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RESUMO 

 

O Ravuconazol é um derivado triazólico de quarta geração que possui potente 

atividade antifúngica e intensa atividade anti- Trypanosoma cruzi in vitro. Neste estudo 

foi avaliada a atividade do Ravuconazol in vivo contra as cepas Y e Berenice-78 do T. 

cruzi, utilizando cães na fase aguda da doença como modelo experimental. A droga foi 

bem tolerada e não foram observadas reações adversas durante o tratamento utilizando 

12,0 mg de Ravuconazol por quilograma de peso corporal durante 90 dias. Em todos os 

animais a parasitemia foi permanentemente suprimida a partir do primeiro dia de 

tratamento, independentemente da cepa do parasito. A hemocultura realizada trinta dias 

após o término do tratamento foi negativa em todos os animais, confirmando a acentuada 

redução da carga parasitária induzida pela droga. Em acordo com esses resultados, a 

técnica de PCR realizada um mês após o tratamento revelou resultados negativos em 3/5 

e 2/5 dos animais infectados com as cepas Y e Be-78, respectivamente. O tratamento 

levou à redução significativa nos níveis de anticorpos anti-T.cruzi no sangue dos cães, 

sendo não detectáveis em alguns períodos enquanto a pressão da droga foi mantida; 

porém, após o término do tratamento, os níveis de IgG total e IgG2 elevaram-se 

novamente; indicando que a cura parasitológica não foi alcançada. Entretanto, mesmo não 

sendo capaz de induzir a cura parasitológica, o tratamento com Ravuconazol levou à 

redução significativa das lesões cardíacas e da expressão de mRNA para IFN- no tecido 

cardíaco nos animais infectados com a cepa Y, enquanto a expressão de IL-10 foi 

aumentada. Deste modo, conclui-se que o Ravuconazol possui potente atividade 

supressiva, mas não curativa no modelo agudo da doença de Chagas canina, 

provavelmente devido às propriedades farmacocinéticas desfavoráveis nesse modelo 

(tempo de meia-vida de 8,8 horas). Em humanos, o perfil farmacocinético da droga é 

mais favorável (tempo de meia-vida de 120 horas), fazendo desse composto um forte 

candidato à quimioterapia da doença de Chagas humana.  
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ABSTRACT 
 

Ravuconazole is an experimental triazole derivative with potent and broad-

spectrum antifungal activity and also very potent in vitro anti-Trypanosoma cruzi activity. 

In this work, we investigated the in vivo activity of ravuconazole against Y and Berenice-

78 T. cruzi strains using acutely infected dogs as hosts. Ravuconazole was well tolerated 

as no significant side effects were observed during the treatment using 6.0 mg/kg b.i.d 

(12mg/kg.d.) for up to 90 days. In all treated animals parasitemia was permanently 

suppressed by the first day of treatment, independently of the parasite strain. Blood 

culture performed post-treatment was negative in all animals, confirming a marked 

reduction of the parasite load induced by drug. Consistently, T.cruzi blood PCR tests 

performed one month post-treatment was negative in 3/5 and 2/5 of animals infected with 

Y strain and Berenice-78 strain, respectively. Treatment led to significant reduction on 

levels of anti-T. cruzi antibodies while the drug pressure was maintained, but after the end 

of this treatment antibodies levels (IgG and IgG2), though not those of the IgG1 subclass, 

raising slowly but without reaching the same level of untreated controls, indicating that 

parasite clearance was not achieved. However, despite being unable to induce 

parasitological cure, ravuconazole treatment led to a significant reduction of the cardiac 

lesions and IFN-gamma m-RNA expression in cardiac tissues in animals infected with the 

Y strain, while IL-10 mRNA expression increased. We conclude that ravuconazole has 

potent suppressive but not curative activity in canine model of acute Chagas disease, 

probably due to unfavorable pharmacokinetic properties (half-life 8.8 hours). In man, 

where the pharmacokinetic profile of the drug is more favorable (half-life 120 hours), it is 

to be expected that the anti-T. cruzi efficacy of ravuconazole should be higher, making it 

a promising candidate for specific Chagas disease chemotherapy.  
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1.1. O Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas 

 

A doença de Chagas, descoberta e denominada tripanossomíase americana em 

1909 pelo Dr. Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas (Chagas, 1909), resulta da infecção 

pelo protozoário T. cruzi. Esse parasito digenético, pertencente à ordem Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae, tem um complexo ciclo de vida, envolvendo várias formas 

evolutivas nos diversos hospedeiros vertebrados e no inseto vetor, hemípteros da 

subfamília Triatominae (WHO, 2002). A forma de transmissão epidemiologicamente 

mais significativa se dá por via vetorial; entretanto, a infecção pode ser adquirida também 

por transfusão sanguínea, via oral, transmissão congênita e acidentes de laboratório, 

dentre outras (Dias et al., 1992; Prata, 2001; Remme et al., 2006).  

A transmissão vetorial inicia-se na camada dérmica ou mucosa conjuntival, por 

formas tripomastigotas metacíclicas depositadas junto com as fezes ou urina de 

triatomíneos durante o seu repasto sangüíneo (Brener, 1987). Uma vez vencida a barreira 

da pele, as formas tripomastigotas são capazes de invadir uma grande variedade de 

células do hospedeiro, onde, no citoplasma, diferenciam-se subsequentemente em 

amastigotas, as formas de multiplicação no hospedeiro vertebrado. As amastigotas dão 

origem às formas tripomastigotas, as quais rompendo a membrana da célula infectam 

células adjacentes ou caem na corrente sanguínea, infectando tecidos mais distantes (Ley 

et al., 1988; Tyler  e Engman, 2001). Essas formas podem ser novamente ingeridas pelo 

triatomíneo, transformando-se em epimastigotas e posteriormente em tripomastigotas 

metacíclicas, completando o ciclo biológico do parasito (Brener, 1973; De Souza, 1984; 

Kirchhoff, 1989; Stuart et al., 2008).     

Após o contato do T. cruzi com o organismo hospedeiro, inicia-se a fase aguda 

da doença. Passado um período de incubação de uma ou duas semanas, algumas pessoas 

podem desenvolver sinais e sintomas não específicos, incluindo febre, calafrios, náusea, 

vômitos e diarréia. Lesão inflamatória no sítio de entrada do parasito (chagoma), edema 

periorbital unilateral (sinal de Romaña), conjuntivite, enfartamento ganglionar, 

hepatoesplenomegalia, miocardite e meningoencefalite são descritos em pacientes na fase 

aguda (Hoff et al., 1978; Laranja et al., 1956; Salgado, 1962; Rassi, 1979; Rassi Jr. et al., 
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2000). O diagnóstico nessa fase da doença é primariamente parasitológico, através do 

encontro de formas tripomastigotas sanguíneas observadas no sangue e fluido cérebro-

espinhal de alguns pacientes. Ocorrem ciclos assincrônicos de multiplicação do parasito, 

destruição dos tecidos do hospedeiro e infecção de novas células; consequentemente há 

intenso parasitismo tecidual (Tanowitz et al., 2009).  

A mortalidade provocada pela doença na fase aguda é de aproximadamente 5%; 

geralmente resultante de quadros de miocardite ou meningoencefalite em crianças (Barret 

et al., 2003; Remme et al., 2006). Entretanto, a maioria dos pacientes desenvolve resposta 

imune celular e humoral efetivas, a parasitemia torna-se subpatente e não há manifestação 

de sinais e sintomas. Geralmente em 2 a 4 meses, o paciente encontra-se na fase crônica 

indeterminada da doença, caracterizada pelo baixo parasitismo sanguíneo e tecidual, 

presença de anticorpos específicos anti-T. cruzi e ausência de manifestações clínicas 

atribuíveis à infecção; podendo assim permanecer por toda a vida (Dutra et al., 2005; 

Prata, 2001; Rossi e Bestetti, 1995). Já as formas crônicas sintomáticas – cardíaca, 

digestiva e mista, manifestam-se de 10 a 30 anos depois, em cerca de 30% dos indivíduos 

infectados (Andrade, 1958; Prata, 2001). Uma pequena parcela dos pacientes, cerca de 5 a 

10%, evolui para as formas crônicas sintomáticas diretamente da fase aguda. (Dias, 

1995).  

O envolvimento cardíaco é a manifestação mais grave e freqüente, sendo a maior 

causa de morbidade provocada pela doença de Chagas crônica e tipicamente, leva a 

arritmias, falência cardíaca, fenômenos tromboembólicos e morte súbita (Chapadeiro, 

1999; Rassi Jr. et al., 2000). As manifestações digestivas, denominadas megas – 

megaesôfago e megacólon, acometem 5 a 10% dos indivíduos infectados (Prata, 2001), 

sendo atribuídas à destruição de nervos do plexo mioentérico, a qual leva a movimentos 

peristálticos sem coordenação, hipertrofia muscular e dilatação. Essa condição, na forma 

mais grave, leva a desnutrição e constipação acentuadas, de difícil tratamento (Tostes Jr. 

et al., 1994). A forma crônica mista resulta da combinação das formas clínicas cardíaca e 

digestiva (Prata, 2001).   
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Diversos estudos buscam elucidar os fatores que podem estar envolvidos na 

evolução da doença de Chagas. A cepa do parasito e o tropismo tecidual, a carga 

parasitária, o tempo de infecção e a exposição à reinfecção, bem como as características 

genéticas do hospedeiro e os fatores relacionados à resposta imune tem sido sugeridos 

como determinantes da evolução para as diferentes formas clínicas da doença de Chagas 

crônica (Andrade et al., 1998; Dias, 2000; Sosa-Estani et al., 1998; Dutra e Gollob, 

2008).  

 

 

1.2. A resposta imune e a imunopatologia da doença de Chagas 

 

A primeira etapa que assegura a sobrevivência do T. cruzi e o sucesso da infecção é 

a entrada nas células hospedeiras. Várias moléculas presentes nessas células e na 

superfície do parasito revelam-se essenciais para o processo ativo de invasão celular e são 

capazes de estimular a resposta imune inata, a qual está envolvida na resistência à 

infecção. Essas interações são críticas para o controle imediato da parasitemia, havendo o 

estabelecimento de um ambiente rico em citocinas e a ativação dos componentes da 

imunidade inata, como células Natural Killer (NK) e macrófagos (Andrade e Andrews, 

2005; Tarleton et al., 2007). Ao mesmo tempo, é observada ativação policlonal de células 

B e T (Minoprio et al., 1986).  

 Macrófagos e células dendríticas, ao entrarem em contato com o parasito, sintetizam 

IL-12 e TNF-; essas citocinas ativarão células NK a produzirem IFN- e favorecer a 

diferenciação de linfócitos Th no fenótipo Th1, além de estimular linfócitos B efetores e 

células T CD8
+
 a produzirem anticorpos e destruir o patógeno, respectivamente. 

Macrófagos ativados por IFN- e TNF- produzirão óxido nítrico, o qual é primariamente 

responsável pelo controle da replicação do parasito na fase aguda da infecção 

(Michailowiscky et al., 2001; Gazzinelli et al., 1992).  

Com o progresso da infecção, o número de células secretoras de imunoglobulinas é 

aumentado e a hipergamoglobulinemia pode ser detectada no sangue. Além da ativação 



Diniz, L.F.                                                                                                              Introdução 

 

 5 

 

imune sistêmica, a infecção pelo T. cruzi leva à reação inflamatória em alguns órgãos, 

notavelmente no tecido cardíaco. Essa reação inflamatória local conduz à produção de 

mediadores inflamatórios, principalmente citocinas e quimiocinas, as quais dirigem a 

migração de leucócitos para a área afetada, visando à eliminação do parasito. Porém, a 

ativação exacerbada da resposta imune pode contribuir para causar danos ao tecido 

hospedeiro, com posterior desenvolvimento de cardiomiopatia, uma característica bem 

estabelecida em estudos experimentais e utilizando pacientes na fase aguda da doença 

(Teixeira et al., 2002).  

Assim que a parasitemia e o parasitismo tecidual são controlados, na fase crônica, a 

miocardite, bem como a ativação policlonal de linfócitos é atenuada.  Sabe-se que a 

resposta celular é crítica durante a evolução da doença de Chagas. No estágio inicial, 

células T CD4
+
 constituem a subpopulação predominante no processo inflamatório do 

tecido cardíaco de animais infectados (dos Santos et al., 2001) e pacientes chagásicos 

(d’Ávila Reis, et al., 1993); entretanto, linfócitos T CD8
+
 tornam-se a população celular 

mais numerosa. Foi observado que linfócitos T CD8
+
 estavam em contato direto com 

miocardiócitos em destruição, sugerindo fortemente uma ação patogênica destas células 

na cardiopatia chagásica. Já os linfócitos T CD4
+
 Th1 específicos podem ter múltiplas 

funções na resistência ao T. cruzi e ainda contribuírem como a maior fonte de INF- para 

a ativação de macrófagos. Estes atuariam, também, na diferenciação e ativação de 

linfócitos T CD8
+
, sendo importantes componentes na resistência ao parasito (Brener e 

Gazzinelli, 1997).  

Juntamente à resposta imune celular, a resposta humoral exerce papel importante no 

controle da parasitemia e na resistência à infecção pelo T. cruzi (Krettli e Brener, 1976). 

A infecção pelo T. cruzi leva à ativação policlonal de células B, responsável pela 

hipergamaglobulinemia observada no sangue (Minoprio et al., 1986). Em humanos 

ocorre a produção de quatro subclasses de imunoglobulina G (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4), 

sendo o controle na produção destas subclasses mediado por diferentes citocinas 

(Kawano et al., 1994). Anticorpos da classe IgG são produzidos logo no início da fase 

aguda da doença e reagem principalmente com moléculas de superfície das formas 
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tripomastigotas. Krettli e Brener (1982) demonstraram a existência de anticorpos 

protetores contra formas sanguíneas vivas de T. cruzi, denominados anticorpos líticos. 

Esses anticorpos participam da resistência a infecções, sendo importantes no controle do 

parasitismo.  

Embora o papel do parasito na patogênese da fase aguda da doença de Chagas seja 

bem aceito, sua função na fase crônica da doença foi alvo de controvérsias. Sabe-se que o 

componente chave associado às manifestações patológicas da doença de Chagas é a 

inflamação difusa e sustentada dos órgãos afetados, com citólise e fibrose associadas. 

Esse fato levou diversos pesquisadores a tentarem elucidar a origem e a manutenção 

dessa resposta inflamatória. Vários estudos relataram que fenômenos auto-imunes seriam 

a causa primária da inflamação persistente associada com as manifestações da doença, 

incluindo a cardiopatia chagásica crônica. Essa hipótese foi baseada na ausência aparente 

do parasito nas lesões inflamatórias presentes no coração e trato gastrintestinal, bem 

como à presença de auto-anticorpos, que seriam resultado de um mimetismo molecular 

entre antígenos do parasito e moléculas pertencentes ao hospedeiro. De acordo com essa 

hipótese, o papel do parasito na lesão seria disparar o fenômeno auto-imune; não sendo 

sua presença essencial para o desenvolvimento da patologia associada à doença (Cunha-

Neto et al., 1995; Kalil e Cunha-Neto, 1996). Entretanto, esta teoria foi desafiada por 

novos resultados que, utilizando técnicas mais sensíveis para detecção do parasito, como 

a reação em cadeia da polimerase (PCR) e imunohistoquímica, conseguiram demonstrar 

associação da presença do T. cruzi com o desenvolvimento das lesões cardíacas e 

digestivas, bem como com a intensidade do processo inflamatório (Benvenuti et al., 

2008; Perez-Fuentes et al., 2003; Schijman et al., 2004; Tarleton et al., 1997, 1999; Vago 

et al., 2000; Zhang and Tarleton, 1999). Deste modo, atualmente sabe-se que as duas 

hipóteses não são excludentes. A persistência do parasito é condição necessária e 

suficiente para gerar e sustentar a resposta inflamatória no tecido infectado, podendo 

também incluir fenômenos auto-imunes (Dutra e Gollob, 2008).   

