantes e 

acidentes laboratoriais (DIAS, 2015). 

A DC apresenta-se dividida em duas fases: aguda e a crônica. A fase aguda 

corresponde ao período logo após a infecção pelo T.cruzi com duração de cerca de 2-4 

meses. Alguns sinais específicos denominados de ¨porta de entrada¨ podem ser 
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observados nesta fase da doença, que se inicia no local da picada do inseto cuja lesão 

recebe o nome chagoma de inoculação (MAZZA; FREIRE, 1940). Quando ocorre 

contaminação do olho por fezes com a forma infectante do parasito, ocorre edema e 

inflamação, fenômeno conhecido como sinal de Romaña (ROMAÑA, 1935). Além dos 

sinais de ¨porta de entrada¨ da DC, manifestações típicas de infecção aguda generalizada 

observadas em qualquer processo infeccioso agudo também podem estar presentes, como 

febre, linfoadenopatia, edema, hepatoesplenomegalia, linfocitose e outros.  O mais 

comum é que a fase aguda seja oligosintomática ou assintomática (95%), passando 

despercebida ou não sendo diagnosticada, uma vez que a sintomatologia em geral dura 

poucos dias e desaparece espontaneamente (PRATA, 2001; RASSI, 2010) resultando em 

subnotificação das pessoas infectadas ou doentes. Uma importante característica da fase 

aguda é a ocorrência de parasitemia patente, ou seja, parasitos presentes na corrente 

sanguínea do indivíduo doente e encontrados com facilidade no exame de sangue a fresco 

(ESF). Além disso, há no soro do paciente a presença de anticorpos da classe IgM, além 

da classe IgG que pode ser detectada por toda a vida do paciente. 

 A fase crônica é o período que segue a fase aguda, passando por um período de 

transição (fase subaguda) no qual as manifestações clínicas da fase aguda vão 

desaparecendo gradualmente. Os casos que permanecem com algum sintoma após esta 

fase são raros e associados a fase aguda maligna e de mau prognóstico (PRATA, 2001 

RASSI, 2010). A maioria dos pacientes (50 a 70%) passam por um longo período 

assintomático, que pode durar décadas ou até mesmo toda a vida do paciente, denominada 

forma clínica indeterminada.  

A fase crônica é caracterizada por parasitemia subpatente, ou seja, negativa ao 

ESF, e presença de IgG, alvo do diagnóstico sorológico da infecção pelos métodos da 

sorologia convencional (ELISA, IFI e HAI). Com a evolução da doença de Chagas 

instalam-se quadros característicos da mesma, e a forma indeterminada pode evoluir para 

as formas clínicas cardíaca, digestiva (principalmente megaesôfago e/ou megacólon), ou 

mista (associação de manifestações cardíacas e gastrointestinais).  

 A forma cardíaca da DC é de destaque, pois no desenvolvimento da patologia o 

acometimento do coração traz complicações graves como congestão, arritmias, e o 

desenvolvimento de um quadro progressivo de insuficiência cardíaca. Na forma cardíaca, 

podem ser observadas desde leves alterações no eletrocardiograma (ECG), alta frequência 
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de arritmias, bradicardia, edema e até morte súbita (PRATA, 2001), um dos maiores 

traumas para a família dos pacientes. 

 A forma intestinal é caracterizada pela alteração de motilidade, secreção e 

absorção do trato gastrintestinal. São acometidos principalmente o esôfago e o cólon, 

caracterizando o megaesôfago e megacólon. Estes compartimentos do trato 

gastrointestinal aumentam o seu diâmetro, e as vezes seu comprimento (dolicocólon), o 

que torna suas paredes mais delgadas e distendidas  (PRATA, 2001). A forma 

mista envolve a associação de manifestações cardíacas e gastrointestinais.  

No Brasil predominam atualmente os casos crônicos decorrentes de infecção por 

via vetorial, uma vez que o maior cuidado com os bancos de sangue extinguiu a 

contaminação por via transfusional (SILVEIRA; SILVA; PRATA, 2011).  

2.2 O Parasito 

2.2.1 Ciclo de vida 

 

O agente etiológico da DC, o T.cruzi, é um protozoário da ordem Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae (HOARE; WALLACE, 1966), parasita celular obrigatório e 

de ciclo biológico heteroxênico, incluindo assim hospedeiros vertebrados e invertebrados. 

O T.cruzi possui como característica marcante o cinetoplasto proeminente, estrutura que 

corresponde a uma condensação de DNA mitocondrial, denominado nDNA, além de 

flagelo livre presente em duas de suas formas evolutivas, epimastigota e tripomastigota, 

que lhe favorecem movimentação intensa. Há também uma forma intermediária, com 

flagelo livre presente apenas no vetor, a esferomastigota. Além das formas flageladas há 

uma forma com flagelo não exposto, em formato oval, denominada amastigota (DE 

LANA; DE MENEZES MACHADO, 2017).  

  Após o repasto sanguíneo, no estômago do vetor, as formas tripomastigotas se 

transformam em esferomastigotas, que a seguir se transformam em epimastigotas no 

intestino médio do inseto onde se multiplicam intensamente por divisão binária simples. 

Na porção intestinal final, também conhecida como ampola retal, as formas epimastigotas 

se diferenciam em tripomastigotas metacíclicas infectantes para o hospedeiro vertebrado 

que são naturalmente eliminadas nas fezes ou urina (DIAS, 1934). O hospedeiro 

vertebrado é infectado quando, após a alimentação do triatomíneo, esse defeca e elimina 

junto com as fezes os tripomastigotas metacíclicos. Após invadirem inicialmente as 

células do sistema mononuclear fagocitário, os tripomastigotas se transformam em 
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amastigotas livres no citoplasma da célula hospedeira onde se multiplicam por divisão 

binária.  Posteriormente as formas amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas, 

rompem a célula hospedeira, caem no interstício celular ou na corrente sanguínea, 

atingindo diferentes órgãos e tecidos, ou poderão ser ingeridos por um vetor por ocasião 

de um novo repasto sanguíneo, que poderá levar a infecção a novas pessoas ou animais 

(DE LANA; DE MENEZES MACHADO, 2017) 

O T.cruzi atualmente é subdividido em 7 DTUs (discrete typing units) 

denominadas TcI, TcII, TcIII, TcIV, TcV, TcVI e mais recentemente foi descrita TcBat 

(associada a morcegos) (ZINGALES, 2017). Acredita-se que TcIII, TcIV são híbridos 

derivados de fenômenos de hibridação entre TcI x TcII; e TcV e TcVI híbridos derivados 

de TcII x TcIII (WESTENBERGER; STURM; CAMPBELL, 2006). Há também a 

possibilidade dos híbridos terem surgido a partir de um ancestral comum entre TcI x TcII 

ou TcII x TcIII (DE FREITAS et al., 2006). Associação entre a genética do parasito e 

aspectos diversos de sua biologia, incluindo resistência/susceptibilidade ao tratamento 

etiológico tem sido observada (FILARDI; BRENER, 1987; ANDRADE et al, 1992; 

TOLEDO et al, 2003)  

2.3 Quimioterapia da Doença de Chagas  

 Muitos esforços têm sido feitos em prol de controlar a DC na maioria dos países 

endêmicos, como o combate aos vetores (COURA, 2013) e outras medidas de controle, 

tal como da transfusão sanguínea. Porém, esses esforços sozinhos não parecem ser 

capazes de atingir a erradicação da doença, pois o parasito circula na natureza entre 

animais e triatomíneos silvestres. Nem mesmo o ciclo peridoméstico de circulação do 

parasito (entre animais e triatomíneos presentes no peridomicílio) foi eliminado, o que 

constitui uma ameaça permanente para o controle da transmissão. Infelizmente, há falta 

de interesse político pelas regiões endêmicas mais importantes da DC. Várias delas são 

isoladas como comunidades rurais ou então compostas por populações pobres, com 

infraestrutura domiciliar e atendimento médico precário. Além disso, a busca por novos 

fármacos é desinteressante para as empresas farmacêuticas, que não veem a DC como um 

mercado lucrativo (COURA; DE CASTRO, 2002). Enquanto isto, a busca e pesquisa de 

novos fármacos para a DC concentra-se em universidades e institutos de pesquisa.  

Desde a descoberta da DC, a inexistência de uma cura efetiva para todos os casos 

da doença é uma questão aberta, em especial na fase crônica tardia. Agregada a isso há a 

resistência natural de cepas de T. cruzi aos fármacos existentes e em estudo (FILARDI; 
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BRENER, 1987) que contribuem para a dificuldade de eliminação do parasito no 

hospedeiro. Assim, apesar de diversas tentativas, os resultados obtidos continuam 

insatisfatórios em alcançar cura. 

A história dos fármacos para doença de Chagas iniciou-se logo após a descoberta 

da doença em 1909 por Carlos Chagas. Foram testados atoxil (composto de arsênio), 

fucsina (rosanilina, um dos componentes da fucsina básica), tártato emético (antimonial 

pentavalente) e cloreto de mercúrio, empregados experimentalmente por Mayer & Rocha 

Lima (1912), todos sem resultados satisfatórios. Até 1962 inúmeros compostos foram 

testados, como derivados quinoléicos, antimaláricos, sais de ouro, bismuto, cobre, violeta 

genciana, anti-histamínicos e mais de 30 antibióticos, todos inativos contra o parasito 

(COURA; DE CASTRO, 2002). 

Somente entre as décadas de 60 e 70 do século passado surgiram os primeiros 

fármacos que trouxeram respostas satisfatórias frente à infecção pelo T. cruzi.  Em 1967, 

foi introduzida na terapêutica a classe de fármacos dos nitrofuranos (BOCK  et al, 1969), 

sendo entre estes o 5-nitrofurano (3-metil-4-5 (nitrofurfurilidenoamina) traidro-4H-1, 

tiazina 1-1 dióxido) (Bayer 2502), o nifurtimox (NF) ou Lampit, o mais efetivo.  Em 

1972, o derivado 2-nitroimidazólico (N-benzil-2-nitroimidazol acetamida), o 

benzonidazol (BZ) ou Rochagan, mostrou-se ainda mais eficaz no tratamento da doença 

de Chagas (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 2006). Benznidazol e Nifurtimox 

foram introduzidos na terapêutica de forma empírica, mas são utilizados até os dias atuais 

no tratamento humano (URBINA, 2002). 

O mecanismo de ação de BZ não está totalmente elucidado. Atualmente alguns 

autores sugerem que há a redução do grupo nitro ligado ao anel do benznidazol, o que 

pode se dar pela ação de nitroredutases tipo I ou II. As nitroredutases quando ativadas 

medeiam a transferência de elétrons através de um grupo nitroso gerando hidroxilamina 

que por sua vez gera glioxal, que é um composto tóxico para T.cruzi (STREETER; 

KRUEGER; HOENER, 1988; MAYA et al., 2007). Já o mecanismo de ação do NFX 

contra o T.cruzi está associado a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), tais 

como o ânion superóxido e peróxido de hidrogênio (DOCAMPO et al., 1981).  

O nifurtimox (Lampit, Bayer) teve sua comercialização interrompida no Brasil 

na década de 80 (COURA; DE CASTRO, 2002), embora continue sendo produzido em 
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El Salvador, pela Bayer, doado à OMS (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 

2006)  e  usado em outros países endêmicos da América Latina.  

No mercado nacional encontra-se apenas o benznidazol, cuja patente foi cedida 

pela Roche ao Brasil e o governo brasileiro concedeu direito de produção ao laboratório 

LAFEPE (Laboratório Farmacêutico de Pernambuco). 

Desde a introdução na clínica, ambos BZ e NF mostraram ser efetivos na fase 

aguda de infecções por T.cruzi, atingindo cura, e por mais de 20 anos têm sido indicados 

para o tratamento dessa fase da doença. Entretanto algumas questões com relação ao uso 

de NFX e BZ tornam-se empecilhos a terapêutica: seus esquema de tratamento 

prolongado e inúmeras e significativas reações adversas (URBINA, 2001; COURA; DE 

CASTRO, 2002). 

O tratamento da DC no Brasil é atualmente feito com o BZ, sendo indicado para 

fase aguda da infecção. Quanto a fase crônica, BZ e NF são indicados no para tratamento 

da fase crônica recente, e passaram a ser indicados formalmente no Protocolo Clínico e 

Diretrizes Terapêuticas Doença de Chagas (2018) devido a melhora que podem 

proporcionar no prognóstico da fase crônica tardia em fases iniciais da DC (Entretanto, 

devido aos inúmeros efeitos colaterais, combinados ao baixo índice de cura nessa fase, 

ainda é questionado o uso destes compostos da mesma forma que há na fase aguda).  

Assim, para a fase crônica no Brasil é preconizado o uso de BZ apenas em crianças 

(com idade igual ou inferior a 12 anos) e adolescentes (com idade entre 13 e 18 anos), 

além dos adultos em fase crônica com forma indeterminada, nos quais benefícios do 

tratamento são descritos, como redução da progressão da doença, aumento na queda de 

títulos sorológicos, e de uma maneira geral menor deterioração da condição clínica do 

paciente  (FABBRO et al., 2000; GALLERANO; SOSA, 2000; SOSA-ESTANI; 

SEGURA, 2006; VIOTTI et al., 2006; DE LANA et al., 2009; MACHADO-DE-ASSIS 

et al., 2013). Os pacientes que apresentam a forma indeterminada tendem a permanecer 

sem sinais e sintomas clínicos da DC após o tratamento, mesmo sem necessariamente 

estarem curados conforme o critério de cura clássico descrito nos Consensos sobre 

Doença de Chagas de 2005 e 2015 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005; PINTO DIAS et 

al., 2016b). 

Apesar de não ser preconizado, também não é contraindicado o tratamento 

antiparasitário nas demais formas crônicas da DC, baseado na potencial redução de risco 
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de desenvolvimento ou progressão da cardiopatia chagásica (CONITEC, COMISSÃO 

NACIONAL DE INCORPORAÇÃO DE TENCOLOGIAS NO SUS, 2016; M.S, 2016). 

Cuidados especiais são necessários em pacientes com cardiomiopatia avançada e em 

casos de comprometimento de fígado ou rins, assim como em gestantes, onde o 

tratamento deve ser evitado (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 2006). 

Ainda no contexto de tratamento de fase crônica de DC, o projeto BENEFIT  

(Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) foi desenvolvido, tendo 

como objetivos avaliar se o tratamento específico com BZ é capaz de melhorar o 

prognóstico dos pacientes, com a redução da mortalidade e retardo das principais 

manifestações clínicas cardíacas, e também determinar a segurança e tolerância dos 

pacientes com cardiopatia chagásica crônica (CCC) a este fármaco (MARIN-NETO et 

al., 2008; ANTONIO MARIN-NETO et al., 2009). A hipótese estabelecida no projeto 

entretanto não pode ser confirmada com o follow-up de apenas 5 anos (RASSI; MARIN-

NETO; RASSI, 2017). Entretanto, futuras avaliações dos pacientes serão feitas para 

averiguar os possíveis benefícios do tratamento para estes pacientes. 