Na tentativa de elucidar o papel do sistema imune na evoluçãoclínica diferencial 

da doença de Chagas, diversos estudos têm trazido maiores conhecimentos acerca desse 
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tema. Sabe-se que a resposta anti-T. cruzi, mediada por citocinas inflamatórias como 

IFN- e TNF-, quando exacerbada, enquanto eficiente na eliminação do parasito, pode 

levar à patologia do tecido. Para limitar o dano potencial produzido pela resposta 

inflamatória ou produção excessiva de citocinas, o sistema imune desenvolve uma série 

de mecanismos imunorreguladores, como a produção de citocinas com função 

modulatória. Dentre essas, as citocinas IL-10 e TGF- inibem a produção de IFN- 

dependente de célula T, bem como a síntese de NO e TNF- por macrófagos (Moore et 

al., 1993). Hunter et al. (1997) demonstraram que apesar de camundongos deficientes na 

produção de IL-10 desenvolverem menor parasitemia, apresentam índices de mortalidade 

maiores, mostrando como é essencial o equilíbrio na produção de mediadores pró e 

antiinflamatórios.  

 

1.3. A epidemiologia da doença de Chagas 

 

A doença de Chagas é endêmica em 21 países das Américas do Sul e Central 

(Workshop on Chagas Disease, 2007). As tentativas para controlar sua transmissão foram 

iniciadas pelo próprio Carlos Chagas tão logo a enfermidade foi descoberta. Porém, 

progressos significativos foram alcançados em décadas recentes. A partir de programas 

de controle iniciados na década de 70, os quais culminaram com a criação da Iniciativa do 

Cone Sul, em 1991, foram elaborados planos de ação com dois objetivos principais; 

sendo o primeiro controlar a infestação domiciliar do então principal triatomíneo 

transmissor, o Triatoma infestans, através de borrifações de inseticidas de ação residual 

no domicílio e peri-domicílio, além de controlar populações de triatomíneos de outras 

espécies que pudessem ter importância local. O segundo objetivo foi interromper a 

transmissão do T. cruzi por transfusão sanguínea, através do rigoroso controle sorológico 

dos bancos de sangue (Dias et al., 2002). A iniciativa obteve grande sucesso. No Brasil, o 

número de municípios onde havia notificação de infestação pelo T. infestans caiu de 711, 

em 1980, para 3 em 2006. A proporção de bancos de sangue controlados foi de 13% para 

99% nesse mesmo período (Workshop on Chagas disease, 2007; Hotez et al., 2004). 
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Estimuladas pelo sucesso desse programa de controle, outras iniciativas foram lançadas, 

como a Iniciativa da América Central e do Pacto Andino, em 1997, cujos principais alvos 

foram o Rodnius prolixus e o T. dimidiata (Dias et al., 2008; Moncayo, 2003).  

Estima-se que, globalmente, o número de mortes por ano causadas por essa 

doença, tenha caído de 45000 em 1990 para 12500 em 2006, enquanto a incidência anual 

durante esse período de 16 anos caiu de 70000 para 41000, reduzindo o impacto sócio-

econômico provocado pela doença (Dias et al., 2008b). Porém, mesmo com a 

significativa redução da transmissão, estima-se que 15 milhões de pessoas estejam 

infectadas em todo o mundo (WHO, 2007). Devido às migrações, o número de casos tem 

aumentado na Europa e EUA, e este aumento apresenta riscos adicionais de transmissão 

através de transfusões de sangue e transplante de órgãos (Schmuñis e Yadon, 2009; 

WHO, 2008). Além disso, outro desafio que motiva a vigilância epidemiológica 

continuada diz respeito à domiciliação de triatomíneos antes encontrados apenas no 

ecótopo silvestre, somada à ocorrência de invasão do domicílio por vetores adultos, na 

ausência de domiciliação (Dias, 2009; Salvatella, 2007; Workshop on Chagas disease, 

2007). Adicionalmente, no Brasil, a persistência de focos silvestres tem sido relacionada 

com a transmissão oral; via de infecção responsável por aproximadamente 100 novos 

casos por ano, com ocorrência de óbitos na fase aguda (Dias et al., 2008 a; Dias, 2009). 

Com a intensa exploração de regiões de floresta, aumenta o número de casos, que se dão, 

principalmente, através da ingestão de açaí ou caldo de cana contaminados, dependendo 

da região. No Pará, Nobrega et al. (2009) relataram a ocorrência de 176 casos de doença 

de Chagas aguda durante o ano de 2006.  

Deste modo, a doença permanece como um problema de saúde prioritário, pela 

necessidade de vigilância e controle, pelos custos médicos e sociais necessários ao 

atendimento das pessoas infectadas, especialmente considerando a ausência de tratamento 

eficiente e bem tolerado, sobretudo na fase crônica da doença (Morel e Lazdins, 2003).  
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1.4. Tratamento etiológico da doença de Chagas 

Os primeiros compostos ensaiados visando ao tratamento da doença de Chagas 

foram experimentados por Mayer e Rocha Lima (1912-1914) logo após o descobrimento 

da doença; porém, nenhum deles foi eficaz. A partir daí, substâncias de diversas classes 

foram testadas. Incluíam-se nessa lista vários antimaláricos, sais de ouro, bismuto e 

cobre, violeta genciana, sulfonamidas, ACTH, cortisona, anfotericina B, mais de 30 

antibióticos e alguns nitrofuranos (revisado por Coura & Silva 1961; Brener, 1968; 

Cançado, 1968). Alguns desses compostos exibiam efeito supressivo sobre a parasitemia, 

mas nenhum levou à cura da infecção.   

A partir de 1962, após a reunião do "Grupo de Estudos para o Tratamento da 

Doença de Chagas", o tratamento da enfermidade passou a ser investigado mediante 

ensaios clínicos controlados. Dois compostos foram apontados como particularmente 

eficazes: o nifurtimox (Nfx) foi o derivado 5-nitrofurfuridileno mais ativo ensaiado 

experimentalmente (Bock et al., 1969) e o benznidazol (BZ), que apresentou alta 

atividade in vitro e in vivo contra o T. cruzi (Richle, 1973). Empiricamente descobertos 

no fim da década de 60 e início dos anos 70, estes medicamentos são a única estratégia 

disponível até a presente data para o tratamento da doença de Chagas (Coura e Castro, 

2002; Dias, 2006).  

O BZ, como todos os derivados 2-nitromidazóis, inibe a síntese de RNA e 

proteínas do T. cruzi (Polak & Richle, 1978). Seu mecanismo de ação ainda não foi 

completamente elucidado. Parece atuar por meio de radicais nitrogenados produzidos 

pelas nitroredutases humanas. Na presença de oxigênio, esses radicais são convertidos em 

radicais livres. A falta de atividade detoxificante do T. cruzi contra esses radicais o faz 

muito mais sensível que as células humanas. Stoppani (1999) descreveu que o BZ inibe a 

síntese de DNA, RNA e proteínas, e também acelera a degradação dessas 

macromoléculas; pode ainda inibir as enzimas encarregadas em manter a integridade do 

DNA, como as topoisomerases. Geralmente, as crianças toleram melhor o medicamento 

que adultos, manifestando menos reações adversas. Entretanto, cerca de 30% dos 

pacientes tratados com BZ apresentam reações adversas dermatológicas e outros 30% 
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manifestam neuropatia periférica dose-dependente. Já a supressão da medula óssea é 

raramente observada, levando à interrupção imediata do tratamento. Outras reações 

incluem anorexia e perda de peso, náuseas, vômito e insônia (Kirchhoff, 2000). 

O Nfx atua através da redução do grupo nitro por nitroredutases, ocorrendo a 

produção de radicais nitroaniônicos os quais reagem produzindo metabólitos de oxigênio 

reduzidos altamente tóxicos (Docampo & Moreno, 1986; Docampo, 1990). Essa droga 

induz o aparecimento de reações adversas freqüentes. Queixas em relação ao ao 

aparecimento de sintomas no trato gastro-intestinal ocorrem em 30 a 70% dos indivíduos 

tratados e incluem anorexia, levando à perda de peso, náusea, vômito e desconforto 

abdominal. Sintomas de toxicidade do sistema nervoso central incluem irritabilidade, 

insônia, desorientação e, frequentemente, tremores. Sintomas mais sérios, porém menos 

comuns, incluem parestesias, polineuropatia e neurite periférica. Há também reações 

adicionais, como vertigem, excitação nervosa, alterações de humor e mialgia. O Nfx teve 

sua comercialização descontinuada na década de 80 em alguns países; primeiro no Brasil 

e em seguida na Argentina, Chile e Uruguai.   

Estudos recentes confirmaram o efeito tóxico dos radicais livres envolvidos no 

mecanismo de ação desses medicamentos sobre as células hospedeiras. Os autores 

demonstraram que o BZ e o Nfx são ativados por enzimas nitroredutases microssomais 

do pâncreas e coração de ratos de forma dependente do citocromo P450 (Castro et al., 

2006; de Mecca et al., 2008).  

Diversas triagens clínicas foram realizadas utilizando o BZ e o Nfx. Estes 

estudos têm demonstrado que a eficácia terapêutica varia de acordo com a fase da doença, 

a dose e o tempo de tratamento, idade e origem geográfica do paciente, bem como a 

metodologia utilizada para verificação da cura (revisado por Guedes et al., 2006). Porém, 

os resultados demonstram claramente que quanto mais cedo é realizado o diagnóstico e 

iniciado o tratamento, maiores as chances de cura parasitológica. Deste modo, numerosos 

estudos clínicos demonstram que ambas as drogas têm significativa atividade na infecção 

congênita, fase aguda e mesmo na fase crônica recente da doença de Chagas (Guedes et 

al., 2006).   
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Na terapêutica da doença de Chagas transmitida por via congênita, o tratamento 

precoce de recém-nascidos com BZ ou Nfx foi efetivo em 66% a 100% dos casos. De 

forma interessante, notou-se que quando o tratamento foi iniciado em crianças com idade 

inferior a 3 meses, 100% de cura foi alcançada (Blanco et al., 2000; Russomando et al.; 

1998; Schijman et al.; 2003). Já em crianças de 7 meses a 2 anos de idade e com 3 a 15 

anos de idade, os índices de cura foram de 66% e 12,5%, respectivamente, reforçando a 

necessidade do tratamento precoce (Schjiman et al., 2003; Streiger et al., 2004). 

Em triagens clínicas realizadas durante a fase aguda da infecção, sendo o tempo de 

tratamento variado entre os estudos, os autores observaram de 40% a 85% de cura 

parasitológica, definida como negativação de todos os testes parasitológicos sorológicos 

convencionais (Bahia-Oliveira et al., 2000; Cançado, 1999; 2002). Resultados 

semelhantes foram obtidos no tratamento da fase crônica recente da doença. Esses 

estudos revelaram índices de cura de 60% a 87% em crianças de até 14 anos, tratadas com 

BZ, no Brasil e na Argentina (Andrade et al., 1996; Andrade et al., 2004; Andrade e 

Zicker, 1997; Sosa-Estani et al., 1998; Sosa Estani e Segura, 1999). Entretanto, outros 

estudos relataram índices de cura menores após o tratamento de crianças e jovens de até 

18 anos, com BZ ou Nfx.  No Brasil, Silveira et al. (2000) observaram apenas 8,3% de 

cura em pacientes de 7 a 12 anos, residentes em Goiás, onde a transmissão foi 

interrompida há mais de 10 anos. Solari et al (2001), avaliando crianças de 0 a 10 anos, 

residentes em diferentes regiões endêmicas no Chile, constataram negativação dos testes 

parasitológicos e sorológicos em apenas 2 das 66 crianças tratadas com Nfx. Mais 

recentemente, num estudo envolvendo 2976 pacientes de 0 a 18 anos, Yun et al. (2009) 

demonstraram níveis de cura variáveis em diferentes regiões geográficas. Observou-se 

maior sucesso terapêutico no tratamento de crianças e jovens residentes em Honduras e 

Guatemala (87,1% e 58,1% de cura, respectivamente) enquanto em duas regiões da 

Bolívia, 5,4 % e 0% de cura foram alcançados. Esses dados basearam-se na 

soroconversão negativa em 18 a 60 meses após o tratamento. 
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A variabilidade na eficácia do tratamento pode ser reflexo das diferenças genéticas 

tanto na população do parasito quanto na dos hospedeiros presentes nas diferentes regiões 

geográficas onde a doença é endêmica (Yun et al., 2009).  

Aliada à incerteza do benefício do tratamento na fase crônica recente, outra grande 

limitação desses compostos é a baixa eficácia na fase crônica da doença, somada à alta 

incidência de reações adversas. Menos de 20% dos pacientes tratados nessa fase alcançam 

a cura parasitológica (Braga et al. 2000; Cançado, 2002; Ferreira, 1990; Fernandes et al., 

2009; Lauria-Pires et al., 2000; Fabbro de Suasnábar et al., 2000; Viotti et al. 1994;). 

Esses resultados têm sido confirmados pela PCR em modelos experimentais e pacientes 

(Anez et al., 1999; Britto et al., 2001; Garcia et al., 2005; Martins et al., 2008).  

As razões para a diferenças marcantes no efeito antiparasitário desses compostos 

nas fases aguda e crônica da doença ainda não estão claras, mas podem estar relacionadas 

com as propriedades farmacocinéticas, como tempo de meia-vida terminal relativamente 

curto e penetração  limitada nos tecidos (Raaflaub, 1980; Raaflaub e Ziegler, 1979; 

Workman et al., 1984), a qual limitaria sua ação na fase crônica da doença, quando os 

parasitos estão, em sua maioria, confinados em tecidos profundos e em lenta replicação 

(Urbina, 1999;  Urbina e Docampo 2003). Outro grande obstáculo para obtenção da cura 

parasitológica é a grande variabilidade genética das populações de parasitos (Brener e 

Chiari, 1967) e a existência de cepas naturalmente resistentes às drogas (Filardi e Brener, 

1987), o que pode estar relacionado à origem geográfica das mesmas (Murta et al., 1998).  

O tratamento específico anti-T. cruzi visa à eliminação do parasito e à cura da 

infecção. Porém, se mesmo na ausência de cura, o tratamento puder melhorar a condição 

clínica do paciente, a terapêutica é justificada (Silveira et al., 2000).  

A avaliação do efeito do tratamento com BZ e Nfx na evolução da doença resulta 

em conclusões ainda contraditórias. Segura et al. (1994), ao avaliarem camundongos 

inoculados com o isolado COB do T. cruzi e tratados com BZ e Nfx, não observaram 

diminuição significativa na miocardite encontrada nos animais tratados na fase crônica da 

infecção em relação aos animais não tratados. Entretanto, outros estudos demonstraram 

redução do infiltrado inflamatório em animais infectados com diferentes cepas e tratados 
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com BZ, apesar da intensidade da fibrose ser similar entre os grupos tratados e não 

tratados (Andrade et al.,1989; Garcia et al., 2005). Avaliando pacientes, alguns autores 

afirmaram que o tratamento foi associado com negativação dos testes sorológicos, além 

de prevenção da evolução clínica e das alterações eletrocardiográficas (Fabbro de 

Suasnábar et al., 2000; Fragata Filho et al., 1994; Viotti et al., 1994; Viotti et al., 2006). 

Porém, em outros estudos não foi observada melhora significativa na condição clínica dos 

indivíduos tratados e, além disso, foi evidenciada a progressão da doença de forma 

similar entre indivíduos tratados e não tratados. (Lauria-Pires et al., 2000; Macedo e 

Silveira, 1987; Silveira et al., 2000). Essas diferenças intrigantes são provavelmente 

relacionadas às diferentes populações do parasito presentes nos vários estudos, em 

diferentes regiões, bem como esquemas terapêuticos, fase da infecção e tempo de 

acompanhamento após o tratamento. De forma interessante, os resultados obtidos por 

Caldas et al. (2008), utilizando camundongos infectados com diferentes cepas, 

corroboram com essa hipótese, permitindo que os autores sugerissem que a eficácia do 

tratamento em prevenir as lesões da fase crônica é cepa-específica.  

Dadas as limitações significativas das drogas disponíveis atualmente, 

particularmente para o tratamento da doença crônica, a avaliação de novos compostos ou 

de novas estratégias para o tratamento específico da doença de Chagas (Urbina, 2009a), 

bem como avaliação do impacto do tratamento na progressão das lesões são necessárias.  

 

1.5. Outros fármacos com ação anti- T. cruzi e os inibidores da biossíntese                         

do ergosterol 

 

 As exigências mais importantes para uma droga ideal para o tratamento etiológico 

da Doença de Chagas seriam: 

 (i) alta atividade contra as formas de T. cruzi presentes nos hospedeiros mamíferos e 

contra as populações incluídas nas diferentes linhagens genéticas do parasito;    

(ii) eficácia em ambas as fases aguda e crônica da infecção;   

(iii) administração oral em uma ou poucas doses;   
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(iv) segurança para uso em crianças e mulheres grávidas;   

(v) baixo custo e alta estabilidade para uma longa vida de prateleira em condições 

tropicais;  

(vi) acumulação de tecidos e de longa duração meia vida.   

 Entretanto, ambas as drogas atualmente disponíveis para o tratamento da doença de 

Chagas não preenchem esses critérios. Ao longo dos anos, diversos compostos têm sido 

ensaiados. As estratégias para o desenvolvimento de agentes terapêuticos mais eficazes 

envolvem a identificação de princípios ativos de plantas, investigação de drogas já 

utilizadas para o tratamento de outras patologias, ou validação de alvos específicos, 

identificados dentro de vias metabólicas chave. A escolha de alvos metabólicos é baseada 

em diferenças moleculares, bioquímicas e/ou fisiológicas entre patógenos e hospedeiros. 

Dentre os alvos mais promissores, estão os inibidores ou substratos da biossíntese da via 

de salvação de purinas, inibidores de cisteíno proteases, inibidores do metabolismo de 

pirofosfatases e inibidores da biossíntese de ergosterol, entre outros (Urbina, 2009b).  

 Os inibidores da biossíntese de ergosterol são os candidatos mais avançados para 

novos tratamentos da doença de Chagas (Urbina, 2009b). Essas substâncias, 

desenvolvidas originalmente como drogas antifúngicas, são largamente utilizadas para o 

tratamento de infecções micóticas. A composição de esteróis em T. cruzi é similar àquela 

encontrada em fungos, sendo o ergosterol e os esteróis tipo-ergosterol os principais 

componentes da membrana desse parasito (Furlong, 1989). Pesquisas durante as duas 

últimas décadas demonstram consistentemente que o T.cruzi, como a maioria dos fungos, 

requer esses esteróis específicos para viabilidade e proliferação celular em todos os 

estágios do seu ciclo de vida. A via de biossíntese de ergosterol em T. cruzi tem sido 

quimicamente validada in vitro em diferentes etapas e os inibidores da biossíntese de 

ergosterol têm efeito reconhecidamente potente sobre a proliferação do T. cruzi in vitro e 

em modelos animais (Urbina, 2009a). Além disso, na maioria dos casos, estes compostos 

são ativos por via oral, têm amplo espectro de atividade e muito baixa toxicidade (Urbina, 

2002; Urbina e Docampo, 2003).  
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A atividade anti – T. cruzi de quatro classes de inibidores da biossíntese de 

ergosterol foi testada em experimentos realizados in vitro ou in vivo: inibidores da 

esqualeno sintase, inibidores da esqualeno epoxidase, inibidores da oxidoesqualeno 

sintase e os inibidores da C14- dimetilase. O que diferencia essas classes de compostos 

é o ponto de inibição na via de síntese do ergosterol, a qual pode ser vista na figura 1.  

                    Acetato 

      

                                         Acetil -CoA 

 

                                          HMG- CoA 

 

                                          Mevalonato 

 

                                   Farnesil Pirofostato 

                        Esqualeno 

                                       Oxidoesqualeno  

                 Lanosterol              Cicloartenol 

                                                                                    Obtusifoliol 

                              Diidrolanosterol       4,4-dimethylcholesta                   Sitosterol 

                                         8,14,24 trienol                                      Fitosterol                                                               
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        Colesterol                                Episterol 

        (Vertebrados)                          

                                                            Ergosterol   

                                                   (Fungos e tripanosomatídeos) 

                                         Trypanosoma cruzi 
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Figura 1. Via de síntese simplificada das rotas de biossíntese de esteróis. Adaptado de 

Guedes  et al., 2006.  

  

 Aparentemente, os compostos azólicos são as drogas mais promissoras e os estudos 

sobre sua atividade anti-T. cruzi estão avançados (para revisão, ver Guedes et al., 2006). 

Em fungos, esses compostos inibem uma enzima da família do citocromo P-450, 

denominada lanosterol 14-dimetilase, causando acúmulo de 14-metil-esteróis e a 

conseqüente diminuição da produção de ergosterol (Joseph-Horne e Hollomon, 1997). 

Em culturas de epimastigotas de T. cruzi, a adição de substâncias da classe dos derivados 

azólicos leva à completa depleção dos esteróis endógenos do parasito e sua reposição por 

4-14 dimetil e tri-metil esteróis, como lanosterol e obtusifoliol (Urbina et al., 2003a; 

Hankins et al.,2005).  Essa correlação confirma que no T. cruzi, assim como na via 

metabólica dos fungos, o alvo primário dessa classe de compostos é a enzima C14-

dimetilase. Como pode ser observado na figura 1, essa enzima age exclusivamente na via 

de síntese do ergosterol, não afetando a síntese de outros esteróis, como o colesterol, em 

mamíferos. Deste modo, sugere-se que as moléculas que agem especificamente sobre essa 

via, induzam a menos danos nas células hospedeiras e, consequentemente, são esperadas 

menores reações adversas provocadas pelo tratamento.  

 A marcante atividade antiparasitária dessas substâncias resulta da potente e seletiva 

atividade intrínseca anti-T. cruzi aliada ainda às propriedades farmacocinéticas 

favoráveis.  As concentrações inibitórias contra formas amastigotas intracelulares são da 

escala nanomolar a subnanomolar; somado a isso, o tempo de meia-vida é longo e o 

volume de distribuição é largo (Urbina 1999, 2002; Urbina e Docampo, 2003). 

 Dentre os primeiros compostos dessa classe testados contra o T. cruzi e que 

apresentaram atividade in vitro, destacam-se o cetoconazol e o itraconazol. Em 

camundongos infectados com várias cepas e tratados na fase aguda, os níveis de cura 

variaram de 0% a 100%. Porém, esses compostos não foram eficazes em curar a infecção 

crônica em camundongos e pacientes, nem em interromper a progressão da doença 

(Brener et al., 1993; McCabe, 1988; Moreira et al., 1992; Urbina, 2002).  
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 Os derivados azólicos mais promissores incluem D0870, albaconazol, TAK-187, 

posaconazol e ravuconazol, os quais mostraram atividadade in vitro contra epimastigotas 

e amastigotas com uma concentração inibitória mínima trinta a cem vezes menor que a 

requerida para o cetoconazol ou itraconazol (para revisão, ver Bahia et al., 2005)  

 Os compostos D0870 (Zeneca Pharmaceuticals) e o Posaconazol foram capazes de 

induzir à cura parasitológica em modelo murino, nas fases aguda e crônica, sendo os 

primeiros compostos a terem atividade em ambas as fases da doença, além de exibir 

atividade curativa contra cepas resistentes ao BZ e o Nfx, mesmo na presença de 

imunossupressão (Liendo et al., 1998; Molina et al., 2000b; Urbina et al, 1996; Urbina et 

al., 1998). Os estudos com o Posaconazol continuam, sendo este fármaco um candidato a 

triagens clínicas (Urbina, 2009).  Entretanto, o desenvolvimento do D0870 foi 

descontinuado, uma vez que as concentrações plasmáticas após administração variavam 

muito de camundongo para camundongo, além de induzir reações adversas significativas 

(Urbina et al., 1996).  

 O Albaconazol (UR-9825) é outro potente inibidor do citocromo P-450, que exibe 

grande atividade tripanocida in vitro e in vivo. Apesar do tempo de meia-vida desse 

fármaco em camundongos ser muito baixo, induziu a 100% de cura em cães infectados 

com a cepa Y do T. cruzi, enquanto a cepa Berenice-78 foi resistente à droga. Entretanto, 

o Albaconazol pode ser usado em esquemas terapêuticos longos, com mínima toxicidade 

(Guedes et al., 2004; Urbina et al., 2000)  

 O fármaco TAK-187 exibiu alta atividade anti-T. cruzi in vitro. A atividade in vivo 

foi similar ao posaconazol, induzindo a 60-100% de cura na fase aguda e 56% na fase 

crônica, em camundongos infectados com diferentes cepas do T. cruzi, incluindo cepas 

resistentes ao BZ e Nfx (Molina et al., 2000a). Além disso, esse fármaco teve ação 

superior ao BZ em diminuir a progressão das lesões cardíacas em modelo murino 

(Corrales et al., 2005).   

 Recentemente, uma nova classe de inibidores da C14 -dimetilase, baseado no 

motivo N-[4-pyridyl]-formamide e derivado de uma triagem de Mycobacterium 
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tuberculosis tem sido descrito; um dos novos compostos foi capaz de erradicar 

amastigotas intracelulares cultivadas em cultura de macrófagos murinos (Urbina, 2009b).  

A molécula Ravuconazol (RAV), derivado triazólico de quarta geração, possui alta 

atividade contra diversas espécies de fungos e leveduras. Esse composto, desenvolvido 

para o tratamento de infecções fúngicas sistêmicas, exibe alta atividade in vitro contra os 

estágios proliferativos do T. cruzi, particularmente contra as amastigotas intracelulares, 

sendo comparável aos mais potentes derivados azólicos já testados, como o Posaconazol 

e TAK-187 (Urbina et al., 2003a).  

 

           Figura 2. Estrutura química da molécula de Ravuconazol.  

 

 Urbina et al., 2003, utilizando modelo murino, demonstraram 70% de cura 

parasitológica e 100% de sobrevivência quando o RAV foi utilizado em duas doses 

diárias de 10mg/kg de peso em camundongos infectados com a cepa Y do T. cruzi. 

Adicionalmente, não foram observadas reações adversas. Porém, o composto não foi 

capaz de induzir cura quando utilizado para o tratamento da fase crônica da infecção.  

 Provavelmente o perfil farmacocinético desfavorável em camundongos; com tempo 

de meia-vida curto, de apenas 4,5 horas, foi responsável pelos baixos índices de cura na 

fase crônica da infecção observados nesse modelo. Deve ser levado em conta que essas 

propriedades são particularmente relevantes nessa fase da doença, uma vez que os 

parasitos estão confinados em tecidos mais profundos, de mais difícil acesso. Porém, a 

concentração inibitória mínima sobre amastigotas intracelulares, 1 nM, é da ordem de 

1000 a 5000 vezes menor que os níveis atingidos no plasma humano com múltiplas doses 
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orais bem toleradas (Andes et al., 2003; Mikamo et al., 2002). Adicionalmente, a meia-

vida do composto no homem é de 120 horas (Grazela et al., 2000). Esse dados enfatizam 

a necessidade de se testar esse fármaco em um modelo experimental mais adequado, no 

qual a droga exiba propriedades farmacocinéticas mais favoráveis.  

 

1.6. Modelos experimentais utilizados em quimioterapia da doença de Chagas 

 

 O T. cruzi pode infectar uma grande quantidade de mamíferos. Em experimentos in 

vivo, o modelo mais amplamente utilizado é o camundongo. De fácil manejo e baixo 

custo de manutenção, este mamífero mimetiza com fidelidade as características da fase 

aguda da infecção, com formas tripomastigotas abundantes e facilmente detectáveis no 

sangue periférico e tecidos (Brener et al., 2000). Em quimioterapia experimental da 

doença de Chagas, diversos trabalhos demonstram a utilização do camundongo para 

determinação dos níveis de susceptibilidade de diferentes cepas aos agentes 

quimioterápicos, revelando resistência natural de determinadas cepas ao BZ e Nfx 

(Andrade et al., 1985; Andrade et al., 1992; Filardi e Brener, 1987; Toledo et al., 1995; 

1997).   

 Porém, a avaliação da eficácia terapêutica a longo prazo, em experimentos de fase 

crônica de longa duração, é impossibilitada devido ao tempo de vida relativamente curto 

desse modelo. Desse modo, camundongos não reproduzem bem as formas clínicas da fase 

crônica da doença, sendo os padrões eletrocardiográficos incompatíveis com os exibidos 

na doença humana.  

  O cão tem sido descrito como modelo para os estudos em doença de Chagas. Esses 

animais têm um tempo de vida média longo, aproximadamente 20 anos e reproduzem 

bem a fase aguda da doença, com parasitemia patente e alterações cardíacas; bem como a 

fase crônica indeterminada (Machado et al., 2001) e cardíaca da doença (Andrade, 1984; 

Andrade e Andrade, 1980; Barr et al., 1991). Lana et al. (1992), utilizaram cães sem raça 

definida para avaliação do desenvolvimento da doença. Os autores demonstraram que 

parâmetros como parasitemia, produção de anticorpos (IgM e IgG), achados 
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eletrocardiográficos, bem como o desenvolvimento da cardiopatia chagásica crônica 

fibrosante  difusa similares à doença humana, foram reprodutíveis nesse modelo. Cruz-

Chan, 2009, estudando infecção natural de cães do estado de Yucatán, México, também 

encontraram alterações eletrocardiográficas típicas da doença.  

Guedes et al. (2002), avaliaram a utilização do cão como modelo nos estudos de 

terapêutica específica da doença de Chagas. Ao utilizarem cães sem raça definida 

infectados com cepas do T. cruzi sensíveis, parcialmente resistentes e resistentes ao BZ, 

mostraram que a resposta terapêutica a essa droga foi similar àquela encontrada em 

triagens clínicas de pacientes tratados, em ambas as fases da doença. Já em 2008, Guedes 

et al., avaliaram cães da raça Beagle infectados com diferentes cepas do T. cruzi, 

demonstrando que esses animais são um bom modelo para o estudo dos mecanismos 

imunopatogênicos da doença de Chagas, uma vez que reproduzem os achados clínicos e 

imunopatológicos descritos em pacientes chagásicos.           

Deste modo, o cão é considerado um bom modelo para os estudos de quimioterapia 

anti-T. cruzi, uma vez que além de reproduzir bem as diferentes fases da doença e suas 

implicações, fornece resultados de cura similares aos que são vistos quando o tratamento 

é realizado em pacientes. Adicionalmente, esses animais podem ser avaliados por um 

longo período de tempo após o tratamento, contribuindo para responder às questões 

relacionadas ao impacto do tratamento na evolução das lesões provocadas pelo parasito.   
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2. Justificativa 
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A doença de Chagas é uma das mais prevalentes parasitoses encontradas no 

continente americano. As duas drogas disponíveis para o tratamento dessa enfermidade, o 

BZ e o Nfx não induzem níveis satisfatórios de cura durante a fase crônica da doença, a 

qual afeta a maioria dos indivíduos chagásicos. Em adição, reações adversas freqüentes e 

significativas são decorrentes do tratamento com ambas as drogas. Desse modo, o 

encontro de compostos que tenham maior eficácia na eliminação da infecção e sejam 

menos tóxicas para o hospedeiro é urgente.  