2.3.1. Metabolismo do benznidazol 

Após a administração oral de BZ, há absorção rápida e quase total do fármaco, 

alcançando concentrações plasmáticas máximas entre 2–4 horas, com picos de 

concentração plasmática de 2,2–2,8 µg/mL entre 3–4 h após a administração oral em 

indivíduos saudáveis (RAAFLAUB; ZIEGLER, 1979; RAETHER; HÄNEL, 2003). Em 

modelo murino, as concentrações plasmáticas obtidas variam conforme a dose utilizada, 

sendo de 36 µg/mL no tratamento com 78 mg/kg/dia (LEE; WORKMAN, 1984),  41 

µg/mL  no tratamento com 100mg/kg/dia (PERIN et al., 2017), 151,3 µg/Kg após 

administração de 5mg/animal (DA SILVA et al., 2012). A meia-vida de eliminação de 

BZ em humanos é de aproximadamente 12 horas, sendo encontrado no organismo 

principalmente sem sofrer metabolismo, sob forma inalterada .Em modelo murino a meia 

vida de sua eliminação é de cerca de 2h (LEE; WORKMAN, 1984; DA SILVA et al., 

2012; DAVANÇO; DE CAMPOS; PECCININI, 2015; PERIN et al., 2017).   

A eliminação de BZ do organismo humano se dá por biotransformação no fígado, 

sendo que apenas 20% da dose é excretada na urina na forma inalterada. O restante 

apresenta-se como metabólitos (RAAFLAUB, 1980; RAETHER; HÄNEL, 2003) . 

 A biotransformação de BZ no fígado envolve reações de fase 1 e 2, ou seja, ações 

do citocromo P-450 e da glutationa transferase (UGT), seguida de excreção metabólica 
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por meio de proteínas de membrana pertencentes a grande família ABC (ATP-binding 

cassette), como a MDR1 (glicoproteína-P) e MRP2 (PERDOMO et al., 2013). Interferir 

nessas vias de biotransformação e eliminação são meios de aumentar a biodisponibilidade 

de BZ.  

 

2.3.2 Resistência a fármacos: Importância das proteínas de efluxo  

No contexto susceptibilidade a fármacos, foi visto por Andrade, Magalhães e 

Pontes (1985) perfis diferentes de resposta frente ao tratamento com BZ e NFX, sendo 

considerado elevado o perfil de resistência do grupo TcI (T.cruzi I), e  mais susceptíveis 

as cepas do grupo TcII (T.cruzi II), DTUs polares do ponto de vista filogenético. Os 

resultados obtidos por Andrade e seus colaboradores em 1985 foram de encontro com a 

teoria da evolução clonal postulada para T.cruzi (TIBAYRENC; AYALA, 1988) que 

predisse uma relação entre a diversidade genética, características biológicas (crescimento 

em meio de cultivo acelular, infectividade em hospedeiros vertebrados e invertebrados, 

etc) e sensibilidade a fármacos, que foi vista e reforçada em diversos trabalhos (BRENER; 

COSTA; CHIARI, 1976; FILARDI; BRENER, 1987; ANDRADE; MAGALHÃES, 

1997; DE LANA et al., 1998; REVOLLO et al., 1998; TOLEDO et al., 2003). 

A resistência a fármacos pode estar relacionada a diferentes processos, como a 

aumento da expressão da molécula alvo, diminuição da ativação do fármaco, e 

mecanismos de efluxo mediados por transportadores de membrana (bombas de efluxo) 

(YASINZAI et al., 2013). Uma das hipóteses sobre a resistência a fármacos apresentada 

pelo T.cruzi envolve uma proteína de efluxo transmembrana ATP-dependente, a 

glicoproteína-p (Pgp).  (MURTA et al., 2001; CAMPOS et al,2013)  

Alguns autores acreditam que essas correlações  relativas a resistência de 

diferentes cepas ao tratamento não existem, como no tocante a expressão de Pgp 

(MURTA et al., 2001; MORENO et al., 2010; MORAES et al., 2014) . 

 

A Pgp é uma glicoproteína transmembrana ativa que foi descoberta inicialmente 

em células cancerígenas, que a possuem em super expressão, o que lhes confere um 

fenótipo de multirresistência a fármacos, também associado ao desenvolvimento de 

resistência verificado em protozoários dos gêneros Leishmania, Trypanosoma e 
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Plasmodium e aos antibióticos observada em diversos microorganismos patogênicos 

(HIGGINS, 1992; SAUVAGE et al., 2009). 

Em T.cruzi, os primeiros genes  relativos a superfamília ABC descritos foram 

tcPgp1 (gene codificante de glicoproteína P 1 de T.cruzi) e tcPgp2 (gene codificante de 

glicoproteína P 2 de T.cruzi) (DALLAGIOVANNA; CASTANYS; GAMARRO, 1994; 

DALLAGIOVANNA; GAMARRO; CASTANYS, 1996). Pouquíssimos genes da 

família ABC foram caracterizados em T.cruzi, e apenas cerca de 30 deles são conhecidos 

no genoma do parasito (SAUVAGE et al., 2009). 

Em T.cruzi a PGP está localizada predominantemente na membrana plasmática, 

onde atua como bomba de efluxo, secretando xenbiótios e metabólitos celulares. Murta e 

colaboradores (2001) analisaram cepas de T.cruzi e clones considerados naturalmente 

susceptíveis ou naturalmente resistentes ao BZ e NFX  e/ou que tiveram resistência 

induzida, e não detectaram correlação entre os níveis de Pgp expressos associados ao 

fenômeno de resistência. 

Já em 2013, Campos e colaboradores trabalhando com grupos de cepas com 

resistência induzida e grupos parentais dessas mesmas cepas, avaliaram a relação da 

indução de resistência com o aumento da expressão de Pgp na membrana dos parasitos e 

de expressão de seus genes codificantes, sugerindo o envolvimento da Pgp na resistência 

ao BZ em T.cruzi. Em 2018, Costa e colaboradores reforçam ser plausível a proposição 

de Campos et al. (2013) sobre a relação de Pgp e a resistência de T.cruzi a fármacos.  

2.3.2.1   Proteína de efluxo: a Pgp em humanos 

 

Em humanos a Pgp desempenha papel defensivo promovendo secreção de 

metabolitos tóxicos e xenobióticos para regiões de lúmen de órgãos ocos reduzindo a 

exposição sistêmica. Assim pode ser encontrada em especial em regiões de “barreira” e 

filtração, como fígado, rins, intestino delgado, barreira hematoencefálica. Dessa forma a 

Pgp reduz a disponibildade de fármacos, pois limitam sua absorção oral e promovem 

excreção biliar, renal e intestinal (PANG; RODRIGUES; PETER, 2010). 

A literatura mostra que células que expressam Pgp, quando tratadas com fármacos 

substrato para tal glicoproteína, tem a expressão desta glicoproteína aumentada 

(RAGHAVA; LAKSHMI, 2012), o que leva ao longo de um tratamento, a diminuição de 

fármaco presente nos tecidos, uma vez que o aumento da expressão da glicoproteína de 
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efluxo leva ao aumento do efluxo de fármacos (RAAFLAUB, 1980; PERDOMO et al., 

2013).  Além disso, muitos fármacos que são substratos da PGP também são substratos 

de enzimas metabolizadoras de fármacos, como o citocromo P450 - CYP3A4, a exemplo 

o benznidazol (MAYA et al., 2007; PERDOMO et al., 2013) .  

Assim, além de envolvida na resistência a fármacos em T.cruzi (CAMPOS et al., 

2013; DA COSTA et al., 2018), a Pgp também está associada ao aumento na eliminação 

de fármacos no organismo humano (RAAFLAUB J., 1980). 

2.4 Novas Abordagens na Quimioterapia da doença de Chagas 

Considerando que em mais de cem anos de descoberta da DC ainda não há um 

fármaco ideal para seu tratamento, e que as melhores descobertas se deram nas décadas 

de 60 e 70, há uma necessidade de contínuos esforços em prol de novas terapias. Dentre 

as propostas de novas terapias há o redirecionamento de fármacos tal como o uso dos 

inibidores da biossíntese do ergosterol; a busca por novos fármacos entre os produtos 

naturais; ou terapia combinada, em que se faz a associação de fármacos já existentes ao 

BZ e NF.  

2.4.1. Associação de Fármacos  

Outra proposta terapêutica para DC é o uso de terapias combinadas. Baseando-se 

em dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) sobre o controle de doenças como 

toxoplasmose, malária, tuberculose (WHO, 2001) após o uso da terapia medicamentosa 

combinada, somado a estudos promovidos frente à resistência de diferentes cepas do 

parasito em avaliações de monoterapia (ANDRADE; MAGALHAES; PONTES, 1985; 

FILARDI; BRENER, 1987; ANDRADE et al., 1992) a combinação de fármacos já 

existentes, em especial se associados ao BZ ou NF, torna-se uma opção pertinente.   

A combinação de fármacos tem sido proposta, pois produz maiores índices de 

cura, menor tempo de tratamento e menos efeitos adversos (BARRETT; CROFT, 2012; 

MARTINS et al., 2015), revelando novos usos para fármacos já conhecidos. Vários 

trabalhos de associação para terapia da DC estão presentes na literatura, como 

cetoconazol e terbinafina (MALDONADO et al., 1993),  BZ e cetoconazol (ARAÚJO et 

al., 2000), amiodoranoa e posaconazol (BENAIM et al., 2006), BZ e itraconazol (DA 

SILVA et al., 2012) que melhorou a farmacocinética do BZ,   BZ e alopurinol (PEREZ-

MAZLIAH et al., 2013) , BZ e posaconazol (DINIZ et al., 2013), BZ e pentoxifilina 
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(VILAR-PEREIRA et al., 2016), nos quais foi vista melhor eficácia com a associação de 

fármacos, passando o seu uso a ser estimulado.  

Ainda que traga muitas vantagens, não se podem descartar os riscos. A 

administração de fármacos em associação é uma estratégia delicada, pois há a 

possibilidade da ocorrência de interações medicamentosas que gerem efeitos indesejados 

(FUHR, 2000; BRUNTON et al., 2010). 

2.4.2. Produtos naturais e o tratamento da doença de Chagas 

Outra vertente na busca por novos tratamentos da DC é a pesquisa de novas 

substâncias ativas em produtos naturais que possuam atividade anti-T.cruzi. Produtos 

naturais são uma rica fonte de compostos com potencial ativo, podendo ser de origem 

terrestre ou marítima.  

Os produtos naturais marinhos tem sido amplamente isolados e estudados, e são  

fonte de compostos com potencial terapêutico (JONES et al., 2013). Dentre eles, vários 

dos ativos isolados demonstraram atividade in vitro  anti- T.cruzi, tais como o elatol, 

obtido da alga vermelha brasileira (DOS SANTOS et al., 2010), os cembranoides 

diterpenos de Lobophytum crassum and L. laevigatum, e o 5α-colest-8(14)-eno-3β,7α-

diol  de Astropecten polyacanthus (THAO et al., 2014). 

Quanto aos produtos naturais de origem terrestre, é sabida a grande diversidade 

de espécies de plantas medicinais, especialmente no território brasileiro, e o potencial das 

substâncias naturais a serem pesquisadas e testadas como alternativas terapêuticas para 

várias enfermidades (BARREIRO; BOLZANI, 2009).  

 A classe dos alcaloides por exemplo apresenta muitos compostos ativos contra 

T.cruzi, como os alcaloides esteroidais e quinolínicos, os flavonoides e também dentre os 

sesquiterpenos, isolados  de lactonas sesquiterpenicas (IZUMI et al., 2011). As lactonas 

sesquiterpenicas se destacam com a obtenção de cura na terapia em modelo murino contra 

T.cruzi (BRANQUINHO et al., 2014).  

Outra classe de compostos que apresentam atividade contra todas as formas 

evolutivas de T.cruzi são as lignanas, isoladas das famílias Lauraceae e Piperaceae. As 

lignanas tetraidrofurânicas reduziram 50% de formas tripomastigotas em cultivo celular 

em avaliações de 24h nas concentrações de 2.2 e 4.4 mM (IZUMI et al,2011).  

As lignanas (Figura 1) ao passarem por um processo biosintético de acoplamento 

oxidativo a flavonoides (Figura 2) dão origem aos flavonolignanos, que são compostos 
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com potencial atividade anti- T.cruzi (SHARMA, 2006). Dentre os flavonolignanos são 

conhecidos o Hydnocarpin,  isolado de  Onopordon corymbosum (CARDONA et al., 

1990), Scutellaprostin, isolado de Scutellaria prostrata (KIKUCHI; MIYAICHI; 

TOMIMORI, 1991), Palstatin,  isolado de  Hymeneae palustris (PETTIT et al., 2003)  e 

o complexo Silimarina extraído de Silybum marianum (Cardo de Leite)(BIJAK, 2017). 

                                                                                             

 

 

 

2.4.2.1. Silybum marianum: A silibinina 

O Silybum marianum ou cardo de leite, é uma planta da família Asteraceae, 

originária do sul da Europa até a Ásia e encontrada em todo o mundo. Essa planta é 

conhecida ainda pelos nomes de cardo mariano, leite abençoado, cardo de santa Maria, 

dentre outros. O Cardo Mariano é historicamente utilizado em condições de distúrbios 

hepáticos, datando de 2000 anos atrás (CROCENZI; ROMA, 2006). Das sementes de 

Silybum marianum é extraído o complexo de isoflavolignanos silimarina, que é composto 

por silibinina (Figura 3) e esteroisomeros de silibinina como isosilibinina, silicristina, 

isosilicristina, silidianina e silimonina). (WAGNER; DIESEL; SEITZ, 1974; LUPER, 

1998; BIJAK, 2017).  

Figura 3: Estrutura molecular de silibinina 

 

O flavonolignano silibinina compreende de 50-70% do extrato silimarina, sendo 

o componente isolado em maior quantidade e o mais bioativo. Diversas publicações 

relatam sobre as propriedades da silibinina como antioxidante, anticancerígena, 

quimiopreventiva (POLACHI et al., 2016), antifúngicas (SALEHI et al., 2011; YUN; 

Figura 2: Estrutura molecular de uma lignana 

 

 

Figura 1: Estrutura molecular de flavonoide 
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LEE, 2017), antiedema cerebral, antidepressivas, anti-inflamatórias, anti-fibrótica  

(ABASCAL; YARNELL, 2003b; KREN; WALTEROVÁ, 2005; AHMED AZIZ et al., 

2014), antimicrobiana (DE OLIVEIRA et al., 2015) e de inibição de glicoproteínas de 

membrana que atuam como bomba de efluxo (ZHANG; MORRIS, 2003). 

A atividade antifúngica demonstrada com SLB (SALEHI et al., 2011) pode vir a 

ser interessante para o tratamento doença de Chagas, partindo da premissa de que estudos 

com antifúngicos já são conduzidos a fim de eliminar o T.cruzi (URBINA, 2001; COURA 

et al., 2002; TOLEDO et al., 2003; DE SOUZA et al., 2010; CANÇADO et al., 2011; 

DINIZ, 2013; CALDAS et al., 2014; CARLOS PINTO DIAS et al., 2016). Isto porque 

os antifúngicos agem por mecanismos que alteram a constituição membranar do parasito 

levando à sua morte. Da mesma forma, há possibilidade de que a SLB possa agir nessa 

linha; já que leva a morte de fungos por meio de perturbação na estrutura membranar, 

com formação de poros (YUN; LEE, 2017). Essa perturbação membranar leva a um 

desequilíbrio no potencial de membrana, com perda de íons intracelulares, o que por fim 

afeta a viabilidade celular dos fungos. 