Nesse sentido, dentre as mais promissoras classes de moléculas com atividade anti-

T. cruzi encontram-se os derivados azólicos. Esses compostos, desenvolvidos 

originalmente como anti-fúngicos, inibem uma enzima essencial para a via de síntese do 

ergosterol também em tripanosomatídeos, a C14- dimetilase. O ergosterol é um 

componente de membrana essencial para proliferação do T. cruzi e uma vez que essa 

enzima catalisa uma reação específica do parasito, sua inibição não afeta o metabolismo 

de esteróis do hospedeiro, reduzindo a toxicidade do tratamento. O RAV é um derivado 

azólico de quarta geração que possui potente atividade in vitro anti-T. cruzi; sendo 

comparável aos mais potentes compostos já testados contra esse parasito. Entretanto, o 

RAV foi incapaz de induzir a cura parasitológica em camundongos cronicamente 

infectados com o T. cruzi, provavelmente devido às propriedades farmacocinéticas 

desfavoráveis da droga nesse modelo, destacando-se o curto tempo de meia-vida.  

Os cães têm sido sugeridos como excelente modelo para quimioterapia 

experimental da doença de Chagas, uma vez que reproduzem bem as fases aguda e 

crônica da doença humana, além de apresentarem índices de cura similares aos de 

pacientes tratados com BZ. O tempo de meia-vida do RAV no plasma de cães é superior 

ao observado no modelo murino, sugerindo que a atividade tripanocida dessa droga no 

modelo canino pode ser muito maior. Desse modo, esse estudo aborda a avaliação da 

atividade tripanocida do RAV na fase aguda da infecção utilizando o cão como modelo 

experimental,  
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3. Objetivos 
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3.1. Objetivo geral 

  

Avaliar a atividade anti- T. cruzi do derivado trizólico RAV utilizando o cão como 

modelo experimental, bem como o impacto do tratamento na resposta imune e na 

evolução das lesões cardíacas.   

 

3.2. Objetivos específicos 

 

1- Avaliar a tolerabilidade de cães ao tratamento com RAV; 

2- Avaliar a eficácia do tratamento com RAV, comparativamente à do BZ, em cães 

infectados com diferentes cepas do T. cruzi, as quais apresentam perfis distintos de 

sensibilidade às drogas inibidoras da biossíntese de ergosterol; através da avaliação da 

parasitemia, hemocultura e PCR; 

3- Avaliar o efeito do tratamento com RAV na evolução das lesões cardíacas de 

cães infectados com as cepas Y e Be-78 do T. cruzi através da quantificação do infiltrado 

inflamatório e a área preenchida por colágeno no átrio direito dos cães, comparativemente 

aos animais tratados com BZ;  

4- Avaliar a cinética de anticorpos IgG e das subclasses IgG1 e IgG2 no soro de 

cães infectados e tratados com RAV, comparativamente aos tratados com BZ;  

5- Avaliar o efeito do tratamento com RAV na resposta imune celular através da 

análise semi-quantitativa do mRNA para as citocinas IFN- e IL-10 no átrio direito dos 

animais infectados e tratados com RAV, comparativamente aos tratados com BZ; 
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4- Animais, material e métodos 
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4.1. Populações do T. cruzi  

 

Cepa Y (Silva & Nussenzweig, 1953) – TcII (Zingales et al., 2009) 

 

Isolada de um paciente na fase aguda da doença por Pereira de Freitas, em 1950, em 

Marília, São Paulo e posteriormente estudada e descrita por Silva & Nussenzweig, 1953; 

esta cepa é considerada parcialmente resistente à quimioterapia com BZ (Filardi e Brener, 

1987).  

 

Cepa Berenice-78 (Lana & Chiari, 1986) – TcII  

 

A cepa Berenice-78 (Be-78) foi isolada por xenodiagnóstico (Lana e Chiari, 1986), 

em 1978, de um caso humano, apresentando forma clínica indeterminada, no Brasil; 

sendo considerada sensível à quimioterapia com BZ. (Filardi & Brener, 1987).   

Previamente, nosso grupo demonstrou que as cepas acima citadas possuem graus 

distintos de susceptibilidade a drogas inibidoras da biossíntese de ergosterol, sendo a cepa 

Y sensível e a cepa Be-78 resistente aos derivados azólicos no modelo cão (Guedes et al., 

2004).   

 

4.2. Modelo experimental e infecção 

         

Foram utilizados quarenta e um cães sem raça definida, com 4 meses de idade, de 

ambos os sexos, provenientes do canil da Universidade Federal de Ouro Preto. Os 

animais foram tratados com ração comercial e água ad libitum. Antes do início dos 

experimentos, foi realizado tratamento com anti-helmínticos e vacinação contra doenças 

infecciosas (Cinomose, Adenovírus tipo 2, Coronavírus, Parainfluenza, Parvovirose e 

Leptospirose canina).  

Os animais foram inoculados pela via intraperitonial com 2000 formas 

tripomastigotas sanguíneas por quilograma de peso corporal das cepas Y ou Be-78 do T. 

cruzi. Cinco cães constituíram o grupo controle não infectado.  
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Todos os procedimentos e protocolos foram realizados de acordo com a conduta 

preconizada pelo COBEA (Colégio Brasileiro em Experimentação Animal) sobre 

pesquisa em animais.  Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Ouro Preto (Processo 2005/47).     

 

4.3. Drogas 

 

As drogas utilizadas foram o derivado triazólico Ravuconazol ([R-(R*,R*)]-4-[2-[2-

(2,4-difluorophenyil)-2-hydroxy-1-metlyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]-4- 

thiazolyl]benzonitrile), sintetizado pela Eisai Co. Ltd., Osaka, Japão e Benznidazol [2-

nitroimidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida)] (LAFEPE).  

 

4.4. Esquema de tratamento 

 

Inicialmente foi realizado um experimento preliminar para definir o esquema 

terapêutico adequado para a administração de RAV. Para esta avaliação oito cães foram 

inoculados com a cepa Y do T. cruzi. Após confirmação da infecção, dois cães foram 

tratados com cada uma das seguintes doses diárias: 1,5 mg; 3,0 mg; 6,0 mg de 

Ravuconazol por quilograma de peso corporal durante 30 dias. Dois animais 

permaneceram como controle infectado e não tratado. A avaliação da parasitemia foi 

realizada diariamente até dez dias após a negativação. Durante todo o período de 

tratamento e até 30 dias após o tratamento, os animais foram examinados diariamente 

para observação de possíveis reações adversas. Trinta dias após o tratamento, foram 

realizadas técnicas para avaliação do controle de cura e definição da dose de RAV a ser 

utilizada.  

Posteriormente, 28 animais, após inoculação com as formas tripomastigotas 

sanguíneas das cepas Y ou Be-78 do T. cruzi (14 com cada cepa), foram divididos de 

acordo com os seguintes esquemas terapêuticos: (i) 5 cães foram tratados com 12,0 mg de 

RAV por quilograma de peso corporal, divididos em duas doses diárias, durante 90 dias; 

(ii) 5 cães foram tratados com 7,0 mg de BZ por quilograma de peso corporal, também 
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divididos em duas doses diárias, por 60 dias; (iii) 4 cães constituíram o grupo controle 

infectado e não tratado. O tratamento foi iniciado entre o 12
o
 e o 15

o
 dias após a infeccção 

para os cães infectados com a cepa Y e entre o 15
o
 e o 22

o
 dias após a infecção para os 

animais infectados com a cepa Be-78, período correspondente ao primeiro dia em que a 

parasitemia foi detectada pelo exame de sangue a fresco. Cinco cães constituíram o grupo 

não infectado e não tratado. A tabela 1 sumariza os grupos experimentais acima citados: 

 

Tabela 1: Grupos experimentais   

Grupo           Cepa                 Droga           Tempo de tratamento         n           Dose(mg/kg)         

                                           Ravuconazol                                               2                  1,5 

 Teste              Y                Ravuconazol             30 dias                       2                  3,0 

                                           Ravuconazol                                               2                  6,0 

 

 Teste              Y                          -                             -                           2                   -  

 

RAV                Y                Ravuconazol            90 dias                       5                  12,0          

RAV                Be-78         Ravuconazol             90 dias                      5                  12,0          

 

BZ                    Y                Benznidazol            60 dias                       5                   7,0          

BZ                   Be-78          Benznidazol            60 dias                       5                   7,0          

 

CI                   Y                           -                          -                            4                     -    

CI                   Be-78                     -                         -                            4                     -            

 

CNI                   -                         -                           -                           5                      -         
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4.5. Avaliação do peso dos animais durante e após o tratamento 

 

Para avaliar a ocorrência de variações no peso dos cães durante o tratamento, os 

animais foram pesados semanalmente durante todo o período de tratamento e 

mensalmente após o período de tratamento. O ganho de peso dos animais logo após o 

tratamento foi calculado subtraindo-se o peso de cada cão um dia após o término do 

tratamento pelo peso imediatamente antes do tratamento. Já o ganho de peso seis meses 

após o tratamento foi calculado com base no peso seis meses após o término do 

tratamento menos o peso imediatamente antes do tratamento.   

 

4.6. Definição da cura parasitológica  

  

 Para verificar a ocorrência de cura parasitológica foi utilizada uma bateria de quatro 

testes independentes: 

 

a) Exame de sangue a fresco. A parasitemia de todos animais foi avaliada 

diariamente a partir do 10
o
 dia de inoculação. O sangue foi coletado da veia marginal da 

orelha dos animais e a quantificação da parasitemia realizou-se de acordo com a técnica 

descrita por Brener (1962). Após o início do tratamento, a avaliação da parasitemia foi 

realizada até 10 dias após a sua negativação; os mesmos períodos foram observados para 

os animais infectados e não tratados.     

 

b) Hemocultura. A hemocultura foi realizada no 1
o
 e no 6

o
 mês após o término do 

tratamento e nos mesmos períodos nos animais controle. Para a realização da hemocultura 

foi utilizada a técnica descrita por Chiari et al. (1989) modificada. Foram utilizados 10 

mililitros de sangue heparinizado, coletado por punção da veia femural.  Esse sangue foi 

transferido para tubo cônico e imediatamente centrifugado a 300g por 10 minutos à 

temperatura ambiente. O plasma foi cuidadosamente removido para um tubo de 15 ml e 

adicionados 5mililitros de meio de cultura “Liver Infusion Tryptose” (LIT) (Camargo, 
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1964), sendo posteriormente centrifugado a 900g por 30 minutos a 4
o
C. Ao tubo cônico 

contendo o “pellet” acrescentaram-se 5 mililitros de LIT para o cultivo. Em seguida, o 

tubo contendo as hemácias foi lavado com meio LIT e centrifugado a 300g por 10 

minutos a 4
o
C. Após a centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e a camada 

leucocitária removida para um tubo cônico e suspensa em 5 mililitros de meio LIT. 

Posteriormente, as hemácias foram distribuídas em porções iguais em dois tubos cônicos 

contendo 5 mililitros de meio LIT cada. Estes tubos foram incubados em estufa a 28
o 

C e 

gentilmente homogeneizados uma vez por semana. As hemoculturas foram examinadas 

ao microscópio aos 30, 60, 90 e 120 dias após sua realização para a detecção de parasitos. 

 

c) Reação em cadeia da polimerase (PCR).  Dez mililitros de sangue foram 

coletados no 1
o
 e no 6

o
 mês após o término do tratamento, e nos mesmos períodos nos 

animais controle. As amostras foram imediatamente misturadas a igual volume de uma 

solução a 6M de guanidina HCL/0.2M EDTA, mantidas a temperatura ambiente por duas 

semanas e fervidas por 15 minutos para a separação dos minicirculos do k-DNA (Ávila et 

al., 1991; Brito et al., 1993).   

Foram realizadas três extrações de DNA utilizando a mesma técnica descrita por 

Wincker et al. (1994), mas utilizando 40g de glicogênio (Boehringer Mannheim) na 

etapa de precipitação o DNA. As condições de PCR foram as mesmas descritas por 

Gomes et al. (1998), utilizando 20 pmol dos primers S35 (5’- 

AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3’) e S36 (5’- 

GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3’) (Ávila et al., 1990), os quais são iniciadores 

específicos para a região conservada do kDNA do minicírculo do T. cruzi. A PCR foi 

processada utilizando 2 l da solução de DNA de cada amostra, 10mM Tris-HCL (pH 

9,0), 75mM KCL, 3,5mM MgCl2, 0,1% Triton X-100, 0,2 mM de cada deoxinucleotídeo 

- dATP, dCTP, dGTP and dTTP (Sigma Chemical Co.), 1.0 unidade de Taq DNA 

polimerase (Promega), e água para completar o volume final da reação para 20 l.  

Foram realizados 35 ciclos de amplificação em um termociclador automático 

(MinCycler TM), de acordo com as seguintes condições de reação:  desnaturação  do  



Diniz, L.F.                                                                                   Animais, material e métodos 

 

 31 

 

DNA  a  95º C  por 1 minuto (com etapa inicial mais longa de 5 minutos), anelamento a 

65º C  por 1 minuto  seguida por extensão 72º C  por 1 minuto. A extenção final foi 

realizada a 72º C durante 10 minutos. 

Os produtos amplificados pela PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 6% e revelados pela prata (Santos et al., 1993). 

 

d) Teste sorológico ELISA. O sangue para a obtenção do soro foi coletado de 

todos os animais antes da inoculação; a seguir foram realizadas coletas mensais até seis 

meses após o término do tratamento. Nos animais do grupo controle não tratado a coleta 

de sangue foi feita nas mesmas datas dos grupos tratados. As amostras de soro foram 

estocadas a -20 
o
C e os testes de ELISA realizados de acordo com a técnica descrita por 

Voller et al. (1976). O soro foi testado utilizando antígeno de epimastigota da cepa Y do 

T. cruzi obtido de acordo com a metodologia descrita por Vitor e Chiari (1987). Foram 

utilizados conjugados anti-imunoglobulinas de cão marcadas com peroxidase (Bethyl 

Laboratories, Montgomery, USA) para dosagem IgG total e de suas subclasses (IgG1 e 

IgG2). As placas foram lidas em espectofotômetro utilizando um filtro de 490 nm (BIO-

RAD, 3550). Considerou-se a ELISA positiva quando a leitura em densidade ótica foi 

maior do que a média, somada a duas vezes o desvio padrão do valor obtido de 10 soros 

de animais não infectados, testados em paralelo aos soros avaliados (Gusmão et al., 1982) 

e acrescidos de 10%.  

Foi considerado curado o animal que apresentou negativação dos testes 

parasitológicos (exame a fresco, hemocultura e PCR) e da sorologia (ELISA).  

 

 

4.7. Avaliação do efeito do tratamento na resposta imune   
 

a) Reação da Polimerase em Cadeia após transcrição reversa (RT-PCR).  
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Fragmentos de aproximadamente 50 mg de tecido (átrio direito) foram adicionados 

a 600 l de solução desnaturante. A maceração do tecido foi processada com o auxílio de 

um homogeneizador de teflon, manual. Para a extração do RNA, foram adicionados 30 µl 

de acetato de sódio e 600 µl de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico. Após centrifugação, 

a fase aquosa superior que contém o RNA foi removida e transferida para outro tubo. 