Associada à possível atividade anti-T.cruzi, a SLB possui também atividade anti-

inflamatória. A literatura traz que a ação anti-inflamatória de SLB se dá por sua inibição 

do fator de transcrição nuclear-kB (NF-kB) (GIORGI et al,2012; KIM et al, 2013) 

O NF-kB é um fator de transcrição ativado em situações patológicas 

(ABRAHAM; SINGER, 2007). Ele está presente nas células do sistema imune e é 

responsável pela transcrição de genes relacionados com a inflamação e considerado como 

um dos principais reguladores das respostas imunes inata e adaptativa(BONIZZI; 

KARIN, 2004). A ativação do fator NF-kB leva a cascata de citocinas como TNF, IL-

1beta, IL-2, IL6, IL-12, moléculas de adesão e por fim resposta tecidual de inflamação, 

uma tentativa do organismo em combater um agente patológico que resulta em resolução 

de um processo infeccioso ou patológico , gerando inflamação e/ou fibrose, que 

compromete a morfologia e por vezes a função do tecidual e fisiológica do órgão afetado. 

A DC é uma doença em que a inflamação é um componente patológico 

fundamental.  É sabido que na DC aguda há uma resposta inflamatória intensa, que pode 

levar a danos nos tecidos do hospedeiro, e que na fase crônica essa resposta inflamatória 

se mantém, podendo ser de forma intensa, moderada ou discreta. Essa intensidade varia, 

pois na fase crônica diversos mecanismos imunológicos de modulação mantêm a infecção  
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sobre controle (TALVANI; TEIXEIRA, 2011) ou causam fenômenos de autoimunidade 

(BONNEY; ENGMAN, 2015). Essa resposta inflamatória e lesões teciduais são 

sucedidas por mecanismos de reparo tecidual, como a formação de fibrose, que muitas 

vezes danifica a função primordial do órgão, conforme é visto no coração (ANDRADE, 

1999). Assim, o uso de um fármaco com potencial ação anti-inflamatória proporcionaria 

uma diminuição no mecanismo de lesão aos tecidos parasitados, com consequente 

melhoria do prognóstico da doença. 

Além das citadas possibilidades advindas do uso de SLB, há ainda a propriedade 

dela ser um inibidor de bombas de efluxo da superfamília de transportadores ABC, com 

enfoque na glicoproteína P (Pgp). A capacidade de silibinina em inibir a bomba de efluxo 

foi elucidada ao se demonstrar o aumento na concentração doxorrubicina em linhagem 

celular resistente a doxorrubicina  (SCAMBIA et al., 1996). Essa atividade foi 

reconfirmada quando se demonstrou que há inibição da Pgp ATPase frente ao tratamento 

com a silibinina (ZHANG; MORRIS, 2003).  

Em 2015 (JABINI et al., 2015)  propôs com Leishmania major (parasito que 

expressa a Pgp e tem essa expressão como mecanismo de resistência) um estudo partindo 

da premissa sobre inibição de Pgp pela silibinina. Foi feita a avaliação de associação entre 

Silibinina e Glucantime em modelo BALB/c, obtendo resultados satisfatórios nas 

avaliações de tamanho de lesão e diminuição do parasitismo, corroborando a atividade já 

demonstrada por Scambia et al. (1996) e Zhang e Morris (2003). 

Atualmente a silibinina é encontrada no mercado como princípio ativo puro na 

Sigma- Aldrich , Jinan Great Chemical,  Shanghai Gen Yu Perfume, dentre outras 

empresas, na forma de comprimido do ingrediente ativo puro em farmácias de 

manipulação de todo mundo. Ela se apresenta como constituinte em cápsulas e 

comprimidos do extrato silimarina com nomes comerciais de Legalon (Rottapharm / 

Madaus - Takeda Pharmaceutical Company), Silimalon (Zydus Nikkho Farmacêutica), 

Silimarin-Loges (Dr.Loges & Co. GmbH), Silimarina Forte (Polipharma). Ela pode ser 

encontrada ainda na forma de silibinina 2',3-di(succinato de sódio), apresentação 

liofilizada para administração injetável com nome comercial Legalon Sil (Rottapharm / 

Madaus farmacêutica), dentre outras. 

 

 

http://chemgreat.company.weiku.com/
http://gyperfume.company.weiku.com/
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3.0. JUSTIFICATIVA  

Este trabalho se justifica por avaliar a ação de um produto natural, a silibinina, 

para uso isolado e em associação ao benznidazol, no tratamento da doença de Chagas. A 

silibinina já demonstrou atividade terapêutica para outros microrganismos patogênicos, 

além de ser capaz de inibir a Ppg (glicoproteina P) uma das principais proteínas de efluxo 

do BZ que está presente tanto na membrana do parasito quanto nas membranas de células 

presentes na luz de órgãos ocos, como intestino e outros (onde é capaz de diminuir a 

absorção do fármaco pelo organismo). Dessa forma, acreditamos que a associação 

silibinina+benznidazol propicie a diminuição da dose de benznidazol (um fármaco tóxico 

na dose usual em humanos) ao poder atuar na diminuição de seu efluxo, paralelamente a 

uma melhor atividade terapêutica, pois há relatos na literatura de que a silibinina promove 

ainda diminuição do perfil inflamatório em animais acometidos por doenças parasitárias, 

como é o caso da doença de Chagas, onde a inflamação é a primeira e constante lesão, 

com consequente melhoria do prognóstico desta infecção/doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

31 
 

4.0. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo Geral 

 Avaliar o efeito de silibinina e sua associação ao benznidazol in vitro e in vivo no 

tratamento da infecção murina na fase aguda da infecção com T. cruzi. 

4.2. Objetivos Específicos 

 (1) Realizar estudo de citotoxicidade da SLB e BZ in vitro;  

(2) Realizar estudo da atividade/eficácia de SLB, BZ e associações in vitro sobre formas 

epimastigotas do T.cruzi; 

(3) Realizar estudo da atividade/eficácia in vitro de SLB, BZ e associações sobre as 

formas amastigotas do T.cruzi;  

 (4) Avaliar a eficácia in vivo da SLB, BZ e suas associações em modelo murino 

experimentalmente infectado com a cepa Y de T.cruzi.  
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5.0. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1. Fármacos estudados 

5.1.1. Silibinina 

A SLB (Figura 4) comercializada pela Sigma –Aldrich foi utilizada nos testes in 

vitro e in vivo. Para o teste in vitro foi preparada uma solução estoque de 1mg/mL de SLB 

com 2% DMSO e a partir dela feitas as diluições desejadas para atingir as doses aqui 

testadas. 

Figura 4: Estrutura química de silibinina 

 

5.1.2. Benznidazol 

O BZ (2-nitroimidazol-(N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida) (Figura 5) 

comercializado pela LAFEPE/PE (laboratório responsável pela sua produção no Brasil) 

foi utilizado como fármaco de referência na determinação da eficácia dos tratamentos 

empregados neste trabalho. O BZ puro foi obtido do isolamento e purificação a partir de 

comprimidos segundo Branquinho et al. (2014) para permitir a condução dos testes in 

vitro. 

Para os procedimentos in vivo foi utilizada uma suspenção de comprimidos de BZ em 

água destilada após trituração em goma arábica.  

Figura 5 : Estrutura química do benznidazol 
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5.2 Cepa de T.cruzi   

Neste trabalho foi utilizada nos testes in vitro (células VERO) e in vivo (modelo 

murino) a cepa Y, classificada como TcII (ZINGALES et al., 2009), confirmada como tal 

com as metodologias usuais na classificação de molecular T. cruzi (OLIVEIRA et al., 

2015) antes de ser usada neste estudo. A cepa Y  (FILARDI e BRENER, 1987 

provenientes de camundongos na fase aguda (7º dia de infecção), utilizados para 

manutenção de cepa em passagens sucessivas (CEUA 2015/50). 

5.3. Estudos in vitro 

 Todos os estudos in vitro foram realizados conforme o Delineamento 

Experimental (Figura 6). 

Para a realização dos estudos in vitro foram utilizadas células VERO mantidas em 

meio DMEM F12 com 1% de soro fetal bovino e 1% estreptomicina. Garrafas de cultura 

de 75 cm2 contendo as células foram mantidas em estufas a 37oC e 5% de CO2. A cultura 

foi tripsinizada semanalmente e repicada até as células atingirem confluência ideal para 

realização dos experimentos. 

5.3.1.  Estudo da atividade citotóxica de silibinina e benznidazol por MTT (Brometo 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazol) 

 

5.3.1.1 Preparo das placas com as células VERO 

 

Para o preparo das placas testes, as células contidas nas garrafas de cultura de 75 

cm2 foram tripsinizadas, centrifugadas a 1500 rpm por 10 min em temperatura ambiente 

(TA). O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em meio DMEM F12 

1% SBF. Após a contagem em câmara de Neubauer utilizando o Azul de Trypan®, o 

número de células VERO plaqueadas (10.000 células por poço) foi determinado de acordo 

com metodologia padronizada no Laboratório de Doença de Chagas (LADOC) baseada 

em Mosmann (1983). As células foram incubadas por 24h em estufa de CO2 a 37°C para 

aderirem à microplaca. Após 24h de incubação o meio de cultura foi retirado das células 

e nelas foram adicionados diferentes concentrações do composto ativo diluído SLB em 

DMEM F12 1% SFB em cada poço (1000 uM, 500 uM, 250 uM, 200 uM, 100 uM, 50uM, 

25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM; 3,125 uM). Como controles foram utilizados o fármaco de 

referência (BZ) nas mesmas concentrações já descritas para a SLB, meio de cultura 

(controle não tratado - CNT) e solução de KCl 3M como controle de morte celular 
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(Delineamento Experimental 1, Figura 6). As placas foram incubadas por 24 horas à 

37°C, 5% de CO2, 95% de umidade. 

Figura 6: Delineamento experimental da avaliação da atividade citotíxica e anti-Trypanosoma 

cruzi de silibinina, benznidazol e associação silibilina+benznidazol em diferentes concentrações 

in vitro utilizando células VERO e a cepa Y 
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Estudo de ação tripanocipa sob formas amastigotas em células VERO
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uM, , C+F: SLB 6,25+BZ2,5 uM ; CINT: controle infectado não tratado; CNI: controle não infectado 
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5.3.1.2. Teste viabilidade celular por Brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazol 

(MTT)  

 

O teste in vitro de MTT é considerado padrão-ouro utilizado pelo FDA (U.S. Food and 

Drug Administration) baseado em normas sugeridas pela International Organization for 

Standardization, ISSO 10993-5: 2009, para avaliação biológica de dispositivos médicos (FDA 

2012).   

Este ensaio é baseado na capacidade das enzimas desidrogenases mitocondriais das células 

vivas e metabolicamente ativas converterem o substrato MTT num sal formazan formado por 

cristais de coloração azul-escuro/roxo e insolúveis em água. A quantidade de sal formazan 

produzida é proporcional ao número de células viáveis (MOSMANN, 1983). Este teste foi feito 

segundo o Delineamento Experimental 1 (Figura 6). 

Após o preparo das placas como descrito anteriormente, 150 μL de uma solução de 

Brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma-Aldrich) na 

concentração de 5,0mg/mL foi adicionada aos poços da placa (DENIZOT e LANG, 1986).  

Após 4h de incubação com o MTT, o sobrenadante foi retirado e o corante presente no fundo 

dos poços da placa foi diluído em um volume de 100μL/poço de uma solução de DMSO. As 

microplacas foram então lidas em um espectrofotômetro (Bio-Rad modelo 680) utilizando um 

filtro de 570nm. Este teste foi realizado em triplicata. 

A partir do percentual de inibição de cada concentração dos fármacos, foi calculado o 

IC-50 (concentração do fármaco que reduz a viabilidade das células em 50%), utilizando o 

programa CalcuSyn. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, com no mínimo 2 

repetições. 

5.3.2 Estudo de atividade anti-Trypanosoma cruzi sobre formas epimastigotas  

 

 Para avaliação inicial de efeito de SLB em T. cruzi foi avaliado o efeito dos fármacos 

sob culturas de epimastigotas deste parasito em meio LIT segundo o Delineamento 

Experimental 1 (Figura 6). 

  Inicialmente foi ajustado o número de parasitos para a concentração de 1,0 x106/mL. 

Cem microlitros dessa suspensão foram adicionados a cada poço da placa de 96 poços. A seguir, 

concentrações crescentes das drogas, isoladamente, foram adicionadas aos poços contendo os 

parasitos num volume de 100 µL. 
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As concentrações de SLB e BZ testadas foram: 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM, 6,25 

µM e 3,125 µM. Foram testados em paralelo, Controles Negativos: (Meio LIT), controles de 

redução da droga (LIT + droga) e Controles Positivos (LIT + parasitos). As placas foram 

incubadas em estufa BOD, a 28ºC por 24 horas. Após esse período foram adicionados 20 µL 

de resazurina/poço. Após 3 horas as placas foram lidas em leitor de microplacas (Bio-

Rad modelo 680) utilizando filtros de 570nm e 600nm. 

 Os cálculos dos percentuais de redução do corante e de inibição da proliferação do 

parasito foram realizados segundo a fórmula: 

% inibição = 100 – [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle+] x100. 

 

sendo: A570 = absorbância a 570nm, A600 = absorbância a 600nm e R0 = fator de correção, calculado a partir 

dos valores de absorbância do controle negativo, ou seja, apenas meio de cultura e resazurina na ausência de 

parasitos [Ro = (A570 /A600)]. 

A partir do percentual de inibição de cada concentração dos fármacos, foi calculada a 

IC50% (concentração inibitória do fármaco, que induz 50% do efeito analisado, inibição da 

prolifereação celular), utilizando o programa CalcuSyn. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata, com no mínimo 2 repetições. 

 

5.3.3 Estudo da atividade anti-Trypanosoma cruzi sobre formas amastigotas 

 

Este estudo foi seguido o Delineamento Experimental 1 (Figura 6). Um total de1,0 x 

104 células VERO foram plaqueadas sobre lamínulas circulares de 13 mm de diâmetro, 

dispostas em placas de 24 poços e incubadas por 24 horas a 37ºC, 5% CO2 e posteriormente 

infectadas com formas tripomastigotas, originadas de cultura da cepa Y em células VERO, na 

razão de 20:1 parasitos/células. Após 24 horas de interação o sobrenadante foi removido e cada 

poço lavado com PBS 1x estéril para remoção dos parasitos não internalizados. Foram 

adicionados a cada poço meio de cultura fresco, contendo ou não as substâncias SLB e BZ em 

diferentes concentrações (conforme descrito e apontado no delineamento experimental 1, 

Figura 6), ajustando-se para um volume final de 1mL/poço. As células foram novamente 

incubadas por 24h, a 37ºC com 5% CO2. As lamínulas contendo as células foram lavadas com 

PBS 1x estéril, fixadas com metanol e em seguida coradas com solução de Giemsa (10% em 

água destilada). Após secagem das lamínulas e montagem em lâmina com Entellan (Merck) foi 

determinada a porcentagem de células infectadas em uma contagem aleatória ao microscópio 
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óptico (aumento de 100x) de 100 células. Apenas as formas íntegras do parasito com morfologia 

característica das formas amastigotas foram consideradas na avaliação da infecção.  

5.3.3.1 Índice Endocítico (IE) e IC50 

 

Para se determinar o efeito do tratamento das células infectadas e tratadas com as 

diferentes concentrações dos compostos SLB e BZ, foi calculado o índice endocítico (IE). O IE 

corresponde à média da porcentagem de células infectadas com as formas amastigotas 

multiplicada pelo número médio de amastigotas por célula. Utilizando este dado, foi calculado 

o percentual de inibição da infecção das células tratadas em relação àquelas infectadas e não 

tratadas. 

Esse percentual de inibição foi então utilizado para a construção de curvas de dose-

efeito e cálculo da IC50 com auxílio dos softwares Graph Pad Prism 6 e CompuSyn. Todos os 

experimentos com amastigotas foram realizados em triplicatacom no mínimo 2 repetições. 

5.3.3.1 Índice de Seletividade 

 

O índice de seletividade (IS) das amostras testadas foi obtido calculando a razão entre o 

valor de IC50 do ensaio de MTT (concentração do fármaco ou substância ativa que reduz a 

viabilidade celular em 50%) e o valor de IC50 do teste de atividade anti-T.cruzi em amastigotas 

(concentração da substância ativa que reduz o número de parasitas em 50%). Esse índice avalia 

o quão seletivo é um fármaco para o seu alvo sem causar toxicidade às células do hospedeiro. 

 

5.4. Estudo da atividade anti-Trypanosoma cruzi em modelo murino 

5.4.1. Princípios éticos 

 

Neste trabalho foram utilizados camundongos Swiss, fêmeas, com 28-30 dias de idade, 

provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CBIO-

UFMG), MG, Brasil. Esses animais foram recebidos, mantidos e quarentena, avaliados pelos 

veterinários responsáveis pelo setor do Centro de Ciência Animal (CCA) da UFOP e após 

liberados, mantidos no CCA-UFOP segundo as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional 

de Controle da Experimentação Animal (CONCEA), recebendo água filtrada e alimentados 

com ração comercial balanceada “ad libitum”. Todas as atividades realizadas em modelo animal 

foram aprovadas pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de 

Ouro Preto (CEUA-UFOP), MG, Brasil, protocolo nº 2018/16. 
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5.4.2   Infecção e Tratamento dos animais 

 

 Esta etapa do estudo seguiu o Delineamento Experimental 2 (Figura 7). 

Os animais foram infectados por via IP com 1x104 formas tripomastigotas sanguíneas 

provenientes de animais mantidos para manutenção de cepa (CEUA 2015/50). Antes de iniciar 

o tratamento dos animais a confirmação da infecção foi realizada pelo ESF (BRENER, 1962) 

realizado entre o 4o e 10o dia após a inoculação. Para este exame, amostras de sangue foram 

coletadas diariamente da veia caudal do animal e examinadas ao microscópio óptico para 

pesquisa exaustiva de formas tripomastigotas sanguíneas.  

Para administração oral da SBL foram utilizadas as concentrações de 50mg/kg e 

150mg/kg. A SLB foi dissolvida em óleo de algodão puro  (ZHAO; AGARWAL, 1999), e 

administrada aos camundongos por via oral (gavagem) uma vez ao dia. 

O BZ foi também preparado em diferentes concentrações (25 mg/kg, 50 mg/kg, 100 

mg/kg) na forma de suspensão (BRANQUINHO et al., 2014) a partir do macerado de 

comprimido de BZ proveniente do laboratório LAFEPE (Lote: 16070001) com goma arábica 

0,5% e água. 

Os tratamentos da fase aguda com SLB, BZ e suas associações foram feitos segundo o 

Delineamento Experimental 2 (Figura 7) e realizados utilizando 11 grupos de camundongos 

Swiss, fêmeas, com idade média de 28 dias, pesando de 25-30g e contendo oito animais por 

grupo. Os animais foram inoculados com a cepa Y de T.cruzi pela via intraperitoneal (IP) com 

inóculo de 10.000 tripomastigotas sanguíneos calculado segundo Brener (1962). Em paralelo 

foram avaliados um grupo controle infectado não tratado (INT) e um grupo controle de animais 

não infectados (CNI). 

Os tratamentos dos camundongos foram feitos por via oral com as soluções de SLB nas 

doses de 50 mg/kg/dia; 150 mg/kg/dia; BZ nas doses de 25 mg/kg/dia, 50 mg/kg/dia; 100 

mg/kg/dia. Nas associações foram utilizadas as mesmas doses de SLB e de BZ já citadas. 

Os tratamentos foram iniciados no primeiro dia do período patente da infecção. No 

tratamento com as associações os dois fármacos foram misturados imediatamente antes de 

serem administração aos animais e nas concentrações necessárias para atingir as doses 

desejadas, colocados na seringa de gavagem e administrados num volume máximo de 0,2 mL, 

sendo 0,1 mL da solução com SLB e 0,1 mL de BZ. 
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Figura 7: Delineamento experimental da avaliação da atividade anti-Trypanosoma cruzi de silibinina, benznidazol e associação silibilina+benznidazol em diferentes doses por 

via oral em camundongos Swiss fêmeas, inoculados com a cepa Y  
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5.5.  Avaliações pós-tratamento 

 

5.5.1 Avaliação Parasitológica 

 

5.5.1.1 Exame de Sangue a Fresco (ESF) 

O ESF foi empregado na avaliação da infecção e da eficácia terapêutica e realizado 

segundo a técnica de Brener (1962). A contagem da parasitemia foi realizada diariamente, 

a partir do quarto dia de infecção, e até sua negativação por cinco dias consecutivos. Estas 

avaliações permitiram traçar a curva de parasitemia observada nos grupos experimentais 

tratados e não tratados bem como os parâmetros derivados da curva de parasitemia tais 

como período pré-patente (PPP), período patente (PP), dia do pico máximo de parasitemia 

(DPMP), pico máximo de parasitemia (PMP), área sob a curva de parasitemia (ASC).  

5.5.1.2. Hemocultura (HC)  

A coleta de sangue para a avaliação por HC foi realizada 90, 180 e 240 dias pós-

tratamento apenas nos animais que apresentaram exame de sangue a fresco (ESF) 

negativo. Para tal foi coletada do plexo venoso orbital uma amostra de 0,3 ml de sangue 

que foi adicionada a um volume de 3 mL de meio LIT (Liver Infusion Triptose), seguido 

de homogeneização e incubação a 28ºC, (FILARDI; BRENER,1987). Os tubos foram 

homogeneizados a cada 48h e uma gota da hemocultura avaliada aos 30, 60, 90 e 120 dias 

após a coleta, entre lâmina e lamínula, ao microscópio ótico para verificar a presença de 

parasitos. 

 

5.5.1.3. Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR)  

A técnica molecular de PCR em Tempo Real foi realizada em amostras biológicas 

de sangue total e tecido cardíaco. O método de extração das diferentes amostras 

biológicas estão detalhadas separadamente a seguir. O método de amplificação e análise 

foi o mesmo para ambas as fontes biológicas de DNA. 

5.5.1.3.1. 1 Extração de DNA  

5.5.1.3.1.1 Sangue total 

Foi realizada a técnica de PCR em tempo real (qPCR) em paralelo com a HC nos 

tempos de 90, 180 e 240 dpt.  Um volume de cerca de 300 µL de sangue foi coletado do 

plexo venoso retro-orbital e imediatamente armazenado em tubos tipo Eppendorf 
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contendo o anticoagulante EDTA (Hemstab®, Labtest) e mantidos em freezer até a 

extração.  

Para obtenção do DNA foi utilizado o Kit Wizard Genomic DNA Purification Kit 

(Promega®, Madison, WI, USA), seguido as recomendações do fabricante, conforme 

brevemente descrito a seguir. 

As amostras foram descongeladas e foram retirados 100 µL de sangue e o mesmo 

transferido para tubos de 1,5 mL. Foram adicionadas aos tubos 700 μL de solução de lise 

celular e as amostras foram homogeneizadas e posteriormente centrifugadas por 10 

minutos a 16.000 g (Microcentrífuga Eppendorf®- Modelo 5418, NY, USA). Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 200 μL de solução de 

lise nuclear e 75 μL de solução de precipitação de proteínas. Com o auxílio do vortex 

(Vision Scientific®, Korea), as amostras foram homogeneizadas por 20 segundos e 

posteriormente centrifugadas por 4 minutos a 16.000 g. Em seguida, o sobrenadante foi 

transferido para outro tubo contendo 200 μL de isopropanol (Merck®, Darmstad, 

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

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

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

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

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

adicionados 60 μL de solução de hidratação. O DNA permaneceu reidratando por 24h a 

temperatura ambiente e posteriormente foi realizada a dosagem do DNA em 

nanoespectrofotômetro (Nanovue Plus®, GE Healthcare, USA). 

5.5.1.3.1.2 Tecido cardíaco   

A técnica de qPCR em tecido cardíaco foi realizada em 240 dpt após a noecropsia 

dos animais dos diferentes grupos experimentais. O protocolo padronizado por Caldas 

(2012) foi utilizado para realização da técnica. Os fragmentos do coração dos 

camundongos, previamente armazenados a -80°C, foram cortados com auxílio de lâmina 

de bisturi e pesados fragmentos entre 15-30 mg. As amostras foram transferidas para 

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

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

recomendações do fabricante. Para a digestação enzimática dos fragmentos de coração, 

foram adicionados aos tubos 30,0 μL de Proteinase K (Sigma-Aldrich®, USA) na 

concentração de 20,0 mg/mL. Para realizar a detecção do DNA do parasito em fragmentos 

de coração de camundongos por qPCR, fez-se necessário construir uma curva padrão para 
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determinar o número de cópias do DNA do parasito comparativamente. Utilizou-se 

formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi, crescidas em meio de cultura, até atingir o 

número total de 1,0 x 108 parasitos contados em câmara de Neubauer, os quais foram 

submetidos ao mesmo protocolo de extração de DNA utilizando o kit WizardTM 

Genomic DNA Purification (Promega®) seguindo todas as recomendações do fabricante 

(idem ao realizado com as amostras teste). Em seguida, a concentração e a qualidade do 

DNA obtido foram determinadas por espectrofotômetro (Nanodrop, GE Healthcare 

Products). 

5.5.1.3.2. Amplificação do DNA de T. cruzi e do gene endógeno  

As amostras foram analisadas em duplicata para amplificação do DNA de T. cruzi 

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

30,0 ng de DNA genômico e 5,0 μL de “GoTaq® qPCR Master Mix” (Promega®) e 10uM 

de cada iniciador. Os iniciadores para o DNA do T. cruzi foram: TCZ - F 5' - 

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

CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3' (Caldas et al. 2012). Na mesma placa também 

foi realizada em unicata a reação para dosar o fator alfa de necrose tumoral murino-

específico (TNF-α), utilizado como controle endógeno. Os iniciadores para o TNF-α 

foram: TNF-5241 5’-TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3’, e TNF-5411 5’-

CAGCAAGCATCATAGCACTTAGACCCC-3’ - R 5' - 

CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3' (Caldas et al. 2012). Cada placa de reação de 96 

poços continha a curva padrão (em triplicata), criada a partir de uma solução obtida pela 

extração de DNA na concentração de 1,0 x 108 epimastigotas da cepa Y do T. cruzi. Dessa 

solução, procederam-se diluições seriadas em água ultra-pura autoclada (1:10) para obter 

os pontos da curva, que foi medida a partir de DNA equivalente a 1,0 x 105 até de 1,0 x 

100 parasito. A placa continha poços com controle negativo da reação, com iniciadores 

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

analisada em triplicata (duplicata para T. cruzi e unicata para TNF-α). O programa de 

termociclagem consistiu em três etapas: (i) aquecimento a 95 ºC por 2 minutos; (ii) 40 

ciclos de 95 ºC por 15 segundos e 60,0 ºC por 1 minuto; (iii) desnaturação inicial a 95 ºC 

por 15 segundos, 60 ºC por 1 minuto, 95 ºC por 30 segundos e resfriamento até 60 ºC por 

15 segundos (melting curve stage). As reações de PCR foram realizadas em placas de 96 

poços - MicroAmp®Optical 96 - Well Reaction Plate (Applied Biosystems by Life 

Technologies, EUA), cobertas com adesivos ópticos - Optical Adhesive Covers (Applied 



   

43 
 

Biosystems by Life Technologies, EUA) e processadas em termociclador ABI Prism 7500 

Sequence Detection System (Applied Biosystems, EUA).  

5.5.2. Avaliação Sorológica pela ELISA 

Amostras de soro de todos animais sobreviventes foram coletadas 90, 180 e 240 

dias pós-tratamento. A reação de ELISA para detecção de anticorpos IgG anti-T.cruzi foi 

realizada segundo a metodologia de VOLLER et al. (1976) modificada e padronizada no 

Laboratório de Doença de Chagas da UFOP (SANTOS et al., 2012). Para a realização da 

reação foram utilizadas microplacas de poliestireno com 96 poços de fundo chato, 

sensibilizadas com 100µl/poço de antígeno alcalino feito a partir de epimastigotas da cepa 

Y de T.cruzi (5,0μg/mL) diluído em tampão carbonato pH 9,6 e incubadas overnight em 

geladeira (4º C). 

Após o período de incubação, as placas foram lavadas com solução salina 

contendo Tween-20 a 0,05% (solução de lavagem) para eliminação da solução diluente 

do antígeno e de seu excesso. A seguir elas foram bloqueadas com solução salina 

tamponada (PBS) e soro fetal bovino (SFB) na diluição 1:20 e incubadas a 37ºC, por 30 

minutos. Após esta etapa, elas foram lavadas com a solução de lavagem. A seguir, as 

placas foram incubadas por 45 minutos a 37ºC com as amostras de soros diluídas em 1:80. 

Após a incubação, elas foram novamente lavadas e incubadas por 45 minutos a 37ºC com 

conjugado anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase (SIGMA, St. Louis, EUA) 

em solução salina tamponada com 0,05% de Tween 20 (PBS-Tween). Após a incubação, 

as placas foram lavadas com solução de lavagem e adicionada de solução substrato 

constituída por orto-fenileno-diamino (OPD), H2O2 (volume 30) e tampão citrato-fosfato 

e incubadas a 37ºC, durante 5 minutos. A reação foi interrompida com a adição de H2SO4 

2,5M. 

A leitura da reação foi realizada em um leitor de ELISA (Bio-Rad Model 680 -

microplate manager) com filtro a 490nm. As amostras contendo valores de absorbância 

superiores ao ponto de corte (média das absorbâncias de 10 soros padrões não reativos + 

2 vezes o desvio padrão) foram consideradas reativas, e as que apresentaram valores de 

absorbância abaixo do ponto de corte foram consideradas não reativas. Todas as amostras 

foram testadas em duplicata, sendo o valor final da absorbância a média da leitura das 

duplicatas. 

5.5.3. Critério de Cura 

A avaliação da resposta terapêutica frente ao tratamento com SLB, BZ, e suas 

associações foi definida como a porcentagem de negatividade simultânea dos  resultados 
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dos métodos de avaliação parasitológicos e sorológico, sendo considerados curados os 

animais que apresentaram negativação simultânea de todos os exames realizado (ESF, 

HC, qPCR em eluato de sangue, qPCR em tecido cardíaco e ELISA). Animais que 

apresentarem apenas ELISA positiva com queda intensa da reatividade considerados 

como animais em processo de cura. 