Após medir o volume da fase aquosa retirada, o RNA foi ressupendido com o mesmo 

volume de isopropanol e então incubado a -20ºC por 30 minutos, para precipitação do 

RNA. Após a centrifugação, removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 0,5 ml de etanol 

75% ao precipitado. A amostra foi homogeneizada e novamente centrifugada. Após 

remoção do sobrenadante, o pellet de RNA foi submetido a breve secagem. O RNA foi 

então dissolvido em 20µl de água RNase-free e quantificado em espectrofotômetro. Para 

a síntese do cDNA , utilizou-se 1 g de RNA total, o qual foi tratado com  RQ1 RNase-

Free DNase (Promega, US), antes da transcrição reversa pela adição de 100 U da enzima 

SuperScriptTM II RNaseH (Invitrogen, US), 10 mM de deoxinucleotídeos (dNTPS) 

(Invitrogen, US), 0.1 M dithiothreitol-DTT (Invitrogen, US), 1x RNAase H
-
 reverse 

transcriptase buffer (Invitrogen, US), 1 mg oligo (dT)12–18 primer (Invitrogen, US) e100 

U RNaseOUT TM Ribonuclease inhibitor (Invitrogen, US), totalizando um volume de 20 

µl. A reação se processou a 42ºC, por 60 minutos. Posteriormente inativou-se a enzima 

com aquecimento a 70ºC por 15 minutos. Após a transcrição reversa, seguiu-se a reação 

de PCR, utilizando 2l da solução de cDNA de cada amostra; 0,036l de MgCl2 50mM; 

1,2l de tampão 10X; 1l de dNTPs 2,5 mM (Promega);  0,1l de Taq DNA polimerase 

5 U/l; 0,3l de cada iniciador (sense e anti-sense) na concentração de 20M e 7,064l  

de água RNAse-free, perfazendo um volume final de 12l de reação. Os iniciadores 

utilizados foram: HPRT (sense: AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA, anti-sense: 

CAATGGGACTCCAGATGCTT) gerando um produto de 219pb; IL-10 (sense: 

AGCACCCTACTTGAGGACGA, anti-sense: GATGTCTGGGTCGTGGTTCT) gerando 

um produto de 249pb (DIALAB, Brasil). Estes iniciadores anelam-se a regiões 

específicas do gene da HPRT (proteína constitutiva) e das citocinas estudadas (INF- e 

IL-10).  
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As condições da reação foram: desnaturação do DNA a 94º C por 1 minuto (com 

etapa inicial mais longa por 2 minutos), anelamento dos iniciadores a 57º C por 1 minuto, 

extensão a 72ºC por 1 minuto e 30 segundos (com etapa final de 6 minutos). Realizaram-

se 28, 38 e 40 ciclos de amplificação em um termociclador automático (Eppendorf), para 

as reações utilizando os iniciadores de HPRT, INF- e IL-10, respectivamente.   

Na etapa de mistura da reação da PCR foi utilizado controle negativo, substituindo a 

amostra por água RNAse-free.  

Os produtos amplificados pela PCR foram visualizados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 6% e revelados pela prata (Santos et al., 1993). O fragmento amplificado 

foi monitorado pela utilização de marcadores de peso molecular. Para o cálculo do índice 

de produção de citocinas, foi utilizado o software Quantity One (Bio-Rad Laboratories, 

2006). Dividiu-se o valor da intensidade de cada banda referente ao gene alvo pelo valor 

da intensidade do gene constitutivo: mRNA citocina/mRNA HPRT.  

  

4.8. Efeito do tratamento sobre as lesões cardíacas 

 

A fim de avaliar o efeito do tratamento na evolução das lesões cardíacas, foi 

realizada a quantificação dos núcleos celulares e da área ocupada pela fibrose no átrio 

direito dos animais.   

Todos os cães foram eutanasiados por injeção de tiopental sódico (Abbott, São 

Paulo, Brasil), na dose de 0,5 mg/kg de peso corporal, seis meses após o término do 

tratamento.  

Durante as necrópsias, coletou-se um fragmento de aproximadamente 1.0 x 1.0 x 

0.2 cm da parede atrial de cada animal. Os cães dos grupos controle foram sacrificados 

com a mesma idade daqueles tratados com RAV e com BZ. Os fragmentos do átrio 

coletados foram fixados em uma solução tamponada de formol, desidratados e embebidos 

em parafina. Os blocos foram cortados em seções de 4 µm de diâmetro, corados pela 

Hematoxilina-Eosina e pelo Tricrômio de Masson para o exame histopatológico rotineiro 

e para o estudo quantitativo. Foram analisadas 20 imagens, escolhidas aleatoriamente, de 
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cada corte corado tratado com ambos os corantes (análise de uma área total de 1,25 x 10
6
 

µm
2
 do miocárdio). As imagens foram obtidas por uma microcâmera Leica DM 5000 B 

(Leica Application Suite, version 2.4.0 R1) e analisadas com o auxílio do software Leica 

Qwin V3 Image Analyzer. Usando a função de segmentação da imagem, foram escolhidos 

pixels de referência (cor roxa para núcleos celulares corados pelo HE e azul para o 

colágeno, corado pelo tricrômio de Masson). Os valores de número de núcleos celulares e 

a área ocupada pelo colágeno foram comparados entre todos os grupos.  

 

4.9. Análise estatística 

 

Os resultados dos ensaios sorológicos, da expressão de mRNA para citocinas no 

átrio direito, os dados da análise histológica e de alteração no peso dos animais foram 

analisados pelo teste não paramétrico de comparação mista de Newman-Kleus. A 

diferença foi considerada significativa quando o valor de p foi igual ou menor a 0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

5. Resultados 

 



 

 36 

5.1. Avaliação da eficácia do Ravuconazol no tratamento da infecção experimental de 

cães pelo T. cruzi  

 

5.1.1. Definição do esquema terapêutico 

 

Em um experimento preliminar, com o objetivo de avaliar a dose ótima de 

Ravuconazol, bem como a capacidade da droga em suprimir a parasitemia, seis cães 

foram inoculados com a cepa Y do T. cruzi. Dois cães foram tratados com cada uma das 

seguintes doses: 1,5; 3,0 e 6,0 mg de RAV por quilograma de peso corporal durante 30 

dias. A fim de avaliar se o tratamento induziria alguma reação adversa aparente, os 

animais foram pesados semanalmente, desde antes até logo após o tratamento. Além 

disso, era realizada a observação diária dos cães, para notificação de alguma alteração no 

comportamento, queda de pêlos e/ou ocorrência de diarréia. Os resultados indicam que a 

droga foi bem tolerada e não foram observadas reações adversas, mesmo na mais alta 

dose testada. A figura 3 mostra a alteração de peso dos cães tratados com RAV 

comparativamente aos cães infectados e não tratados. Não houve queda de peso 

significativa nos animais tratados com a dose mais alta testada. Em relação aos outros 

parâmetros avaliados para esses cães, não se observou queda de pêlo, diarréia ou 

alteração no comportamento.  
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Figura 3. Peso dos cães inoculados com 2000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa 

Y do T. cruzi e tratados com 1,5, 3,0 e 6,0 mg de RAV/ kg de peso corporal durante 30 

dias. CI – Cães infectados e não tratados.  P1- Peso dos cães antes do tratamento. P2- 

Peso dos cães imediatamente após o tratamento.              
.  

 

 A parasitemia foi suprimida imediatamente após o início do tratamento com RAV. 

Os resultados do teste sorológico ELISA revelaram intensa queda nos níveis de 

imunoglobulina G durante o tratamento. Na figura 4 pode-se observar que, apesar dos 

títulos sorológicos estarem acima da absorbância discriminante, a detecção de IgG no 

soro dos animais tratados com a dose de 6,0 mg de RAV revelou títulos 

significativamente menores em relação aos não tratados, durante o período de tratamento 

e mesmo após o término do mesmo, sugerindo o efeito da droga na redução da carga 

parasitária. As doses de 1,5 mg e 3,0 mg, apesar de também induzirem a redução dos 

títulos sorológicos a níveis inferiores aos dos cães não tratados, não tiveram efeito tão 

pronunciado como o que foi visto quando utilizou-se a dose  6,0 mg.   
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Figura 4. Redução dos níveis de imunoglobulina G no sangue de cães infectados com 

2000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa Y do T. cruzi e tratados com 1,5, 3,0 e 

6,0 mg de RAV/ kg de peso corporal durante 30 dias. CI – Cães infectados e não tratados. 

Cut-off = 0,310.  

* Diferença significativa entre os níveis de IgG detectados para os cães infectados e tratados com 6,0 mg  

de   RAV e os cães infectados e  não tratados (p <0,001).  

 

A redução da carga parasitária induzida pelo tratamento com RAV e sugerida pelo 

exame sorológico foi confirmada pelas técnicas de hemocultura e PCR. O tratamento com 

1,5 mg e 3,0 mg não levou à negativação dos testes parasitológicos realizados nos 

animais tratados com essas doses. Porém, com o uso de 6,0 mg observou-se negativação 

das técnicas dessas técnicas 30 dias após o término do tratamento (Tabela 2). Em vista 

desses resultados, considerando o efeito supressor da parasitemia e a ausência de reações 

adversas, a dose de 6,0 mg de RAV por quilo de peso corporal foi eleita para a realização 

dos experimentos subseqüentes. Porém, de posse dos dados farmacocinéticos da droga 

(EISAI, Japão), os quais informaram que o tempo de meia-vida da mesma era de 8,8 

horas no plasma de cães, houve a necessidade de administração de duas doses diárias de 

6,0 mg para os tratamentos realizados posteriormente. Guedes et al. (2004), discutiram a 

necessidade de realização de tratamentos prolongados quando são utilizados compostos 

da classe dos inibidores da biossíntese de ergosterol, como o RAV. Deste modo, os 
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próximos resultados referem-se aos tratamentos realizados com 12mg da droga por quilo 

de peso corporal, sendo 6,0 mg a cada 12 horas, durante 90 dias. Para o tratamento 

controle com a droga referência, o BZ, utilizou-se o esquema padronizado por Guedes et 

al. (2004); o qual emprega a mesma dose recomendada para o tratamento de pacientes; 

7,0 mg de BZ por quilograma de peso corporal, porém divididos em 2 doses diárias, 

durante 60 dias.   

 

Tabela 2. Positividade das técnicas de hemocultura e PCR realizadas 30 dias após o 

tratamento de cães infectados com 2000 formas tripomsatigotas sanguíneas da cepa Y do 

T. cruzi/Kg de peso corporal e tratados com diferentes doses de RAV.  

 

   Cão                 Dose de RAV (mg)                           Hemocultura                             PCR  

                           kg de peso corporal         

    1                                     1,5                                              +                                         +   

    2                                     1,5                                              -                                          -  

    3                                     3,0                                              -                                          +  

    4                                     3,0                                              -                                          - 

    5                                     6,0                                              -                                          - 

    6                                     6,0                                              -                                          - 

    7                                     CI                                               +                                         + 

    8                                     CI                                               +                                         + 

CI – Cães infectados e não tratados.  

+/- - Resultado positivo/negativo na técnica.  
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5.2. Avaliação da atividade tripanocida do RAV sobre as cepas Y e Berenice-78 do T. 

cruzi 

 

5.2.1.Tolerabilidade ao tratamento 

 

Para avaliar a eficácia tripanocida do RAV, foram utilizados cães infectados com as 

cepas Y e Be-78 do T. cruzi, as quais, no modelo canino, apresentam diferentes graus de 

susceptibilidade aos derivados azólicos, como demonstrado por Guedes et al., 2004, ao 

estudarem o composto UR-9825 (Albaconazol). A dose de RAV, definida a partir do 

experimento preliminar já descrito, consistiu em 12 mg/kg de peso corporal, divididos em 

duas doses diárias de 6,0 mg. O tratamento foi realizado pelo período de 90 dias, sendo 

iniciado imediatamente após o aparecimento de parasitos no sangue periférico, detectado 

através da realização do exame de sangue a fresco. Uma vez que o período pré-patente 

(PPP) foi diferente para as duas cepas, o início do tratamento ocorreu em dias distintos. O 

PPP observado nos animais inoculados com a cepa Y foi de 12 a 16 dias, enquanto nos 

cães infectados com a cepa Be-78 esse período foi mais longo, variando de 18 a 22 dias. 

Em paralelo, foi realizado em outros grupos de cães infectados com as mesmas cepas, o 

tratamento com a droga referência, o BZ, na dose de 7,0 mg/kg de peso, também 

divididos em duas doses diárias, por 60 dias. Não havendo mortalidade. Não foram 

observadas reações adversas, como pode ser demonstrado pelo ganho de peso dos cães, 

medido imediatamente após o término do tratamento. Em contrapartida, o tratamento com 

BZ, especialmente quando foi utilizada a cepa Y para a infecção, induziu a uma redução 

significativa (p<0,05) no peso dos animais nesse mesmo período. Em um cão do grupo 

infectado com a cepa Be-78 e não tratado foi verificada perda de peso. Quando o ganho 

de peso foi calculado 6 meses após o tratamento, não observou-se diferença significativa 

em nenhum grupo, independente da droga utilizada (Figura 5) . Adicionalmente, mesmo 

nesse esquema longo de tratamento, reações como queda de pêlos, diarréia e alterações de 

comportamento não foram observadas. Esses dados enfatizam a baixa toxicidade do RAV 

comparativamente ao BZ. 
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Figura 5. Ganho de peso dos 

animais inoculados com 2000 

tripomastigotas sanguíneos/kg de 

peso corporal das cepas Y e Be-78 

do T. cruzi e tratados com 12 mg 

de RAV por 90 dias; 7,0 mg de BZ 

por 60 dias ou não tratados (CI). 

CNI - Cães não infectados e não 

tratados.  

Painel superior – Ganho de peso 

medido imediatamente após o 

tratamento. Painel inferior – Ganho 

de peso medido 6 meses após o 

tratamento.  
* Diferença significativa entre o ganho        

de peso comparado ao grupo CI, RAV e 

CNI. p<0,05.   

 

 

 

 

 

5.2.2. Curvas de parasitemia 

 

A contagem da parasitemia dos animais infectados e tratados ou não foi realizada 

diariamente, a partir do primeiro dia de parasitemia patente e até 10 dias após a não 

detecção de parasitos no sangue periférico dos animais. Nos cães tratados com RAV e 

BZ, a parasitemia foi permanentemente suprimida a partir do primeiro dia após o 

tratamento, para ambas as cepas. O período pré-patente observado nos cães infectados 

com ambas as cepas e não tratados foi de 15 a 22 dias, com pico de parasitemia de 25000 

formas tripomastigotas sanguíneas por 0,1 ml de sangue e período patente de 12 a 13 dias 

nos animais inoculados com a cepa Y. Já nos animais inoculados com a cepa Berenice-

78, foi observado pico de parasitemia menor, 15000 tripomastigotas em 0,1 ml de sangue 

e período patente de 10 a 19 dias (Figura 6). 
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Figura 6. Curvas de parasitemia dos animais inoculados com 2000 tripomastigotas 

sanguíneos/kg de peso corporal das cepas Y e Be-78 do T. cruzi e não tratados.  

 

5.2.3 – Testes parasitológico e molecular 

 

A redução da carga parasitária, demonstrada pela ausência de parasitos no sangue 

periférico dos animais tratados com RAV e BZ foi confirmada pela diminuição na 

positividade dos testes parasitológico e molecular realizados 30 dias após o tratamento; 

uma vez que todos os animais tratados com RAV e BZ tiveram resultados de hemocultura 

negativos nessa avaliação. A técnica de PCR apresentou, como esperado, maior 

sensibilidade em detectar a presença do parasito ou seu kDNA. Com relação à cepa Y, 

dois dos cinco cães tratados foram positivos; já no grupo de animais infectados com a 

cepa Be-78, três de cinco foram positivos. É importante salientar que houve 100% de 

positividade nos testes realizados com as amostras dos cães inoculados com ambas as 

cepas e não tratados, evidenciando a ação supressora do RAV sobre o T. cruzi. 

Já a coleta realizada seis meses após o tratamento com RAV revelou maior 

positividade tanto na técnica de hemocultura quanto na PCR; e essa positividade foi 

maior no grupo de cães inoculados com a cepa Be-78, sabidamente mais resistente à 

classe de drogas na qual está incluída o RAV. Um cão do grupo inoculado com a cepa Y 

e quatro cães do grupo inoculado com a cepa Be-78 foram positivos na hemocultura.     

Com relação ao resultado da PCR, três dos cinco cães foram positivos, nos grupos 

infectados com as duas cepas (figura 7 e 8). Esses resultados estão sumarizados na tabela 
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3, a qual também mostra o número de resultados positivos em relação ao número total de 

cães de cada grupo. Apesar de ter havido redução da positividade após o tratamento, 

reafirmando o efeito supressor da droga sobre a parasitemia, os resultados indicaram que 

a cura parasitológica após o tratamento com a droga teste não foi alcançada. Nos grupos 

inoculados com ambas as cepas e tratados com BZ, todos os resultados foram negativos, 

corroborando resultados encontrados anteriormente pelo nosso grupo. 

  

1    2    3     4    5     1    2    3    4    5      1     2     3    4   PM   C-

RAV BZ CI

330 pb

 

Figura 7. Gel de poliacrilamida mostrando amplificação de fragmentos de 330 pares de 

base de minicírculos de k-DNA de T. cruzi após PCR utilizando os primers S35 e S36, 

em sangue de cães infectados com 2000 tripomastigotas sanguíneos/kg de peso corporal 

da cepa Y do T. cruzi e tratados com 12 mg de RAV por 90 dias (RAV); 7,0 mg de BZ 

por 60 dias (BZ) ou não tratados (CI). PM: Padrão de peso molecular. 
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330 pb

 

Figura 8. Gel de poliacrilamida mostrando amplificação de fragmentos de 330 pares de 

base de minicírculos de k-DNA de T. cruzi após PCR utilizando os primers S35 e S36, 

em sangue de cães infectados com 2000 tripomastigotas sanguíneos/kg de peso corporal 

da cepa Be-78 do T. cruzi e tratados com 12 mg de RAV por 90 dias (RAV); 7,0 mg de 

BZ por 60 dias (BZ) ou não tratados (CI). PM: Padrão de peso molecular, B: branco. 
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Tabela 3. Positividade das técnicas de hemocultura (HC) e PCR realizadas no sangue de 

cães infectados com 2000 formas tripomastigotas/kg de peso corporal das cepas Y e 

Berenice-78 do T. cruzi, 30 e 180 dias após o tratamento com 12 mg de RAV e 7,0 mg de 

BZ, divididos em duas doses diárias, durante 90 e 60 dias, respectivamente.  

 

Cepa do T. 

cruzi 

Droga Hemoculturas +/ 

n
o
 cães 

   PCR+/ 

     n
o
 cães 

n
o
 total de cães 

com testes+/n
o
 

cães – HC e PCR 

  30 DAT 180 DAT       30 DAT 180 DAT   

 

Y 

 

RAV 

 

0/5 

 

1/5 

 

2/5 

 

3/5 

 

4/5 

Y BZ 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 

Y CI 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 

 

Berenice-78 RAV 0/5 4/5 3/5 3/5 5/5 

Berenice-78 BZ 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 

Berenice-78 CI 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 

+ - indica resultado positivo; 

n
o 
– número; 

DAT – dias após o término do tratamento;  

 

5.2.4. Testes sorológicos 

 

Com o objetivo de avaliar as alterações na resposta imune humoral induzidas pelo 

tratamento, foi avaliada a cinética de produção de anticorpos da classe IgG e das 

subclasses IgG 1 e IgG2, desde antes da inoculação até seis meses após o tratamento dos 

animais. Para todos os animais não tratados, as coletas para realização da sorologia 

foram realizadas nos mesmos períodos. De acordo com a figura 9, pode-se observar que 

nos cães inoculados com a cepa Y, a soroconversão positiva para IgG total ocorreu 

anteriormente à detectada nos animais infectados com a cepa Be-78. Durante todo o 

período de tratamento, a absorbância referente aos anticorpos IgG anti-T. cruzi no soro 

dos cães inoculados com ambas as cepas e tratados com RAV foram significativamente 

reduzidos (p<0,05) em relação aos cães não tratados. Adicionalmente, os valores foram 

semelhantes (p>0,05) aos encontrados para os animais tratados com BZ (cães curados).  
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 Nos cães inoculados com a cepa Y e tratados com RAV, os níveis de IgG 

permaneceram abaixo da absorção discriminante durante e até o término do tratamento. 

Porém, passados 30 dias após o tratamento, os níveis elevaram-se novamente, indicando 

falha terapêutica. Quando a infecção foi realizada utilizando-se a cepa Be-78, o 

tratamento com RAV foi capaz de reduzir significativamente a produção de anticorpos 

em relação aos cães não tratados, até o último ponto de avaliação, ou seja, 6 meses após 

o tratamento. Porém, os níveis de IgG permaneceram abaixo da absorbância 

discriminante a partir do 12º dia de tratamento até o 90
 o

 dia, elevando-se ao final desse 

período.  

É importante ressaltar que apesar dos níveis de anticorpos nos cães tratados com 

RAV elevarem-se novamente, foram significativamente menores em relação aos valores 

observados para o grupo não tratado no mesmo período. Com relação ao tratamento com 

BZ, observa-se que a produção de imunoglobulinas foi significativamente menor quando 

comparada ao grupo não tratado, mesmo após o fim do tratamento, indicando cura 

parasitológica (Figura 9 A e B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Níveis séricos de anticorpos da classe IgG detectados desde antes da infecção até 

6 meses após o  tratamento (270 dias de infecção) em cães inoculados com 2000 formas 

tripomastigotas sanguíneas das cepas  Y (A) e Be-78 (B) do T. cruzi/kg de peso corporal e 
tratados com 12 mg de RAV , 7,0 mg de BZ divididos em duas doses diárias  e não tratados 

(CI). CNI – Cães não infectados. Os asteriscos indicam diferença significativa entre o 

grupo teste (RAV) e o grupo controle (CI).  A linha verde indica o período de tratamento.     
Cut-off – 0,368.  
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A curva obtida com a dosagem de imunoglobulinas IgG 2 foi similar à curva de 

anticorpos IgG total, para os cães infectados com ambas as cepas do T. cruzi e 

submetidos aos diferentes esquemas terapêuticos (Figura 10).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Níveis séricos de anticorpos da subclasse IgG2 detectados desde antes da 

infecção até 6 meses após o  tratamento (270 dias de infecção) em cães inoculados com 

2000 formas tripomastigotas sanguíneas das cepas  Y (A) e Be-78 (B) do T. cruzi/kg de 

peso corporal e tratados com 12 mg de RAV, 7,0 mg de BZ divididos em duas doses diárias  

e não tratados (CI). CNI – Cães não infectados. Os asteriscos indicam diferença 

significativa entre o grupo teste (RAV) e o grupo controle (CI).  A linha verde indica o 

período de tratamento.  Cut-off – 0,346.  
 

A cinética do subtipo IgG1 revelou comportamento diferenciado no que diz 

respeito à sua produção em animais inoculados com as diferentes cepas e submetidos ou 

não ao tratamento com RAV e BZ. Não houve diferença significativa na produção deste 

anticorpo nos grupos inoculados com a cepa Y, independente da infecção ou presença do 

tratamento. Interessantemente, nos cães inoculados com a cepa Be-78, observou-se um 

comportamento distinto. Houve diferença significativa na produção de IgG1 entre os 

diferentes grupos, sendo os títulos significativamente maiores nos animais infectados e 

não tratados.  Curiosamente, os níveis mais baixos desses anticorpos foram observados 

quando foi realizado o tratamento com RAV (Figura 11).   
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Figura 11. Níveis séricos de anticorpos da subclasse IgG1 detectados desde antes da 

infecção até 6 meses após o  tratamento (270 dias de infecção) em cães inoculados com 

2000 formas tripomastigotas sanguíneas das cepas  Y (A) e Be-78 (B) do T. cruzi/kg de 

peso corporal e tratados com 12 mg de RAV, 7,0 mg de BZ divididos em duas doses diárias  

e não tratados (CI). CNI – Cães não infectados. Os asteriscos indicam diferença 

significativa entre o grupo teste (RAV) e o grupo controle (CI).  A linha verde indica o 

período de tratamento. Cut-off = 0,170. 

 

5.3. Efeito do tratamento nas lesões do tecido cardíaco e na expressão de mRNA para 

IFN- e IL-10 

 

A fim de verificar o efeito do tratamento no desenvolvimento das lesões 

cardíacas ocasionadas pela infecção pelo T. cruzi, realizou-se quantificação da inflamação 

e fibrose do átrio direito dos cães tratados, comparativamente aos não tratados e aos não 

infectados. Essa avaliação foi realizada 6 meses após o tratamento, sendo utilizado um 

nanalisador de imagens digital para contagem do número de núcleos celulares e área do 

tecido preenchida por colágeno. Para avaliar o efeito do tratamento na expressão de 

mRNA para IFN- e IL-10 no coração, bem como correlacionar essa expressão com a 

intensidade das lesões cardíacas, realizou-se também no átrio direito, a análise semi-

quantitativa da expressão de mRNA para essas citocinas.  

Os resultados indicaram que o tratamento com RAV foi capaz de induzir 

alterações na intensidade das lesões cardíacas, bem como na expressão do mRNA para as 

citocinas avaliadas nos diferentes grupos experimentais, especialmente quando foi 
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utilizada a cepa Y. Nos animais inoculados com a cepa Y, a análise quantitativa do 

número de células inflamatórias revelou uma redução de cerca de 20% no infiltrado 

inflamatório presente nos grupos tratados quando comparados ao grupo controle 

infectado e não tratado. As médias do número de núcleos celulares nos grupos tratados 

com RAV, BZ e CI foram, respectivamente, 94,2328,51; 90,4717,39; 120,7523,46; 

revelando uma tendência que é claramente vista no gráfico C da figura 9; as médias dos 

grupos tratados estão mais próximas à do grupo não infectado, cujo valor foi 

100,02513,14 núcleos. Adicionalmente, o tratamento com RAV, bem como com BZ, foi 

capaz de induzir redução da fibrose, sendo a extensão da área preenchida por colágeno 

semelhante nesses dois grupos tratados (p>0,05) e significativamente menor em relação 

ao grupo infectado e não tratado. O grupo não infectado apresentou valores 

significativamente menores que os demais, como já esperado (Figuras 12C e D).  

Quanto à expressão de mRNA para as citocinas IFN- e IL-10 no tecido cardíaco, 

houve comportamento diferenciado entre os cães incluídos nos diferentes grupos 

experimentais. No grupo infectado com a cepa Y, os cães infectados e não tratados 

apresentaram valores para expressão de IFN- significativamente maiores que os demais. 

O tratamento com RAV induziu uma redução da expressão de mRNA para IFN- de 

maneira análoga ao tratamento com BZ, sendo os níveis de expressão detectados nos 

grupos tratados similares ao grupo não infectado (p>0,05). Em contrapartida, os níveis de 

expressão de mRNA para IL-10 foram semelhantes entre os grupos infectado e não 

infectado, os quais foram inferiores à média dos grupos tratados tanto com RAV como 

com BZ. É interessante notar que o tratamento com RAV realizado nos cães infectados 

com a cepa Y, induziu a alterações na resposta imune, bem como uma diminuição da 

fibrose, similar ao que foi observado quando efetuou-se o tratamento com BZ (Figuras 12 

A e B).  
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Figura 12. Análise semiquantitativa da expressão de mRNA para as citocinas IFN- (A) 

e IL-10 (B); quantificação da inflamação (C) e fibrose (D) no átrio direito de cães 

inoculados com 2000 formas tripomastigotas sanguíneas/kg de peso corporal da cepa Y 

do T. cruzi e tratados com 12 mg de RAV por 90 dias (RAV) e 7,0 mg de BZ por 60 

dias (BZ) comparativamente aos animais infectados e não tratados (CI) e não infectados 

(CNI) e fotomicrografias representativas da histologia do átrio direito. E-H: coloração 

pela hematoxilina-eosina; I-L: coloração pelo tricrômio de Masson.  Letras diferentes 

indicam diferença estatística.  Aumento de 400x. 
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Ao analisar-se o átrio direito dos animais infectados com a cepa Be-78, foi 

verificado comportamento distinto em relação aos inoculados com a cepa Y. A 

intensidade do infiltrado inflamatório nos cães infectados e não tratados foi 

significativamente maior quando comparada ao grupo tratado com BZ e com o grupo não 

infectado. O tratamento com RAV ao contrário do que pôde ser observado com o 

tratamento com BZ, não foi capaz de induzir à diminuição da inflamação. Deste modo, a 

média do número de núcleos celulares no grupo RAV foi semelhante ao grupo infectado e 

não tratado (p>0,05), enquanto os cães tratados com BZ exibiram média semelhante aos 

não infectados (Figura 13 C). A intensidade fibrose seguiu o mesmo padrão da 

inflamação; o tratamento com RAV não foi capaz de induzir à diminuição da deposição 

de colágeno inter-fascicular, sendo o grupo RAV similar ao CI e o grupo BZ similar ao 

CNI (Figura 13 D). Com relação à expressão de mRNA para IFN-, foi observada maior 

produção desse transcrito no grupo infectado e não tratado, quando comparado aos 

animais tratados com BZ e RAV, bem como aos CNI. Os valores apresentados pelo grupo 

tratado com RAV não foram significativamente diferentes de nenhum dos outros grupos 

experimentais – tratado com BZ, não tratado e não infectado, porém, houve uma clara 

tendência de maior proximidade do grupo infectado e não tratado. Já a produção de 

mRNA para IL-10 foi semelhante em todos os grupos inoculados com a cepa Be-78 do T. 

cruzi, independente da infecção ou realização do tratamento ( Figura 13 A e B).  
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Figura 13. Análise semiquantitativa da expressão de mRNA para as citocinas IFN- (A) e 

IL-10 (B); quantificação da inflamação (C) e fibrose (D) no átrio direito de cães inoculados 

com 2000 formas tripomastigotas sanguíneas/kg de peso corporal da cepa Be-78 do T. 

cruzi e tratados com 12 mg de RAV por 90 dias (RAV) e 7,0 mg de BZ por 60 dias (BZ) 

comparativamente aos animais infectados e não tratados (CI) e não infectados (CNI) e 

fotomicrografias representativas da histologia do átrio diteito. E-H: coloração pela 

hematoxilina-eosina; I-L: coloração pelo tricrômio de Masson.  Letras diferentes indicam 

diferença estatística. Aumento de 400x. 
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Os inibidores da biossíntese do ergosterol (IBE) são os candidatos mais 

promissores para o tratamento específico da doença de Chagas e alguns deles devem ser 

avaliados em triagens clínicas dentro de um curto período (Urbina, 2009). Dentre as 

principais vantagens destes compostos, em relação à terapia atualmente usada, incluem-

se: (i) a alta eficácia no tratamento da doença de Chagas experimental em ambas as fases, 

aguda e crônica; (ii) a larga distribuição tecidual, característica extremamente importante, 

especialmente durante a fase crônica da doença; (iii) a baixa toxicidade para mamíferos, 

devido ao seu seletivo mecanismo de ação. As limitações estão relacionadas à 

complexidade e ao custo de fabricação destes compostos, o que torna o tratamento 

extremamente oneroso (Urbina, 2009).  