5.5.4 Análise estatística  

 Os testes in vitro foram avaliados por Oneway Anova e múltiplas comparações 

pelo teste de Dunnet. 

Nas avaliações in vivo, a parasitemia (PAR), período pré-patente (PPP), o período 

patente (PP) pico máximo de parasitemia (PMP) e dia do pico máximo de parasitemia 

(DPMP) foram analisadas pelo teste Oneway ANOVA com múltiplas comparações pelo 

teste de Dunns. A área sob a curva (ASC) foi feita por Oneway Anova e múltiplas 

comparações pelo teste de Tukey.  A sobrevida dos animais foi expressa em percentagem 

cumulativa. As diferenças foram consideradas como significativas quando P< 0,05. 
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6.0. RESULTADOS  

6.1. Resultados in vitro  

6.1.1. Ensaio de citotoxicidade em células VERO utilizando o MTT  

A SLB nas concentrações de 6,25 a 100 µM (Figura 8) não apresentou diferença 

significativa de toxicidade para às células VERO. Considerando a avaliação de IC50 por 

meio do programa Compusyn (Materiais e Métodos, item 5.3.1.1.1) obteve-se o valor de 

250.226 µM para SLB e de 132.135 µM para BZ. 

 Figura 8: Porcentagens de viabilidade celular de células VERO após tratamento com 

Silibinina (SLB) e benznidazol (BZ) no ensaio de MTT 

6.1.2. Avaliação da atividade anti- T.cruzi em formas epimastigota 

 A avaliação do efeito de SLB sobre as formas epimastigotas (Figura 9) demonstrou 

atividade potencial anti - T. cruzi deste composto, com redução significativa da 

viabilidadede parasitos a partir de 25 µM, enquanto BZ a partir de 12,5 µM. 

Figura 9: Porcentagens (%) de viabiliadade de epimastigotas de Trypanosoma cruzi após 

tratamento com Silibinina (SLB) e benznidazol (BZ) por ensaio com resarzurina. 

%  d e  e p im a s tig o ta s  v iá v e is  a p ó s  tra ta m e n to  c o m  B Z /2 4 h

C o n c e n tr a ç õ e s  d e  f á r m a c o  u t i l iz a d a s  e m  m ic r o m o la r  (µ M )

P
o

rc
e

n
ta

g
e

m
 d

e
 c

é
lu

la
s

 v
iá

v
e

is

C
N

T

6
,2

5
 µ

M

1
2
,5

 µ
M

2
5
 µ

M

5
0
 µ

M

1
0
0
 µ

M

2
0
0
 µ

M

2
5
0
 µ

M

5
0
0
 µ

M

1
0
0
0
 µ

M

0

5 0

1 0 0

1 5 0

IC 5 0  d e  B Z :

2 2 ,9 2  µ M

 %  d e  e p im a s tig o ta s  v iá v e is  a p ó s  tra ta m e n to  c o m  S L B /2 4 h

C o n c e n tra ç õ e s  d e  fá rm a c o  u tiliz a d a s  e m  m ic ro m o la r  (µ M )

P
o

rc
e

n
ta

g
e

m
 d

e
 c

é
lu

la
s

 v
iá

v
e

is

C
N

T

6
,2

5
 µ

M

1
2
,5

 µ
M

2
5
 µ

M

5
0
 µ

M

1
0
0
 µ

M

2
0
0
 µ

M

2
5
0
 µ

M

5
0
0
 µ

M

1
0
0
0
 µ

M

0

5 0

1 0 0

1 5 0

IC 5 0  d e  S L B :

1 1 7 ,7 9  µ M

 

 

%  células viáveis após tratamento com SLB/24h %  células viáveis após tratamento com BZ/24h



   

46 
 

 Utilizando do software Compusyn foi calculada a redução da viabilidade de 

epimastigotas de T. cruzi e obtido O IC50%. Para a SLB o IC50% foi de 117,79 µM, 

enquanto para o BZ (Figura 9) o IC50% obtido foi de 22,92 µM. Os resultados 

demonstraram que BZ foi capaz de eliminar maior número de epimastigotas em 

concentrações menores que SLB. 

6.1.3. Avaliação anti T-cruzi em formas amastigotas em células VERO 

A avaliação da atividade da SLB, BZ e as diferentes associações sob células 

VERO infectadas com a cepa Y de T. cruzi foi estimada pelo cálculo do índice endocítico 

(IE) (Materiais e Métodos, item 5.3.3) (Figura 10). Nas células VERO infectadas e 

incubadas apenas com meio de cultura (controle infectado não tratado – INT) foi 

observado um índice de infectividade médio de 42,90%.   

Figura 10:  Índices de inibição da infeção em células VERO com a cepa Y de Tripanosoma 

cruzi após 24 horas de tratamento com silibinina (SLB), benznidazol (BZ) e diferentes 

associações de SLB e BZ em µM. 

Foi verificado que houve diferença significativa entre os grupos tratados (BZ, SLB 

ou associações) e o controle não tratado a partir das menores concentrações (6,25uM para 

SLB e 2,5uM para BZ). As concentrações de SLB mais elevadas (100 e 25 µM) e que 
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garantiam 99% de sobrevivência das células VERO (segundo ensaio de citotoxicidade, 

item 6.1.1 em Resultados in vitro) induziram uma redução de 56,85 e 23,28 % da infecção 

celular, respectivamente, quando considerada a porcentagem de inibição do índice 

endocítico (% de células infectadas x o número de amastigotas/células infectadas). Este 

resultado foi superior ao encontrado com o BZ que apresentou 23,61% de inibição da 

infecção em células VERO em sua maior concentração utilizada (10 µM) que por sua vez 

garantiu uma média de 99% da viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade.  

O ensaio com fármacos associados mostrou que todas as associações foram 

estatisticamente diferentes em relação a INT. Sendo demonstrado que as menores 

concentrações de SLB e BZ apresentaram desempenho similar, até 40% de inibição de 

amastigotas em relação ao INT. A associação de SLB100+BZ10 µM apresentou o melhor 

resultado, superior às outras associações e aos fármacos SLB e BZ em monoterapia, 

resultando numa inibição de 91,44% de amastigotas em relação ao INT. 

Foram calculados a seguir os índices de seletividade [IS = razão entre a IC50% de 

inibição da célula obtido pelo teste de citotoxicidade por MTT dividido pelo IC50% 

obtido de cada composto (SLB e BZ) em amastigotas] após 24 h de incubação.   

Conforme detalhado no item 5.3.3.1 (Materiais e Métodos), foi calculado o 

índice de seletividade relativo a SLB e BZ, (Tabela 1) revelando maior seletividade do 

BZ, cerca de 2,5 vezes maior (IS = 7,68) frente a infecção por T. cruzi quando comparado 

à SLB cujo IS = 3,13.  

 Tabela 1: Índice de seletividade de silibinina (SLB) e benznidazol (BZ) oriundos da relação da 

citotoxicidade (IC50%) e índice de inibição (IE50% da infecção de células VERO com a cepa Y 

de Tripanosoma cruzi. 

Fármaco IC 50% MTT  
IE 50% 

Infecção in vitro 

 

Índice de seletividade 

 

SLB 250,23  79.81 3,13 

BZ 132,14  17.19 7,68 

 

Índice de seletividade (IS = IC50 em MTT / IE50 em células infectadas);  IC: concentração inibitória; IC50 foi calculado utilizando-

se o software CompuSyn ; SLB: Silibinina; BZ: Benznidazol; Os valores foram calculados utilizando a média da 

triplicata de no mínimo dois experimentos independentes.  

6.2. Testes in vivo 

A seguir estão apresentados os resultados das avaliações da atividade terapêutica 

da SLB e das associações SLB+BZ em comparação ao tratamento com o BZ, fármaco de 

referência, e aos controles INT em camundongos infectados com a cepa Y de T. cruzi. 



   

48 
 

6.2.1. Parasitemia e parâmetros derivados da curva de parasitemia 

Com os resultados das avaliações diárias da parasitemia foi traçada a curva de 

parasitemia (Figura 11) e avaliados os parâmetros derivados da curva de parasitemia 

(ASC, PP, PPP, PMP, DPMP).  

Figura 10: Curva de parasitemia média de camundongos Swiss infectados com a cepa Y 

de Trypanosoma cruzi tratados com silibinina, benznidazol e suas associações por via 

oral durante 20 dias consecutivos na fase aguda da infecção 

 

 

A observação das curvas de parasitemia (Figura 11) foi possível verificar que os 

grupos de animais infectados que receberam tratamentos em associação SLB+BZ (todas 

as combinações utilizadas) ou de BZ (qualquer das doses empregadas) em monoterapia 

apresentaram níveis mais baixos de parasitemia, seguidos de sua negativação. Foi então 

possível verificar que animais tratados com monoterapia (SLB 50 e SLB 150mg/kg/dia) 

e animais do grupo INT apresentaram as parasitemias mais elevadas. 

A avaliação estatística da ASC (Tabela 2) revelou que a redução da parasitemia 

foi significativa (p < 0,05) nos animais tratados com as associações (SLB+BZ em 

diferentes doses) e nos animais tratados apenas com BZ (em diferentes doses) quando 

comparadas aos grupos tratados com SLB (50 e 150mg/kg/dia) e controle INT.  

 

 

SLB+BZ: gupos infectads e tratados cm associação de fármacos; SLB: grupo de animais infectados e tratados com silibinina; BZ: 

grupos de animais infectados e tratados com beznidazol; INT: grupo d animais infectados não tratados;DPI: dias pós tratamento 
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 Tabela 2: Parâmetros derivados da curva de parasitemia de camundongos Swiss 

experimentalmente infectados com 1,0 x 104 tripomastigotas sanguíneos da cepa Y de 

Trypanosoma cruzi tratados com silibinina, benznidazol e suas associações,via oral por 20 dias 

consecutivos durante a fase aguda da infecção 

 

O PPP, que significa o dia anterior ao primeiro dia de parasitemia patente, foi 

muito semelhante entre todos os grupos experimentais, 5 dias na maioria, e 6 dias em 

animais pertencentes ao grupo tratado com BZ100 mg/kg/dia. 

O PP que representa o período no qual foi encontrado parasitos na corrente 

sanguínea observados no ESF, apresentou diferença estatística entre os grupos de animais 

tratados com BZ100, SLB150+BZ50, SLB50+BZ100 mg/kg/dia (menores PP) em 

relação aos grupos tratados com SLB150 e SLB50 mg/kg/dia e INT e em relação aos 

tratados com SLB150 e SLB50 mg/kg/dia, que por sua vez não foram diferentes do grupo 

INT que apresentou o maior PP.   O grupo de animais tratados com SLB150+BZ25 

mg/kg/dia também apresentou diferença estatística em relação ao grupo INT. Os grupos 

de animais infectados tratados com SLB50 e SLB150 foram significativamente diferentes 

Grupos 

(ttm mg/kg/dia) 
ASC PP (Dias) ± DP PMP (x104) ± DP DPMP (Dias) ± DP 

INT a 
483,6±234 

b/c/d/g/h/i/j/k/l 

11,85 ± 1,21 

b/h/i/j/k 

185,7 ± 153 

b/i/h/c 

7,85±0,37  

b/j 

BZ100 b 1,067±1,45ª/e/f 1,43 ± 0,53a/e/f 0,85±1,21 a/e/f 5,57±0,78a/f 

BZ50 c 1,63±4,45a/e/f 2,57±1,90 2,00 ±1,85a/c/e/f 6,57±1,13 

BZ25 d 16,5±10,4 a/e/f 7 ±4,47 5,88 ±5,05 8,0±2,23 

SLB150 e  
367±143 

b/c/d/g/h/i/j/k/l 
9,71 ± 0,48b/j/h 180,90   ± 110b/c/h 7,71±0,48 

SLB50 f 
355±198 

b/c/d/g/h/i/j/k/l 
9,85±3,33 b/ j/h 155,0 ±79,0b/c/h/i 9,71±4,53b/j/h 

SLB150+BZ100 g 2,80 ±1,17 a/e/f 3,33 ± 2,73 3,37 ± 2,88 6,14±1,06 

 SLB150+BZ50 h 0,866±1,09 a/e/f 1,57 ±0,78 a/e/f 1,48 ± 1,49 a/e/f 5,85±0,89 f 

 SLB150+BZ25 i 2,23±2,26 a/e/f 3,42 ± 2,69 a 1,71 ± 1,42 a/e/f 7,42±2,76 

 SLB50+BZ100 j 1,46±1,29 a/e/f 1,14±0,377a/e/f 2,22 ± 1,79 5,42±1,13a/f 

SLB50+BZ50 k 4,26±4,47 a/e/f 2,00±1,15 a 2,62 ± 2,00 6,57±0,78 

SLB50+BZ25 l 18,73±19,40 a/e/f 6,28 ± 5,21 10,91 ± 15,5 7,28±1,11 



   

50 
 

dos grupos de animais tratados com BZ100, SLB150+BZ50 e SLB50+BZ50 mg/kg/dia. 

Os demais grupos de animais, BZ50, BZ25, SLB150+BZ100 e SLB50+BZ25 mg/kg/dia 

não apresentaram diferença estatística de PP em relação aos demais grupos. 

 Em relação ao parâmetro PMP o tratamento dos animais com BZ100 mg/kg/dia 

apresentou a maior diferença estatística em relação ao grupo controle INT, mas o 

tratamento com BZ50 mg/kg/dia e as combinações SLB150+BZ50 mg/kg/dia e 

SLB150+BZ25 mg/kg/dia também apresentaram diferença significativa no PMP em 

relação ao grupo INT. Os demais grupos, BZ25, SLB150+BZ100, SLB50+BZ100, 

SLB50+BZ50, SLB50+BZ25 não apresentaram diferença estatística neste parâmetro em 

relação ao grupo controle.  

Em relação ao parâmetro DPMP houve diferença estatística entre o grupo de 

animais tratados com BZ100 mg/kg/dia e o grupo INT e os tratados com SLB50 

mg/kg/dia. Houve também diferença estatística entre o grupo de animais tratados com 

SLB50+BZ100 mg/kg/dia e os grupos de animais INT e SLB50 mg/kg/dia. Os demais 

grupos não apresentaram diferença estatística entre si e o grupo INT. O grupo SLB 

150+BZ50 mg/kg/dia apresentou diferença estatística em relação ao grupo SLB50 

mg/kg/dia. 