Entre os IBE avaliados in vitro, o RAV foi um dos mais promissores, exibindo 

potente ação tripanocida (Urbina et al., 2003). A concentração inibitória mínima sobre as 

formas amastigotas intracelulares, 1 nM, é da ordem de 1000 a 5000 vezes menor que os 

níveis atingidos no plasma humano com a administração de doses bem toleradas (Andes 

et al., 2003; Mikamo et al., 2002) e comparável aos mais potentes compostos com 

atividade anti-T. cruzi já testados (Urbina et al., 2003). Devido à sua elevada eficácia in 

vitro, a droga foi testada in vivo, utilizando o modelo murino. Entretanto, não foi 

observada cura parasitológica em camundongos tratados na fase crônica, provavelmente 

devido às propriedades farmacocinéticas desfavoráveis da droga nesse modelo, 

especialmente o curto tempo de meia-vida; 4,5 horas. Estudos em modelos experimentais 

demonstram que um perfil farmacocinético caracterizado por volume de distribuição 

largo e tempo de meia-vida longo é necessário para manter níveis satisfatórios e 

sustentados das drogas nos tecidos, a fim de garantir a atividade anti-T. cruzi (Urbina et 

al., 2000; 2003). Desse modo, houve a necessidade de testar o RAV em um modelo 

experimental no qual essa droga exibisse propriedades farmacocinéticas mais favoráveis.   

 O cão tem se mostrado um excelente modelo experimental para os estudos de 

patogênese e quimioterapia da doença de Chagas. Esse animal reproduz bem as fases 

aguda e crônica da doença humana; apresenta parasitemia patente, fase aguda sintomática 

e desenvolve tanto a forma clínica indeterminada quanto a cardiopatia chagásica crônica 
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fibrosante (Andrade e Andrade, 1980; Andrade, 1984; Bahia et al. 2002; Barr et al., 

1991; Cruz-Chan et al., 2009; Lana et al.1992; Machado et al., 2001). Somado a isso, 

Guedes et al. (2002, 2004), ao tratarem cães sem raça definida com o BZ, demonstraram 

que a resposta terapêutica a esse fármaco foi similar àquela encontrada em triagens 

clínicas de pacientes tratados, em ambas as fases da doença. Esses dados sugerem o cão 

como modelo adequado aos estudos de quimioterapia da doença de Chagas. 

Deste modo, este estudo aborda a avaliação da atividade tripanocida do derivado 

triazólico RAV utilizando o cão como modelo experimental. Inicialmente foi realizado 

um experimento a fim de definir d dose do fármaco a ser utilizada, bem como observar a 

tolerabilidade ao tratamento, em animais infectados com a cepa Y do T. cruzi. A dose de 

12,0 mg de RAV/kg de peso foi eleita com base na negativação dos testes de hemocultura 

e PCR 30 dias após o tratamento; redução significativa dos níveis de IgG anti-T.cruzi no 

soro dos cães durante o tratamento e ausência de reações adversas.  

Desta forma, usamos como esquema terapêutico o tratamento com 12mg/kg de peso 

dividido em duas doses diárias, durante 90 dias. O tempo de tratamento foi determinado 

tomando como referência os resultados de Guedes et al. (2004). Os autores observaram 

20% de cura ao tratar cães infectados com a cepa Y com Albaconazol, um outro inibidor 

da biossíntese de ergosterol, durante 60 dias. Porém, quando o tratamento foi realizado 

por 90 dias, 100% de cura foi alcançada. Concordantes com esses resultados foram as 

constatações de Urbina et al. (2003b), que observaram maiores níveis de cura 

parasitológica ao aumentarem o tempo de tratamento de camundongos com outro 

derivado triazólico, o TAK 187. Este fato pode ser explicado considerando-se o 

mecanismo de ação dessa classe de fármacos, o qual envolve desestabilização da 

membrana do parasito devido à diminuição da concentração de ergosterol; as células 

ficam então menos viáveis e a multiplicação é prejudicada. Deste modo, a terapêutica 

baseada na utilização de fármacos antifúngicos em geral, como o RAV, requer longo 

tempo de administração da droga a fim de obter eficácia terapêutica.  

Para a realização desse estudo, foram utilizadas as cepas Y e Be-78 do T. cruzi, 

devido ao fato de apresentarem diferentes perfis de susceptibilidade aos derivados 
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azólicos (Guedes et al., 2004). Utilizando o modelo canino da doença de Chagas, esses 

autores demonstraram que todos os animais infectados com a cepa Y e tratados com 

Albaconazol alcançaram a cura parasitológica. Em contrapartida, a cepa Be-78 

apresentou maior resistência a esse fármaco; todos os animais tratados com Albaconazol 

apresentaram resultados positivos nos testes parasitológicos realizados até 6 meses após o 

tratamento, além da soroconversão positiva. Mesmo o esquema terapêutico mais longo, 

no qual o medicamento foi administrado por 150 dias, não foi capaz de induzir a cura em 

cães infectados com essa cepa.  

O tratamento dos animais foi iniciado no primeiro dia de parasitemia patente, 

detectada pelo exame de sangue a fresco. Neste caso, a administração de RAV para os 

animais infectados com a cepa Y foi iniciada entre o 12
o
 e o 16

o
 dia e para os cães 

inoculados com a cepa Berenice-78, entre o 18
o
 e 22

o
 dias de infecção. A parasitemia foi 

suprimida permanentemente após o início do tratamento com RAV, indicando a potente 

atividade anti-T. cruzi deste composto, uma vez que a partir do primeiro dia e até 10 dias 

após o término do tratamento não foram detectados parasitos no sangue periférico dos 

animais. Por outro lado, a curva de parasitemia dos cães infectados com ambas as cepas e 

não tratados revelou período patente de 12 a 13 dias para a cepa Y e 10 a 19 dias para a 

cepa Be-78. Estes dados estão de acordo com o que há relatado na literatura (Caldas, 

2008; Guedes et al.; 2007), sendo justificados pelas características biológicas das 

diferentes cepas do parasito. A cepa Y constitui-se de populações de T. cruzi que 

apresentam formas tripomastigotas predominantemente delgadas, as quais são mais 

infectivas para as células hospedeiras (Guedes et al., 2007). Consequentemente, sua 

multiplicação e detecção na corrente sanguínea é anterior à observada para cepas com 

formas predominantemente largas, como a Be-78. Essa apresenta menor taxa de infecção, 

exibindo período pré-patente maior. Em contrapartida, as cepas delgadas são mais 

susceptíveis à lise por anticorpos líticos (Krettli & Brener, 1982) desaparecendo mais 

rapidamente da circulação, o que explica seu período patente mais curto. Foram 

observados também níveis parasitêmicos mais elevados nos animais inoculados com a 

cepa Y. Esses resultados são concordantes com diversos experimentos que demonstraram 
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que as cepas que apresentam predomínio de formas delgadas produzem parasitemias mais 

elevadas em camundongos e cães infectados quando comparadas àquelas que constituem-

se de formas predominantementes largas (Lana e Chiari, 1986; Guedes et al., 2007). O 

tratamento com RAV, além de efetivo em suprimir a proliferação do T. cruzi, não induziu 

o aparecimento de reações adversas, como perda de peso, alteração de comportamento, 

diarréia ou alopecia, mesmo no esquema terapêutico de longa duração – 90 dias, 

utilizando doses altas do composto. Guedes et al. (2004), ao tratarem cães infectados com 

diferentes cepas do T. cruzi utilizando outro derivado azólico, o Albaconazol, observaram 

reações adversas quando utilizaram altas doses do fármaco; as doses de 6,0 e 3,0 mg 

resultaram no aparecimento de diarréia sanguinolenta, perda de apetite e emagrecimento, 

além de edema e ulcerações ao longo de todo o trato gastro intestinal.  Porém a dose de 

1,5 mg de Albaconazol foi bem tolerada pelos animais em esquemas terapêuticos de 

longa duração. Outro medicamento pertencente à mesma classe das drogas acima citadas, 

o D0870, testado em camundongos, exibiu intensa atividade tripanocida, porém seu uso 

foi desencorajado, devido à grande incidência de reações adversas provocadas (Urbina, 

1999). Enquanto nos animais tratados com RAV não houve queda de peso, os animais 

infectados com a cepa Y e tratados com BZ apresentaram, imediatamente após o 

tratamento, perda de peso significativa. É importante salientar que após o término do 

tratamento, os animais voltaram a adquirir massa corporal, demonstrando a influência da 

droga na queda de peso. Esses resultados enfatizam a baixa toxicidade do RAV quando 

comparado ao BZ e mesmo a outros derivados azólicos, principalmente quando leva-se 

em consideração que a dose de RAV, 12 mg/kg/dia, foi superior à de BZ , a qual 

correspondeu a 7 mg/kg/dia. Deve-se levar em conta também o maior tempo de 

tratamento com Rav, 90 dias, em relação ao tratamento com Bz – 60 dias, ratificando a 

menor toxicidade do primeiro composto. Quando o ganho de peso foi avaliado 6 meses 

após o término do tratamento, não foi observada diferença significativa entre nenhum dos 

grupos, resultado esse justificado pelo longo tempo sem administração da droga.  

A avaliação da cura após o tratamento específico da doença de Chagas ainda gera 

controvérsias. No entanto, a eliminação efetiva da infecção requer negativação dos testes 
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parasitológicos e sorológicos. Nesse estudo, foram realizados os testes parasitológicos de 

exame de sangue a fresco hemocultura e PCR, bem como a abordagem sorológica, 

através da análise cinética da curva de anticorpos IgG anti T. cruzi. Foram considerados 

curados os animais que apresentaram negativação de todos os testes.  

O marcante efeito supressor na parasitemia dos cães tratados foi acompanhado 

de redução na positividade dos testes parasitológico e molecular, 30 dias após o 

tratamento. Todos os cães infectados e não tratados apresentaram ambos os testes 

positivos. Já nos grupos tratados, a hemocultura não foi capaz de detectar parasitos 

circulantes nesse período. Em humanos, essa técnica é capaz de detectar o parasito em 

cerca de 20 a 50% dos casos (Castro et al., 1983; Cerisola et al., 1972; Chiari e Brener, 

1966; Chiari et al., 1989; Galvão et al., 1993), porém é demonstrado que sua 

sensibilidade diminui após o tratamento específico com BZ (Silveira et al., 2000; Sosa 

Estani et al., 1998). Esse fato pode ser explicado pela redução na carga parasitária 

provocada  pelo tratamento, diminuindo assim a probabilidade do parasito estar presente 

na amostra de sangue analisada. A reação de PCR apresenta maior sensibilidade na 

detecção do parasito em relação à hemocultura e ao xenodiagnóstico. Gomes et al. (1999) 

e Braga et al. (2000) sugeriram que a PCR pode ser efetiva no controle da cura 

parasitológica em pacientes submetidos à quimioterapia específica. Deste modo, a técnica 

é uma ferramenta rápida e relativamente mais segura para avaliação da falha terapêutica, 

permitindo modificação precoce na quimioterapia em casos de resistência ou reativação 

da infecção (Schijman et al., 2000). Concordantes com essa hipótese, nossos resultados 

demonstraram que a reação de PCR foi mais sensível que a hemocultura em detectar o 

parasito, sendo positiva em 2/5 cães infectados com a cepa Y e em 3/5 cães infectados 

com a cepa Be-78, 30 dias após o tratamento com RAV. Já os animais tratados com BZ 

apresentaram ambos os testes negativos. De acordo com Castro et al. (2002), diferenças 

na sensibilidade da PCR podem ser explicadas pela presença e quantidade intermitentes 

do parasito no sangue na data da coleta. Seguindo o mesmo raciocínio, Galvão et al. 

(2003) sugeriram que um único resultado de PCR não pode ser indicativo seguro de cura 

parasitológica, uma vez que um resultado negativo pode significar ausência do parasito 
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naquele dado momento. Desse modo, uma nova coleta de sangue de todos os cães foi 

realizada seis meses após o tratamento. Os resultados indicaram aumento da positividade 

em relação aos primeiros testes, principalmente em relação à cepa Be-78. Deste modo, 

todos os cães infectados com essa cepa e tratados com RAV apresentaram resultados 

positivos. Já no grupo de animais infectados com a cepa Y, apenas um cão apresentou 

resultados persistentemente negativos.  

Por sua baixa sensibilidade na fase crônica da infecção, os testes parasitológicos 

e mesmo a PCR podem ser persistentemente negativos em indivíduos tratados e não 

curados. Nesse sentido, juntamente à negativação desses testes, a queda dos níveis de 

anticorpos anti-T. cruzi é indicativa de sucesso terapêutico (Cançado, 1963, 1997). Por 

outro lado, outros autores consideram um longo período de testes sorológicos negativos 

ou mesmo a queda sustentada destes como critério de cura (Andrade et al., 1996; Rassi e 

Luqueti, 1992; Sosa Estani et al., 1998). A avaliação da cinética de anticorpos da classe 

IgG no soro dos animais tratados com RAV revelou que, durante o período de tratamento, 

os níveis sorológicos observados nos animais infectados com a cepa Y estiveram abaixo 

da absorbância discriminante e foram significativamente menores quando comparados ao 

grupo não tratado e semelhantes ao grupo tratado com BZ (cães curados). Os animais 

infectados com a cepa Be-78 e tratados com RAV também apresentaram valores 

significativamente menores que os vistos no grupo CI e semelhantes aos tratados com 

BZ. 

Considerando que o parasito desencadeia uma série de alterações no sistema 

imune e ainda que os anticorpos da classe IgG reagem principalmente contra as formas 

sanguíneas do parasito, esses resultados indicam a marcante redução da carga parasitária 

já sugerida pelos testes parasitológicos. Entretanto, após o término do tratamento com 

RAV, os níveis de IgG elevaram-se novamente, mesmo no cão que apresentou testes 

parasitológicos negativos, confirmando que os animais não foram curados. Porém, é 

importante ressaltar que independente do perfil de resistência da cepa, os níveis 

sorológicos foram, mesmo após o tratamento, significativamente menores que os 

observados no grupo controle infectado e não tratado. Já os animais tratados com BZ 
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apresentaram níveis de anticorpos persistentemente abaixo da absorbância discriminante, 

corroborando dados anteriores (Guedes et al., 2004; Caldas, 2008), bem como os 

resultados das técnicas de hemocultura e PCR.   

A queda dos níveis de anticorpos específicos anti-T. cruzi, mesmo na ausência 

de cura parasitológica, estão de acordo com os resultados obtidos por outros 

pesquisadores ao avaliarem o tratamento de modelos experimentais e de pacientes. 

Guedes et al. (2002), ao tratarem com BZ cães na fase aguda e crônica da infecção, 

observaram decréscimo nos níveis de IgG anti-T. cruzi mesmo nos animais considerados 

não curados pelos testes parasitológicos. Os níveis de anticorpos desses cães foram 

significativamente menores que os encontrados no soro dos animais não tratados, apesar 

de serem maiores quando comparados aos animais tratados e curados. Andrade et al. 

(1996), realizando o tratamento de crianças com BZ, observaram diferença na 

concentração  de anticorpos entre os grupos de pacientes que receberam a droga ou 

placebo. Segundo os autores, observou-se uma redução na concentração de anticorpos, 

em comparação aos valores obtidos antes do início do tratamento, mesmo nos pacientes 

que não chegaram a apresentar soroconversão negativa, ou seja, não foram curados. 