6.2.2. Hemocultura  

Na avaliação das amostras de sangue coletadas para hemocultura (Tabela 4) foi 

obzervado na primeira coleta (90 d.p.t) maior positividade geral, com três grupos tratatos 

com associação farmacológica (SLB150+BZ50; SLB50+BZ50 e SLB50+BZ25), 

revelando falha terapêutica neste momento, enquanto os demais grupos de animais 

tratados apresentaram HC negativa.  Aos 180 d.p.t nenhum animal de qualquer grupo 

apresentou  positividade na HC. Aos  240 d.p.t,  leitura até 30 dias pós coleta, foi 

observada negatitividade em 100% dos animais dos grupos de camundongos infectados 

e tratados, exceto no grupo de animais tratados com SLB50+BZ25 mg/kg/dia, no qual a 

negatividade da hemocultura foi de 87,5%. De forma geral estes resultados em conjunto 

já sugerem a possibilidade de cura nos animais tratados com várias das associações 

SBL+BZ e ainda nos tratados com BZ isoladamente. 
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Tabela 3: Avaliação da hemocultura de camundongos Swiss infectados com a cepa Y de 

Trypanosoma cruzi tratados com silibinina, benznidazol e suas associações por via oral 

por 20 dias consecutivos durante a fase aguda da infecção  

Grupos 

(ttm em mg/kg/dia) 

Negatividade de HC 

90 d.p.t 

Negatividade de HC 

180 d.p.t 

Negatividade de HC 

240 d.p.t 

INT ND ND ND 

SLB50 ND ND ND 

SLB150 ND ND ND 

BZ100 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 

BZ50 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 

BZ25 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 

SLB150 + BZ 100 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 

SLB150 + BZ 50 85,71% (4/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 

SLB150 + BZ 25 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 

SLB50 + BZ 100 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 

SLB50 + BZ 50 57,14% (4/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 

SLB50 + BZ 25 85,71% (6/7) 100 (7/7) 87,5% (6/7) 

 

BZ: grupo infectado tratado com benznidazol em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; SLB: grupos de animais 

infectados e tratados com silibinina em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; SLB +BZ: grupo infectado tratado com 

a associação de fármacos em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; HC: hemocultura; d.p.t: dias pós tratamento; 

TTm: tratamento 

 

6.2.3. Avaliação molecular por qPCR em eluato de sangue 

Os resultados obtidos pela reação de qPCR (Tabela 6) no eluato de sangue dos 

animais na avaliação de 90 d.p.t.  mostrou que os grupos de animais tratados com BZ100, 

SLB50+BZ100, SLB150+BZ100 mg/kg/dia foram 100% negativos. Os animais tratados 

com SLB150+BZ50 e SLB150+BZ25 mg/kg/dia foram 85,71% negativos, e os animais 

tratados com BZ25, SLB50+BZ50, SLB50+BZ25 mg/kg/dia foram 57,14% negativos 

nesta avaliação. Aos 180 d.p.t os animais tratados com SLB50+BZ50 mg/kg/dia 

apresentaram piores resultados, com 57,1% de negatividade na qPCR. Já os grupos 

SLB150+BZ50, SLB50+BZ50 mg/kg/dia e BZ em diferentes doses apresentaram 71,42% 

de negatividade, enquanto animais tratados com SLB150+BZ100, SLB150+BZ25 e 

SLB50+BZ100 mg/kg/dia apresentaram maior negatividade da qPCR aos 180 d.p.t, com 

85,71% de negatividade.  

A avaliação final aos 240 d.pt mostrou que os grupos tratados em com a associação 

de fármacos ou monoterapia de BZ apresentaram resultados negativos na avaliação de 
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qPCR. Apenas os grupos tratados com BZ100, BZ100+SLB150 e BZ25+SLB50 

apresentaram resultado indicando presença de DNA de T. cruzi em alguns animais.  

De maneira geral foi possível observar que ao longo do tempo de avaliação (90, 

180 e 240 d.p.t) as porcentagens de negativação pelo método qPCR de eluato sanguíneo 

aumentaram, exceto por SLB150+BZ100 que apresentou queda de negatividade (de 

100% negativo a 85,71%) e BZ100 mg/kg/dia que teve uma queda maior na porcentagem 

de negativação (de 100% negativo a 71,42%). 

Tabela 4: Avaliação de qPCR em sangue de camundongos Swiss infectados com a cepa 

Y de Trypanosoma cruzi tratados com silibinina, benznidazol e suas associações por via 

oral por 20 dias consecutivos durante a fase aguda da infecção  

Grupos 

(ttm em mg/kg/dia) 

Negatividade de qPCR 

90 d.p.t 180 d.p.t 240 d.p.t 

INT ND ND ND 

SLB50 ND ND ND 

SLB150 ND ND ND 

BZ100 100% (7/7) 71,42% (5/7) 71,42% (5/7) 

BZ50 71,42% (5/7) 71,42% (5/7) 100% (7/7) 

BZ25 57,14% (4/7) 71,42% (5/7) 100% (7/7) 

SLB150+BZ100  100% (7/7) 85,71% (6/7) 85,71% (6/7) 

SLB150+BZ50   85,71% (6/7) 71,42% (5/7) 100% (7/7) 

SLB150+BZ25   85,71% (6/7) 85,71% (6/7) 100% (7/7) 

SLB50+BZ100   100% (7/7) 85,71% (6/7) 100% (7/7) 

SLB50+BZ50   57,14% (4/7) 57,1% (4/7) 100% (7/7) 

SLB50+BZ25 57,14% (4/7) 71,42% (5/7) 85,71% (6/7) 

ttm: tratamento ; qPCR: quantitative polymerase chain reaction; d.p.t: dias pós tratamento; BZ: grupo infectado tratado 

com benznidazol em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; SLB: grupos de animais infectados e tratados com 

silibinina em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; SLB +BZ: grupo infectado tratado com a associação de fármacos 

em doses descritas na tabela em mg/kg/dia. 

É importante ressaltar que a quantificação pela qPCR sanguínea apresentou carga 

de DNA de T. cruzi muito baixa em todos os animais positivos (cerca de 1 parasito/ uL 

de sangue). 

6.2.4. Sorologia  

Os resultados da análise da sorologia dos animais pelo método ELISA nos tempos 

de 90, 180 e 240 d.p.t. estão apresentados na Figura 11 em três gráficos relativos às 

associações de BZ+SLB e BZ em monoterapia, nas diferentes doses avaliadas. 
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Figura 11: Gráficos de dispersão de absorbância relativos à sorologia convencional (ELISA) em amostras de soro de camundongos infectados com a cepa Y de T. cruzi 

e tratados com silibinina, benznidazol e suas associações por via oral por 20 dias consecutivos 
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Apesar das diferenças visíveis quanto a D.O., proporcional à quantidade de IgG 

presente no soro dos animais, ao se analisar estatisticamente os grupos, essas diferenças 

não foram significativas entre os grupos de animais infectados e tratados.  

6.2.5. Avaliação molecular por qPCR em tecido cardíaco 

 A avaliação do parasitismo em tecido cardíaco (Tabela 5) pelo método de qPCR 

revelou ausência de material genético de nDNA de T.cruzi em todos os animais tratados 

com associação de fármacos ou monoterapia de BZ, com exceção dos  grupos BZ25, 

SLB150+BZ100 e SLB50+BZ25, nos quais apenas um animal de cada um deles 

apresentou positividade na qPCR. 

Tabela 5: Avaliação de qPCR em tecido cardíaco  de camundongos Swiss infectados com 

a cepa Y de Trypanosoma cruzi tratados com silibinina, benznidazol e suas associações 

por via oral por 20 dias consecutivos durante a fase aguda da infecção 

Infecção Grupo Experimental Negatividade de qPCR 

Cepa Y de  

T.cruzi 

INT ND 

SLB50 ND 

SLB150 ND 

BZ100 

 
100% (7/7) 

BZ50 

 
100% (7/7) 

BZ25 

 
85,71% (6/7) 

SLB50+BZ100 

 
100% (7/7) 

SLB150+BZ100 

 
85,71% (6/7) 

SLB50+BZ50 

 
100% (7/7) 

SLB150+BZ50 

 
100% (7/7) 

SLB50+BZ25 

 
85,71% (6/7) 

SLB150+BZ25 

 
100% (7/7) 

 

Legenda: ttm: tratamento ; qPCR: quantitative polymerase chain reaction; d.p.t: dias pós tratamento; BZ: grupo 

infectado tratado com benznidazol em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; SLB: grupos de animais infectados e 

tratados com silibinina em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; SLB+BZ: grupo infectado tratado com a associação 

de fármacos em doses descritas na tabela em mg/kg/dia 

 

 Mais uma vez, e como comentado em relação a qPCR em eluato de sangue, é 

importante ressaltar que a carga da qPCR sanguínea foi muito baixa em todos os animais 

positivos (média de 10 parasitos/ng de tecido). 
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6.2.6 Sobrevida  

Foi observada sobrevida de 100% nos animais tratados com as associações de 

fármacos e com as monoterapias de benznidazol até 240 d.p.t. Os animais INT e tratados 

com monoterapia de SLB (50 e 150 mg/kg/dia) não sobreviveram (Tabela 6) até o final 

dos experimentos.  

Animais do grupo INT apresentaram mortalidade a partir do 13º d.p.i., e o último 

animal morreu no 17º d.p.i. 

Animais do grupo tratado com SLB50 mg/kg/dia apresentaram mortalidade a 

partir do 12º d.p.i, e últimos animais pertencentes a este grupo morreram até o 20º d.p.t. 

Animais do grupo tratado com SLB150 mg/kg/dia apresentaram mortalidade a 

partir do 13º d.p.i e os últimos animais pertencentes a este grupo morreram no 14º d.p.t. 

Foi demonstrado que SLB não protegeu os animais da mortalidade por T. cruzi. 

Tabela 6: Sobrevida pós infecção de camundongos Swiss infectados com a cepa Y 

de Trypanosoma cruzi tratados com silibinina, benznidazol e suas associações por 

via oral durante 20 dias consecutivos durante a fase aguda da infecção avaliados 

por 260 d.p.i. 

Infecção Grupo Experimental Sobrevida 

Cepa Y de 

T.cruzi 

INT 0% 

SLB50 0% 

SLB 150 0% 

BZ100 

 
100% 

BZ50 

 
100% 

BZ25 

 
100% 

SLB50+BZ100 

 
100% 

SLB150+BZ100 

 
100% 

SLB50+BZ50 

 
100% 

SLB150+BZ50 

 
100% 

SLB50+BZ25 

 
100% 

SLB150+BZ25 

 
100% 

Legenda: INT: infectado não tratado; SLB: silibinina em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; BZ: grupo infectado 

tratado com benznidazol em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; SLB +BZ: grupo infectado tratado com a 

associação de fármacos em doses descritas no gráfico em mg/kg/dia. 
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6.3. Visão geral dos resultados de avaliação pós-tratamento  

A Tabela 7 mostra o conjunto de resultados das avaliações póstratamento de todos os 

grupos experimentais avaliados no ensaio in vivo. 

 Tabela 7: Resultado global da avaliação aos 240 dias pós-tratamento de camundongos infectados com cepa 

Y de Trypanosoma cruzi e tratados com silibinina, benznidazol e suas associações por via oral, 20 dias 

consecutivos, durante a fase aguda da infecção 

Infecção Grupo Experimental Sobrevida 

Negatividade dos testes laboratoriais 

Cura 

HC ELISA 
qPCR  

sangue 

qPCR 

tecido 

cardíaco 

Cepa Y 

INT 0% ND ND ND ND  ND 

SLB50 0% ND ND ND ND  ND 

SLB150 0% ND ND ND ND  ND 

BZ100 

 
100% 100% 0% 71,42%  100%  0% 

BZ50 

 
100% 100% 0% 100%  100%  0% 

BZ25 

 
100% 100% 0% 100% 85,71%  0% 

SLB50+BZ100 

 
100% 100% 0% 100% 100%  0% 

SLB150+BZ100 

 
100% 100% 0% 85,71% 85,71%  0% 

SLB50+BZ50 

 
100% 100% 0% 100% 100%  0% 

SLB150+BZ50 

 
100% 100% 0% 100% 100%  0% 

SLB50+BZ25 

 
100% 85,71% 0% 85,71% 85,71%  0% 

SLB150+BZ25 

 
100% 100% 0% 100% 100%  0% 

Os resultados gerais do estudo in vivo (Tabela 7) demonstraram que o produto 

natural silibinina não foi capaz de in vivo apresentar confirmação da atividade em T. cruzi 

observada in vitro (item 6.1 Resultados in vitro), ou seja, não foi capaz de diminuir a 

infecção ou mesmo erradicá-la e nem mesmo proteger os animais da mortadlidade 

causada pela cepa do parasito em estudo. Porém, o efeito positivo da associação  de 

ttm: tratamento ; HC: hemocultura; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; qPCR: quantitative polymerase chain reaction; d.p.t: dias 

pós tratamento; BZ: grupo infectado tratado com benznidazol em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; SLB: grupos de animais infectados 

e tratados com silibinina em doses descritas na tabela em mg/kg/dia; SLB +BZ: grupo infectado tratado com a associação de fármacos em doses 

descritas na tabela em mg/kg/dia 
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BZ+SLB verificado in vitro, foi novamente observado parcialemente in vivo, com 

diminuição de parasitos  acessada pelo ESF, HC, ou da carga parasitarria acessada pela 

qPCR de eluato sanguíneo e de tecido cardíado, o que também foi observado nos animais 

tratados com BZ. 

A avaliação da eficácia terapêutica segundo o critério de cura clássico (PINTO 

DIAS et al., 2016b) revelou que, apesar de diversos animais nos grupos tratados com 

associação de fármacos apresentarem todas as avaliações parasitológicas (inclusive qPCR 

de tecido cardíaco) com resultavo negativo por sucessivas vezes, a sorologia (ELISA) 

permaneceu positiva, indicando ausência de cura em todos os animais. 

Ainda assim, observamos que a taxas de negativação simultânea dos exames 

parasitológicos alcançaram 100%  nos grupos de animais tratados com associação de 

fármacos (SLB50+BZ100; SLB50+BZ50; SLB150+BZ50; SLB150+BZ25 mg/kg/dia) e 

em monoterapia de BZ (BZ50 mg/kg/dia). Por outro lado outros grupos de animais 

tratados  com SLB150+BZ 100, SLB50+BZ25 e BZ25 apresentaram valores de 85,71% 

de negatividade nos exames parasitologicos, enquanto os animais tratados com BZ100 

mg/kg/dia apresentaram a menor taxa de cura, de 71,42%, porém essas diferenças não 

foram relevantes (diferença de 1/7 animal por grupo) e não foram distintas 

estatisticamente. 
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7.0. Discussão 
 

A doença de Chagas após 110 anos de sua descoberta por Carlos Chagas (1909) 

permanece um desafio em termos de tratamento e assistência clínica dos pacientes 

afetados. No Brasil, somente em  2018 o Ministério da Saúde Brasileiro avançou na 

questão acompanhamento e tratamento da DC ao aprovar o primeiro Protocolo Clínico e 

Diretrizes Terapêuticas Doença de Chagas (CONITEC; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2018), mas mantem o BZ como o único fármaco para o tratamento desta enfermidade. 

O benznidazol apesar de ser o único fármaco efetivo utilizado em nosso país, 

permanece aquém do necessário para o sucesso terapêutico. Vários aspectos afetam sua 

eficácia completa tais como a diversidade biológica do parasito (TIBAYRENC; AYALA, 

1988; TOLEDO et al., 2002; ZINGALES, 2017) e resistência natural  de muitas cepas 

deste parasito aos fármacos disponíveis (BRENER; COSTA; CHIARI, 1976; FILARDI; 

BRENER, 1987; ANDRADE; MAGALHÃES, 1997; DE LANA et al., 1998; REVOLLO 

et al., 1998; TOLEDO et al., 2003; DA COSTA et al., 2018). Além disso o momento em 

que se diagnostica e se inicia o tratamento da doença com o benznidazol é crucial para a 

sua eficácia, pois  este fármaco se administrado na fase aguda recente (até dois anos) pode 

eliminar a infecção em até 100% dos casos (WHO, 2018), sua eficácia é também elevada 

na fase crônica recente (até 12 a 14 anos de infecção) (ANDRADE et al., 1996), mas não 

é capaz de exercer a mesma efetividade de cura em todos os pacientes na fase crônica 

tardia, que é o período quando a maioria dos casos é diagnosticada (TELLERIA; 

TIBAYRENC, 2017). O não oferecimento de tratamento à maioria dos pacientes na fase 

aguda se deve à ausência dos sinais ou sintomas específicos da doença chamados de Sinal 

de Romaña (ROMAÑA,1935) ou chagoma de inoculação (MAZZA e FREIRE,1940), e 

por que a maioria dos pacientes é assintomática ou oligosintomática nesta fase da doença 

(PRATA, 2001).  

A questão do oferecimento do tratamento na fase crônica tardia da infecção é ainda 

muito mais complexa e polêmica. Não existe um consenso absoluto sobre seus reais 

benefícios para o paciente fato este que desestimula o clínico a oferece-lo aos pacientes 

nesta fase da doença (VIOTTI et al., 2014). Entretanto, há relatos na literatura 

demonstrando eficácia terapêutica e melhoria do prognóstico em pacientes tratados na 

fase crônica da doença, mesmo se não curados parasitologicamente ( VIOTTI et al., 2006; 

DE LANA et al., 2009; MACHADO-DE-ASSIS et al., 2013).  Por essa razão novas 
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avaliações dos pacientes envolvidos no projeto BENEFIT (MARIN-NETO et al., 2008; 

ANTONIO MARIN-NETO et al., 2009; RASSI; MARIN-NETO; RASSI, 2017) serão 

fundamentais para maiores conclusões sobre este aspecto.   

Somado aos problemas relativos a natureza do parasito e da doença de Chagas em 

si, há questões quanto ao perfil inadequado de segurança e tolerabilidade por parte do 

paciente (COURA; DE CASTRO, 2002). As doses padronizadas e utilizadas até então 

causam consideráveis efeitos adversos, e levam muitas vezes à descontinuação do 

tratamento. 

 Considerando o exposto, somado a ausência de medidas profiláticas 

farmacológicas (como coquetel ou fármaco preventivo para moradores e visitantes de 

áreas endêmicas) ou biológicas (como vacinas) (DURAN-REHBEIN et al., 2014), além 

da existência de diversos outros mecanismos de infecção, e a presença da DC endêmica 

em 21 países das Américas (WHO, 2017),  e em diversos países de outros continentes 

como Europa, Ásia e Oceania (SCHMUNIS; YADON, 2010), há necessidade de 

identificar estratégias terapêuticas que sejam mais eficazes e de maior segurança para o 

tratamento da infecção por T. cruzi (URBINA, 2010).  

Ao longo dos anos vários estudos (COURA; DE CASTRO, 2002; GARCIA et al., 

2005; SOSA-ESTANI; SEGURA, 2006; JACKSON et al., 2010) tem demonstrado que a 

ineficácia dos tratamentos usuais com BZ e NF bem como de outras opções terapêuticas 

em estudo não se deve apenas à não ação dos fármacos sobre o parasito, mas a problemas 

relativos a sua a sua toxicidade (que leva a  descontinuidade do tratamento), à não 

promoção de cura parasitológica em casos crônicos tardios, ao adotar esquema 

terapêutico longo e o fato do acesso ao tratamento não ser de fácil (COURA; DE 

CASTRO, 2002), o que em conjunto impede seu uso por tempo ainda maior, o que 

poderia exaurir completamente as formas sanguíneas do parasito (tripomastigotas) ou 

atingir seu estágio intracelular (as formas amastigotas) sem causar danos ao hospedeiro 

(efeitos adversos).   

Além disso, é conhecido que muitas moléculas de superfície celular e complexos 

mecanismos intracelulares possibilitam que o T. cruzi escape da ação de fármacos, como 

proteínas de efluxo Pgp,  e por fim prevaleça realizando seu ciclo replicativo no interior 

das células hospedeiras (MAEDA; CORTEZ; YOSHIDA, 2012; CAMPOS et al., 2013).  
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As diversas descobertas no campo da parasitologia, biologia molecular e 

farmacologia passaram a motivar as pesquisas de terapias para a DC, e diversas propostas 

surgiram, como o reposicionamento de fármacos (BELLERA,2015), busca por novos 

fármacos entre produtos naturais (APT,2010), associação de fármacos (COURA,2009), 

entre outras. 

A descoberta de novos fármacos é um campo vasto, com longo percurso até 

alcançar o paciente e ser usado efetivamente como uma forma de tratamento. Um novo 

fármaco pode ter origem natural ou ser derivado de síntese. Sendo os produtos de origem 

natural correspondentes a 11%  dos 252 fármacos considerados essenciais e básicos pela 

OMS  (VEERESHAM, 2012), e constituem hoje as grandes promessas de cura para 

diferentes enfermidades.  

A associação de fármacos por sua vez é uma das estratégias utilizada em outras 

doenças parasitárias que já levou ao controle e melhoria no prognóstico da DC (WHO, 

2001). A associação farmacológica tem sido proposta, pois produz maiores índices de 

cura, menor tempo de tratamento e menos efeitos adversos (BARRETT; CROFT, 2012; 

MARTINS et al., 2015).  

Assim, neste estudo, buscamos avaliar um produto natural, a SLB, isolada e 

combinada ao fármaco padrão BZ, explorando a estratégia de associação de fármacos. 

A SLB por sua ação antifúngica, promovendo poros na membrana deste micro-

organismo, poderia apresentar atividade sobre T.cruzi, da mesma forma como ocorre com 

os antifúngicos da classe dos inibidores da sínteses do ergosterol (itraconazol, 

cetoconazol, posaconazol, etc). Além disso, a SLB com sua capacidade de inibição da 

Pgp (ZHANG; MORRIS, 2003; LEE; CHOI, 2010) poderia permitir que o BZ seja 

eliminado mais lentamente, permanecendo mais tempo na circulação, exercendo assim 

maior atividade terapêutica, e assim permitir a redução da dose usual  empregada que 

causa efeitos adversos graves, especialmente quando atinge concentrações plasmáticas 

elevadas (>20 mg/litro) (RAAFLAUB; ZIEGLER, 1979; COURA; DE CASTRO, 2002; 

PINAZO et al., 2010). Somado a isso, a SLB poderia também inibir  a proteína de efluxo 

presente na membrana do parasito, a Pgp (CAMPOS et al., 2013), permitindo que o 

fármaco BZ permaneça no interior celular e leve à morte do T. cruzi  com maior eficiência. 

Somado a essas possibilidades, a SLB possui ainda atividade anti-inflamatória 
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(ABASCAL; YARNELL, 2003a; AHMED AZIZ et al., 2014), que pode contribuir para 

a melhora das lesões teciduais causadas pelo T. cruzi. 

Para iniciar o estudo foi feita a avaliação in vitro de toxicidade da silibinina sobre 

células VERO, e assim verificar o nível de segurança da ação do fármaco sobre as células 

e obter parâmetros para traçar as doses a serem utilizadas na avaliação de atividade sobre 

formas amastigotas. Em paralelo foi realizada a avaliação das mesmas concentrações do 

fármaco de referência, o BZ. Assim, foi obtido o IC50% de 250,226µM para a SLB e de 

132,135µM para o BZ, mostrando que a SLB foi quase 2x menos tóxica que o BZ para 

as células VERO.  

Vários trabalhos avaliam a viabilidade celular ao trabalhar com SLB, mas nem 

todos apontam os valores de IC50%. Elhag e colaboradores (2015), por exemplo, trazem 

diversos valores de IC50% da SLB, variando de acordo com a linhagem celular testada, 

como 40 μM para a linhagem A127 e 200 μM para LN229. O IC50 encontrado neste 

nosso estudo foi superior ao do grupo de Elhag em outras linhagens celulares. 

Já ao considerar a viabilidade celular como um todo, e lembrando que no ensaio 

aqui realizado as células VERO estavam 100% viáveis até a concentração de 100 µM  de 

SLB após 24h, os dados obtidos se assemelham com outros da literatura. No artigo de De 

Oliveira e colaboradores (2017), a diminuição de viabilidade celular só foi observada 

após 48h na concentração de 150 µM de SLB, utilizando células T24 com ensaio por 

XTT. Yang e colaboradores (2003) mantiveram 80% da viabilidade de células endoteliais 

humanas EA.hy 926 tratadas com 220 µM de SLB após 24h de exposição ao fármaco.  Já 

Kauntz e colaboradores (2013) utilizando linhagens SW480 e SW620 ao avaliarem morte 

celular induzida por SLB utilizando a técnica em citômetro de fluxo, observaram 

sobrevida de pouco mais de 90% das células quando tratadas com a concentração de 300 

µM deste composto.  Podemos observar que os valores encontrados nos diferentes 

trabalhos divergem, o que pode ser explicado pelas diferenças nas linhagens celulares, 

método de avaliação e instrumentação empregados. 

Outros trabalhos na literatura (ENTEZARI; MOKHTARI; HASHEMI, 2011; 

AKHTAR et al., 2014; BOOJAR et al., 2016; TALBOTT, 2017) realizaram avaliação de 

citoxicidade da SBL e cálculo de IC50, porém utilizando outra unidade de concentração, 

em µg/mL, que variaram de 0 a 1600 µg/mL e encontrando taxas de viabilidade celular 

de 80 a 100%. 
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Quanto ao cálculo de IC50, os valores encontrados nestes trabalhos (ENTEZARI; 

MOKHTARI; HASHEMI, 2011; AKHTAR et al., 2014; BOOJAR et al., 2016; 

TALBOTT, 2017) não são comparáveis aos aqui encontrados, uma vez que o cálculo de 

IC50 envolveu uma varredura que demonstrou os efeitos do princípio ativo em diferentes 

concentrações (6,25µM a 1000µM), o que gerou grande mortalidade celular, de maneira 

a tornar possível o cálculo adequado de IC50. Sendo 1 µM de SLB equivalente a 482,3 

µg/mL,  a maioria dos trabalhos (ENTEZARI; MOKHTARI; HASHEMI, 2011; 

AKHTAR et al., 2014; BOOJAR et al., 2016; TALBOTT, 2017) que utilizaram 

concentrações em µg/mL nem sequer atingiram a menor das concentrações ensaiadas em 

nosso estudo (6,25µM). 

Após o experimento de citotoxicidade a próxima etapa foi avaliar se de fato a SLB 

teria ação sobre parasitos in vitro. Para isso foi utilizado um isolado da cepa Y  de T.cruzi  

de escolha para ensaios in vivo (ROMANHA et al., 2010).   

A cepa Y de T.cruzi  é uma cepa do grupo genético TcII, delgada, de alta 

infectividade,  que se multiplica com facilidade em meio LIT, mas que não apresenta 

grande taxa de diferenciação em tripomastigotas em meio GRACE (MARTÍNEZ-DÍAZ 

et al., 2001). Devido a esta dificuldade de obter tripomastigotas na quantidade necessária 

para os testes com ambos os compostos, SBL e BZ,  e nas diversas concentrações 

avaliadas, optamos por realizar o ensaio sobre formas epimastigotas, à semelhança de 

diversos trabalhos que avaliaram atividade tripanocida de vários compostos  (LUNA et 

al., 2009; MORENO et al., 2010; MOREIRA et al., 2013; FONSECA-BERZAL et al., 

2018; LOURENÇO et al., 2018) .  

Nesse trabalho a escolha foi pelo método colorimétrico com a resazurina, que já 

foi validado em estudo para avaliação da sensibilidade de formas epimastigotas e 

tripomastigotas de T. cruzi e T. brucei a outros compostos (ROLÓN et al., 2006), 

mostrando alta correlação com outras metodologias, como o MTT, e que vem sendo 

empregado em diversos trabalhados da literatura em screenings de drogas com atividade 

tripanocida (ROLÓN et al., 2006; SYKES; AVERY, 2015; UENO et al., 2018). 

Os resultado aqui encontrados na avaliação da atividade anti T. cruzi sobre formas 

epimastigotas da cepa Y gerou um valor de IC50% de 117,79 µM para SLB, um dado 

inédito, uma vez que a literatura não traz avaliação da SLB sobre qualquer forma 

evolutiva de T.cruzi. Já o resultado encontrado para o IC50% de BZ foi de 22,92 µM, um 

valor maior que o encontrado em alguns trabalhos da literatura que utilizaram a cepa Y. 
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Estes trabalhos encontraram IC50% de 12 µM (SÜLSEN et al., 2006); 20.35±3.04 µM 

(LUNA et al., 2009);  16,3 µM (MORENO et al., 2010), 9µg/mL (MOREIRA et al., 

2013).   

A diferença de resultados encontradas pode ser explicada pelos métodos utilizados 

na avaliação da atividade dos compostos, que em sua maioria (exceto no trabalho de 

Moreira e colaboradores (2013) que utilizou MTT), fez contagem manual dos parasitos 

em câmara de Neubauer. No trabalho aqui apresentado a quantificação foi indireta por 

meio de método colorimétrico (D.O.) com resarzurina. De toda forma, o resultado obtido 

com SLB, demonstrando sua atividade frente a formas epimastigotas da cepa Y, motivou 

a condução das demais etapas do projeto. 

 

Partindo do experimento de citotoxicidade foram definidas as concentrações de 

SLB a serem utilizadas no ensaio em células infectadas com o T.cruzi (forma amastigota). 

A opção foi utilizar as maiores concentrações que mantivessem 100% da viabilidade 

celular. Assim, confirmamos a atividade da SLB em T. cruzi, obtendo redução de 56,85% 

(utilizando concentração de 100µM) e de 23,28% (utilizando a concentração de 25µM) 

dos parasitos em células VERO.  Utilizando BZ em sua maior concentração que mantinha 

viabilidade de 100% das células (10µM), a porcentagem de redução da infecção foi de 

apenas 23,61%, o mesmo observado com a concentração de 25µM de SLB.  Este 

resultado também motivou a continuidade do estudo in vivo. 

Foi concluído que o BZ frente a SLB foi mais ativo sobre as formas amastigotas 

em concentração 2,5 vezes menor (10 µM de BZ, frente a 25 µM de SLB). O melhor 

resultado obtido foi proveniente da associação de fármacos SLB100+BZ10 µM quando 

foi observada uma inibição da infecção celular superior a 90%.  Esse resultado sugeriu 

que a hipótese de efeito combinado de ambos os compostos foi corroborada, o que foi a 

seguir avaliado nos ensaios in vivo. 

No estudo in vivo em camundongos Swiss fêmea com o isolado da cepa Y 

resistente ao BZ optamos por avaliar 3 doses de BZ: a usual (100mg/kg/dia), 50 e 

25mg/kg/dia associadas a SLB. Já para a SLB a decisão de posologia foi baseada na 

literatura, sendo testada a maior dose segura encontrada e utilizada em camundongos 

(150mg/kg/dia) segundo Yan et al. (2015) e outra dose  3x menor (50mg/kg/dia).  

O que foi visto de uma maneira geral é que a SLB isoladamente não foi capaz de 

reproduzir o efeito tripanocida observado in vitro sobre as formas epimastigotas e 
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amastigotas. Os animais pertencentes aos grupos tratados com SLB isolada apresentaram 

valores similares de parasitemia ao dos animais controle INT (infectados e não tratados), 

não havendo diferença estatística entre eles. Porém os animais tratados com 

SLB50mg/kg/dia tiveram sobrevida maior (dados não mostrados). Este resultado foi 

intrigante, pois o que se esperava era que a sobrevida fosse maior e a parasitemia menor 

nos animais tratados com maior dose de SLB (150 mg/kg/dia), o que não aconteceu. 

A literatura revela que uma das ações da SLB, a ação anti-inflamatória, se dá por 

sua inibição do fator de transcrição nuclear-kB (NF-kB). O NF-kB é responsável pela 

transcrição de genes relacionados com a inflamação e considerado como um dos 

principais reguladores das respostas imunes inata e adaptativa na infecção murina com T. 

cruzi (BONIZZI; KARIN, 2004). Assim, essa inibição quando exacerbada (como 

possivelmente observado com a maior dose de SLB (150mg/kg/dia), ao modular a 

resposta inflamatória, ela poderia alterar a correta ativação do sistema imune. 

comprometendo assim os passos essenciais à montagem de uma resposta imune efetiva, 

tanto inata quanto adaptativa, à infecção por T. cruzi, favorecendo a infecção que 

prevaleceria sendo mais elevada na ausência de outro fármaco ativo contra este parasito.  

Todos os outros grupos de animais apresentaram diferença estatística na 

parasitemia em relação ao grupo INT, mostrando que as diferentes doses de monoterapia 

de BZ ou associadas a SLB foram capazes de suprimir a parasitemia inicial. Isso levaria 

a questionar se SLB realmente exerceu algum efeito sobre a parasitemia em associação a 

BZ, como visto in vitro. Para tanto, as contínuas avaliações pós-tratamento ajudaram a 

esclarecer esta questão. 

Pudemos observar que a parasitemia dos animais foi rapidamente supressa mesmo 

com o tratamento em doses mínimas de BZ (25 mg/kg/dia) associadas a SLB 50 ou 150 

mg/kg/dia. Além disso os animais tratados com associações de BZ a SLB 50mg/kg/dia 

tiveram 100% de negativação em suas avaliações parasitologicas (HC) e moleculares 

(qPCR) em eluato de sangue. Já nas avaliações parasitológicas e moleculares de todos os 

grupos de animais tratados com BZ (em diferentes doses) associado a SLB 150mg/kg/dia 

houve em média 95,23% de negativação. 

Assim, é possível dizer que houve ganho relativo ao demonstrar que menores 

concentrações de BZ+SLB (BZ25+SLB150, BZ50+SLB150, BZ50+SLB50)  resultaram 

em maior número de análises parasitológicas e moleculares negativas (100% negativas), 
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e portanto aparentemente mais vantajosas, em relação aos grupos de animais tratados com 

BZ100 isolado, que apresentou negatividade de 71,42% e BZ100+SLB150 com 85,71%, 

mas estas diferenças não são estatisticamente suportadas. Houve exceções tais como 

BZ25+SLB50 e BZ100+SLB50 com 85,7 % e 100% de negatividade, respectivamente.  

Merece ser destacado que os melhores resultados do tratamento, ao considerarmos a 

sorologia - ELISA (menores D.O. aos 240 d.p.t.) e qPCR sanguínea com 100% de 

negatividade), foram obtidos nos grupos tratados  com menores doses de BZ (BZ25 e 

BZ50 ) que no grupo tratado com a dose clássica de 100mg/kg/dia que apresentou alta 

D.O. na avaliação sorológica e  negativação de 71,42%da qPCR.  

Quanto a cura dos animais, é importante ressaltar que em modelo murino a 

avaliação por hemocultura pode ser considerada um critério de cura (BRENER,1962), 

que é de alta sensibilidade em camundongos avaliados na fase aguda, mas que na fase 

crônica requer outras avaliações complementares (TOLEDO et al,1997). Nesse trabalho 

observamos um único grupo de animais com HC positiva (14,29% de positividade). Com 

base no critério HC todos os demais grupos de animais foram 100% curados. 

Ao se comparar a negatividade da HC com a qPCR sangue e de tecido cardíaco 

foi possível observar diferenças, pois em alguns grupos com HC 100% negativa a qPCR 

apresentou 85,71% de negatividade. Isso pode se explicar  pela elevada sensibilidade da 

qPCR em identificar nDNA do parasito, sendo possível especular que este material 

genético seja oriundo de parasitos mortos (BENVENUTI et al, 2008; CANCINO-FAURE 

et al, 2016) ou resquícios de material parasitário ainda em processo de eliminação do 

organismo  hospedeiro, não significando necessariamente infecção ativa. Sendo assim, os 

resultados iniciais e progressivos de negativação da hemocultura observados já 

sinalizavam a cura parasitológica destes animais. 

Ao considerarmos o critério de cura proposto neste trabalho, similar ao critério de cura 

clássico utilizado em humanos (PINTO DIAS et al, 2016), de negatividade simultânea 

em todas as avaliações laboratoriais realizadas, nenhum animal tratado foi considerado 

curado, devido a não negativação da sorologia (ELISA). Essa ausência de negativação 

sorológica se deve ao fato de que os anticorpos anti-T. cruzi serem persistentes por muitos 

anos pós-tratamento (KRETLI et al., 1982; GALVAO et al., 1993; DE LANA ; 

MARTINS-FILHO, 2015) devido à existência de  antígenos de T. cruzi remanescentes 

no baço (ANDRADE,1991) que levam a uma continua estimulação de anticorpos de 

memória de longa duração, que assim persistem (DE LANA; MARTINS-FILHO, 2009), 
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além várias outras razões  (KRETTLI, 2009), o que implica que a reatividade sorológica 

residual não é indicativa necessariamente da permanência de infecção ativa no 

hospedeiro.  

Ao eliminar das considerações das avaliações pós-tratamento os resultados da 

sorologia, que não pode ser considerada como indicativa segura de permanência da 

infecção por T. cruzi no hospedeiro (KRETTLI, 2009), verificamos que aqueles animais 

que passaram a apresentar, ao longo do tempo pós-tratamento, total negativação de todos 

os exames parasitológicos (ESF, HC) e parasitológicos moleculares (qPCR) tanto no 

compartimento sanguíneo com em tecido cardíaco simultaneamente, estariam curados 

parasitologicamente tendo em vista a alta sensibilidade e especificidade da metodologia 

de qPCR em detectar o nDNA do parasito. Resultados semelhantes foram observados por 

Oliveira e colaboradores (2015) que ao acompanhar as avaliações sorológicas e 

parasitológicas mais tempo pós-tratamento (360 d.p.t) observaram uma elevação 

progressiva da negatividade dos exames parasitológicos (HC, PCR),  acompanhada ainda 

pela negativação do teste de pesquisa de anticorpos anti-tripomasigota vivo (AATV-CF) 

de Martins Filho e colaboradores (1995) e modificado por Molina e colaboradores (2000) 

mais precocemente  que a ELISA convencional. Neste estudo onde a avaliação dos 

animais pós-tratamento foi feita até 240 dias, os resultados obtidos apresentaram a mesma 

tendência em relação aos exames parasitológicos. 

 Em conjunto estes dados sugerem que havendo ação terapêutica, mesmo que 

parcial, ocorre aparentemente uma mudança da resposta imunológica que passa a reduzir 

progressivamente a parasitemia até chegar à cura definitiva nos casos de sucesso do 

tratamento.  

Achamos importante ressaltar que aqueles animais nos quais a carga de nDNA 

pela qPCR sanguínea e em tecido cardíaco foi muito baixa ( 1/7 animal do grupo BZ25 

com 9 parasitos/mg de tecido, 1/7 animal do grupo SLB50+BZ25 com 10 parasitos/mg 

de tecido e  em 1/7 animal do grupo SLB150+BZ100 3 parasitos/mg de tecido cardíaco) 

e que influenciou na queda da porcentagem de animais negativos  não deve ser 

considerada como indicação segura de parasitos vivos, e sim de nDNA de T. cruzi 

degenerado, um fato possível principalmente em animais submetidos a tratamento 

etiológico.  
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Assim, ao avaliarmos a eficácia terapêutica desconsiderando a sorologia (ELISA), 

observamos que as taxas de negativação parasitológica se elevam, alcançando 100%  nos 

grupos de animais tratados com associação de fármacos (SLB50+BZ100; SLB50+BZ 50; 

SLB150+BZ50; SLB150+BZ25 mg/kg/dia) e em monoterapia de BZ (BZ50 mg/kg/dia). 

Isso pode ter se dado pelo efeito de SLB sobre o efluxo de BZ no organismo hospedeiro. 

Há a possibilidade de que a diminuição do efluxo por inibição de Pgp por SLB (ZHANG; 

MORRIS, 2003) no TGI tenha propiciado o aumento da concentração de BZ na corrente 

sanguínea,  mesmo quando em doses menores como BZ25 e BZ50 associadas a SLB, 

alcançando concentração sérica igual ou superior à de BZ100 mg/kg/dia.  

Apesar das diferenças de negativação parasitológica entre os grupos 

experimentais não suportar uma análise estatística confirmatória, o exposto no parágrafo 

anterior se reforça ao compararmos a taxa de negatividade dos exames parasitológicos de 

BZ25 (85,71%) em relação a SLB150+BZ25 (100%), em que a alta dose da associação 

com SLB mostrou ganho no combate ao parasito,enquanto que a associação com menor 

dose de SLB (SLB50+BZ25) não apresentou melhor atividade terapêutica, pois a taxa de 

negatividade  parasitológica foi a mesma (85,71%) obtida com  BZ25 isolado. 

Quanto às associações de SLB à BZ100 (SLB50+BZ100, SLB150+BZ100) e 

BZ100 em monoterapia foi observado ganho da associação. Enquanto BZ100 apresentou 

negativação parasitológica de apenas 71,42%,  grupos de animais tratados  com 

SLB150+BZ100 apresentaram 85,71% de negativação, e os tratados com SLB50+BZ100 

100%, indicando possivel ganho tarapêutico da associação, ainda que o esperado (melhor 

resultado utilizando maior concentração de SLB na associação) não tenha sido observado. 

Nas associações de SLB a BZ50 era esperarado ganho da associação frente a 

monoterapia, assim como observado nas associações com BZ25, e de fato, ao avaliarmos 

as associações de SLB à BZ50 (SLB50+BZ50, SLB150+BZ50) e BZ50 em monoterapia 

observamos taxas de 100% de negatividade em todas as avaliações parasitológicas. 

 Seria possível então  levantar a hipótese de que a dose de BZ50 mg/kg/dia seja a 

ideal em monoterapia, contrariando a padronização empírica de BZ100 mg/kg/dia em 

tratamento de fase aguda de DC em modelo murino (BRENER, 1962; ROMANHA et al., 

2010), o que pode ser reforçado ao consideramos que a dose BZ100 mg/kg/dia é alta, por 

alcançar concentração plasmática de 41,61 μg/mL (PERIN,2017) em camundongos 

Swiss, muito superior ao pico de concentração plasmática de 2,2–2,8 μg/mL encontrada 
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em humanos utilizando dose usual e efetiva para o tratamento da DC fase aguda - 5 mg/kg 

(LAFEPE, 2013; MARTINDALE, 2005). 

Ainda não há como afirmar ou mesmo descartar se houve ganho terapêutico pelo 

uso de associação com SLB nos tratamentos empregando BZ50, uma vez que estas 

diferenças não foram confirmadas estatisticamente. É esperado que avaliações 

histopatológicas (ainda em curso) possam apresentar diferenças significativas na redução 

da intensidade das reações inflamatórias e fibrose, e auxiliar na conclusão quando ao uso 

de associação da SLB nessa dose de BZ específica (50mg/kg/dia). A histopatologia 

poderá também indicar se houve maior ganho terapêutico nas demais associações 

empregadas neste trabalho. 

Finalmente, temos que considerar a relatividade dos resultados aqui alcançados 

tende em mente que o isolado de T. cruzi da cepa Y empregado se apresentou resistente 

ao BZ segundo o criterio clássico de cura empregado. Este fato sugere que os resultados 

de eficácia terapêutica obtidos poderiam ser diferentes se isolado do parasito fosse 

parcialemente sensível ou totalmente sensível ao tratamento com o BZ. Atenção análoga 

tem que ser feita em relação a atividade terapêutica da SLB em T. cruzi.  
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8.0. Conclusão 
 

• Ao final deste trabalho concluímos que a SLB foi ativa in vitro, porém BZ 

foi superior a ela, e as associações apresentaram as melhores respostas de 

atividade anti-epimastigota e anti- amastigota; 

• Nos ensaios in vivo em monoterapia, a SLB não apresentou ação efetiva 

contra a cepa Y de T. cruzi resistente ao tratamento com BZ, mas associada 

a BZ (mesmo na menor concentração de BZ estada) foi capaz de levar a 

negativação simultânea dos exames parasitológicos dos animais, o que por 

sua vez foi também obtido com o tratamento com BZ, principalmente em 

menores doses; 

• Foi demonstrado também in vivo que há potencial para a associação 

SLB+BZ, e que BZ em menores doses (25 e 50 e mg/kg/dia) 

aparentemente traz ganhos ao tratamento etiológico da DC em modelo 

murino, pois levaram a maior negativação dos exames parasitológicos 

(ESF, HC e qPCR em eluato sanguíneo e em tecido cardíaco).  
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9.0. Perspectivas  
 

Estão sob avaliação amostras de tecido coletado durante eutanásia dos animais. 

Esperamos que os resultados obtidos com avaliações parasitológicas e sorológicas sejam 

enriquecidos com as informações da avaliação histopatológica, em que será possível 

verificar se houve ganho com a ação anti-inflamatória de SLB aliada a redução de dose 

de BZ.  

Este projeto levantou questões que serão exploradas em um trabalho de doutorado.  

A SLB e BZ são fármacos rapidamente eliminados na corrente sanguínea em 

roedores, SLB possui ½ vida de apenas 2.11h  (ZHAO; AGARWAL, 1999) e  BZ possui 

½ vida de 2.03h (PERIN et al., 2017), o que tornaria necessária administrações várias 

vezes ao dia para manutenção da faixa terapêutica necessária. A frequência de 

administração dos fármacos por gavagem seria algo inviável,  pois mesmo quando feita 

apenas uma vez ao dia é capaz de levar a lesões esofágicas (JONES; BOYD; WALLACE, 

2016) e morte de 15% dos animais (ARANTES-RODRIGUES et al., 2012).  

Assim a preparação de formulação de liberação prolongada surge como uma 

possibilidade de correção para a curta meia vida de ambos os fármacos.  Mosqueira e 

colaboradores demonstraram que  BZ em formulação nano auto-emulssionável  

(SNEEDs) apresentou faixa terapêutica  prolongada  na corrente sanguínea dos 

camundongos tratados (BAHIA; DINIZ; MOSQUEIRA, 2014).  

Acreditamos que em formulação SNEDDs o tempo de liberação aumente para 

SLB e BZ, possibilitaria maiores intervalos de doses o que associada a inibição de Pgp 

por SLB prolongaria a faixa terapêutica, atingindo o necessário para cura dos animais. 

Assim é possível obter maiores ganhos que com os fármacos utilizados de forma livre.  
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