Resultados semelhantes foram observados por Sosa Estani et al. (1998) quando trataram 

crianças na Argentina e por Silveira et al. (2000), que ao tratarem crianças residentes em 

Mambaí, Goiás, observaram uma redução dos títulos de anticorpos anti-T. cruzi mesmo 

nos indivíduos não curados. 

As principais subclasses de imunoglobulinas envolvidas na eliminação das 

formas sanguíneas e diminuição dos níveis de mortalidade são IgG 1 e IgG 2 (Brodskyn 

et al., 1989; Cordeiro et al., 2001). Com o objetivo de avaliar a influência do tratamento 

com RAV e BZ na produção das diferentes subclasses de imunoglobulinas, foi realizada a 

avaliação da cinética dos anticorpos IgG1 e IgG2 desde antes da infecção até 6 meses 

após o tratamento específico. Os níveis de anticorpos IgG2 foram semelhantes aos 

apresentados para IgG total e significativamente maiores que IgG1. Esses resultados 

corroboram aqueles obtidos anteriormente pelo nosso grupo (Guedes et al., 2007; Guedes 

et al., 2008; Caldas, 2008), bem como por outros pesquisadores ao estudarem a influência 
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da quimioterapia específica na resposta imune humoral (Cruz-Chan et al., 2009). De 

forma interessante, o perfil cinético traçado para as dosagens do subtipo IgG1 foi cepa-

dependente. Nos cães infectados com a cepa Be-78, o grupo CI exibiu valores 

ascendentes de absorbância até os 120 dias de infecção, estabilizando-se em seguida. 

Entretanto, os cães tratados com BZ, os quais foram considerados curados, apresentaram, 

durante todo o período de avaliação, valores próximos, porém superiores à absorbância 

discriminante. Já os animais tratados com RAV e não curados, exibiram valores de 

absorbância abaixo da discriminante e semelhantes aos animais não infectados. Quando a 

infecção foi realizada com a cepa Y, os níveis de IgG1 foram similares entre os diferentes 

grupos, independente do tratamento e mesmo da presença do parasito, permanecendo, por 

todo o período de avaliação, abaixo da absorbância discriminante. Esses resultados são 

concordantes com aqueles encontrados por Caldas (2008) ao estudarem a cinética dos 

mesmos anticorpos em cães infectados com a cepa Be-78 e tratados com BZ. Os autores 

encontraram níveis similares de IgG 1 no soro dos animais tratados curados, tratados não 

curados e não tratados, sugerindo então que o esse anticorpo não é um bom marcador de 

cura após o tratamento específico.  

Guedes et al. (2009) sugeriram que os níveis de IgG 1 podem funcionar como  

marcador de proteção cardíaca. Estudando cães da raça Beagle infectados com diferentes 

cepas do T. cruzi, os autores observaram que nos animais que foram infectados as cepas 

que induziram menor lesão cardíaca, no caso, a cepa Be-78, houve maior produção desse 

subtipo de imunoglobulina. Em contrapartida Cruz-Chan et al. (2009), avaliando cães 

sem raça definida e naturalmente infectados com o T. cruzi, correlacionaram a produção 

de IgG 1 com dano cardíaco, avaliado pela intensidade do processo inflamatório e fibrose 

em diferentes regiões do coração. Corroborando esses resultados, bem como com os que 

foram encontrados em nosso estudo, Caldas (2008) encontraram níveis de IgG1 

significativamente aumentados ao estudarem cães sem raça definida infectados com a 

cepa Be-78, os quais apresentaram intensa lesão tecidual. A discrepância entre os 

resultados pode ser devida à genética do hospedeiro, uma vez que foi utilizada a mesma 
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cepa nesse estudo e no de Guedes (2009), sugerindo maior resistência dos cães da raça 

Beagle frente à infecção pela cepa Be-78.  

Atualmente sabe-se que o parasito é condição suficiente e necessária para gerar 

uma resposta inflamatória Th1 no tecido parasitado, podendo incluir também fenômenos 

auto-imunes (Cunha-Neto et al., 2007; Tarleton, 2003; Tarleton et al., 1997), sugerindo 

que a diminuição da carga parasitária é, associada ou não a outros fatores, condição 

fundamental para diminuição das lesões. Neste contexto, é de extrema importância o 

encontro de drogas que exibam atividade anti-T. cruzi, sendo capazes de interferir na 

progressão das lesões cardíacas, mesmo quando não induzem à cura parasitológica 

(Urbina, 2009).  

Com o objetivo de avaliar o impacto do tratamento e conseqüente redução da 

parasitemia na evolução das lesões cardíacas, realizou-se a análise quantitativa do número 

de células inflamatórias e da área preenchida por colágeno no átrio direito dos cães 

tratados, paralelamente aos não tratados e aos não infectados. Essa região do coração foi 

escolhida com base no fato que o átrio direito é uma das áreas mais afetadas pela 

miocardite chagásica (Rossi, MA, 1998; Cruz-Chan et al., 2009). 

 Nossos resultados indicam que a presença e intensidade das lesões cardíacas 

estão associadas com a cepa do parasito e à sua sensibilidade às drogas utilizadas no 

tratamento. Apesar de não haver induzido a cura parasitológica, o RAV mostrou-se 

efetivo em reduzir as lesões cardíacas nos animais infectados com a cepa Y, a qual é 

sensível ao tratamento com IBE. Foi detectada correlação entre a supressão da 

parasitemia provocada pelas drogas e a intensidade da fibrose observada no átrio direito 

dos animais. A área ocupada por colágeno foi significativamente menor nos grupos 

tratados com RAV e BZ quando comparada ao grupo CI; e ainda similar à observada nos 

animais não infectados, demonstrando o efeito benéfico do tratamento com RAV, mesmo 

na ausência de cura. Esses resultados estão em acordo com os encontrados por Caldas 

(2008) ao tratarem com BZ cães sem raça definida infectados com a cepa Y e podem ser 

explicados com base na diminuição da carga parasitária provocada pelo tratamento.  



Diniz, L.F.                                                                                                                 Discussão 

 

 62 

 

Com relação aos animais infectados com cepa Be-78, efeito distinto foi 

observado nos cães tratados com RAV, o qual pode ser justificado com base na maior 

resistência dessa cepa aos IBE, como demonstrado no trabalho de Guedes et al. (2004). 

Apesar do tratamento com RAV induzir à supressão da parasitemia durante o tratamento 

dos cães infectados com essa cepa, esse efeito não foi suficiente para reduzir a 

intensidade das lesões teciduais detectadas na fase crônica da infecção, sendo o número 

de células inflamatórias e a área preenchida por colágeno observadas nos cães tratados 

similares aos infectados não tratados. Já o tratamento realizado com BZ foi eficaz em 

induzir a redução significativa do número de células inflamatórias, bem como da área 

preenchida por colágeno dos cães tratados quando comparados aos não tratados.  

Dessa forma, nos animais infectados com  cepa Y, mais sensível aos derivados 

azólicos, o RAV foi capaz, além de suprimir a parasitemia, influenciar na evolução das 

lesões cardíacas na fase crônica da infecção. Pode-se especular um efeito cooperativo 

entre o tratamento e o sistema imune, uma vez que droga foi capaz de reduzir 

significativemente a carga parasitária durante a fase aguda. Quando cessou o seu efeito, o 

sistema imune foi capaz de conter a proliferação dos parasitos, reduzindo assim a 

intensidade das lesões.  

Estudos sobre o papel do tratamento específico na prevenção das lesões 

cardíacas são contraditórios. Alguns autores demonstraram que o tratamento específico, 

mesmo quando não induz a cura parasitológica, é capaz de interferir no curso natural da 

doença, reduzindo o desenvolvimento e a progressão das lesões cardíacas. Bustamante et 

al. (2007) observaram diminuição da fibrose em camundongos tratados com BZ. Gobbi et 

al. (2007), ao utilizarem o Alopurinol, análogo da hipoxantina que bloqueia a síntese de 

purinas em T. cruzi, verificaram redução no infiltrado inflamatório dos animais quando 

comparados aos não tratados. Estudando pacientes, Fragatta Filho et al. (1994) e Viotti et 

al. (2006) demonstraram melhora clínica e eletrocardiográfica em pacientes tratados 

quando comparados aos pacientes não tratados após diferentes períodos de avaliação.  

Por outro lado, diversos autores acreditam que mesmo o tratamento na fase 

aguda da infecção não é capaz de evitar ou amenizar o dano tecidual em pacientes caso a 
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cura parasitológica não seja alcançada (Anez et al.,1999; Lauria- Pires et al., 2000). 

Parada et al. (1997) e Inglessis et al. (1998) descreveram que pacientes tratados na fase 

aguda mostraram, através de biópsia no miocárdio, intensa miocardite depois de meses ou 

anos após a administração de BZ, sugerindo que o tratamento específico não foi capaz de 

prevenir as lesões. Segura et al. (1994) não observaram diferença significativa na 

miocardite em camundongos tratados com diferentes cepas. Já Andrade et al. (1989) e 

Garcia et al. (2005) demonstraram redução da inflamação nos animais tratados com BZ, 

porém sem diferença na significativa na fibrose apresentada pelos grupos tratados ou não.  

Caldas (2008), utilizando como modelo experimental camundongos e cães 

infectados com diferentes cepas do T. cruzi observaram que a eficácia do tratamento com 

BZ na fase aguda da doença em diminuir as lesões na fase crônica foi dependente da cepa 

e do modelo utilizados, evidenciando o papel da interação parasito-hospedeiro no 

desenvolvimento das lesões. O tratamento de cães infectados com cepas sensíveis ao BZ 

foi capaz de induzir a cura parasitológica e prevenir o desenvolvimento das lesões 

cardíacas. Já os cães infectados com cepas resistentes mostraram diferentes padrões de 

resposta. Mesmo quando não foram curados, os animais infectados com a cepa AAS 

apresentaram área cardíaca preenchida por colágeno numa extensão intermediária à 

observada entre os cães não infectados e os infectados. Já o curso da infecção com a cepa 

VL-10, também  resistente ao BZ, não foi alterado com o tratamento específico; os cães 

tratados apresentaram lesões similares aos não tratados. Ao analisar o efeito da 

quimioterapia específica em camundongos, comportamento distinto foi verificado; por 

vezes, foi o inverso do observado em cães, como no caso do tratamento dos camundongos 

infectados com a cepa VL-10 que, apesar de não curados, apresentaram redução 

significativa da fibrose no miocárdio.  

Na tentativa de correlacionar a influência do tratamento específico e o padrão de 

lesões cardíacas observado para as diferentes cepas com possíveis alterações na resposta 

imune celular, a próxima etapa do trabalho foi avaliar se o tratamento com BZ e RAV 

influenciaria o padrão de expressão de citocinas no tecido cardíaco. Para isso, foi 

realizada análise semi-quantitativa dos níveis de mRNA para IFN- e IL-10 no átrio 
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direito dos cães. Os resultados indicaram que os níveis de mRNA para essas citocinas no 

tecido foram  relacionados com o dano cardíaco. Nos animais infectados com a cepa Y e 

tratados com RAV e BZ, a redução da intensidade das lesões foi acompanhada de redução 

dos níveis de IFN- e aumento dos níveis de IL-10 em relação ao grupo não tratado. Ao 

analisar-se a cepa Be-78, observou-se que o tratamento com RAV não foi capaz de alterar 

a expressão de IFN- no tecido, concordante com a similaridade das lesões, vista entre os 

grupos infectados e tratados com essa droga em relação aos cães não tratados. De forma 

interessante, o grupo tratado com BZ apresentou níveis de IFN- significativamente 

menores que os grupos CI e tratado com RAV e similares ao grupo não infectado. Já a 

quantificação de IL-10 não foi significativamente diferente entre nenhum grupo.  

Esses resultados estão de acordo com a maior resistência da cepa Be-78 frente a 

compostos da classe dos derivados azólicos, sugerida por Guedes et al., (2004) e já 

relatada anteriormente; fato demonstrado tanto pelos perfis da resposta imune humoral e 

celular quanto pela intensidade das lesões cardíacas detectadas no coração dos animais 

tratados com RAV.   

Murta et al. (1999), ao avaliar o impacto do tratamento específico no 

comportamento da resposta imune, utilizando linhagens de T. cruzi sensíveis e resistentes 

ao fármaco, demonstrou que horas após o tratamento com BZ houve aumento da 

fagocitose por macrófagos e conseqüente destruição de parasitos sensíveis às drogas, com 

níveis aumentados das citocinas IL-12, IFN-, bem como intermediários reativos de 

nitrogênio. Os autores demonstraram a importância da interação parasito-sistema imune 

hospedeiro na eficácia do tratamento da doença de Chagas experimental, mostrando que 

apenas as células dos animais infectados com o parasito sensível à droga produziram altos 

níveis de citocinas e radicais de nitrogênio, favorecendo assim a destruição dos parasitos 

intracelulares pela resposta imune celular. O tratamento de parasitos resistentes, de forma 

análoga ao que foi acima exposto, não induziu a alterações significativas no padrão de 

resposta imune celular.  

Sathler-Avelar et al. (2006) observaram que o tratamento com BZ durante a fase 

crônica recente da doença de Chagas humana direciona a expressão de citocinas por 
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células sanguíneas para o perfil Th1. Adicionalmente, Sathler-Avelar (2008) 

demonstraram uma elevada ativação da imunidade inata e adaptativa no sangue periférico 

de crianças um ano após o tratamento com BZ. Os autores sugerem que o tratamento 

específico pode levar a alterações na resposta imune que são dependentes da resistência 

da cepa do parasito, podendo haver diferenças se a intervenção terapêutica é realizada na 

fase aguda ou crônica da doença. No presente trabalho, a análise da síntese de IFN- foi 

realizada especificamente no músculo cardíaco, seis meses após o tratamento específico, 

ou seja, quando a pressão da droga não estava mais presente, mas sim as conseqüências 

de sua maior ou menor eficácia no tratamento da fase aguda. Pode-se sugerir que a 

redução da carga parasitária ainda na fase aguda da doença teria contribuído para 

diminuição das lesões teciduais quando comparadas aos animais não tratados, 

justificando as diferenças observadas com relação aos níveis diminuídos dessa citocina 

quando realizou-se o tratamento. Para uma avaliação segura do perfil da resposta imune, a 

dosagem de outros marcadores e citocinas, bem como a avaliação de diferentes tecidos 

devem ser realizadas.  

Os diferentes resultados são provavelmente relacionados à resposta imune do 

hospedeiro frente à infecção, uma vez que esta está diretamente envolvida na resistência 

ou patogênese da doença de Chagas (Morgan et al., 1996; Cordeiro et al., 2001). Nesse 

sentido, o perfil de citocinas tem se mostrado essencial para definição dos mecanismos 

imunopatológicos envolvidos na cardiopatia chagásica e no controle da resposta imune 

durante a infecção pelo T. cruzi (Zhang e Tarleton, 1996; Teixeira et al., 2002). 

Gomes et al. (2003) investigaram o papel das citocinas IL-10 e IFN- e sua 

relação com o desenvolvimento da patologia da doença de Chagas, através da avaliação 

da resposta de PBMC de indivíduos chagásicos crônicos. Os autores demonstraram que a 

alta produção de IFN- e baixa produção de IL-10 pode estar correlacionada com o 

desenvolvimento da doença cardíaca. A atividade modulatória da citocina IL-10 manteria 

o equilíbrio entre parasitismo e integridade tecidual em pacientes indeterminados. Deste 

modo, a inflamação seria moderada, gerando fibrose local e uma resposta Th1 branda, 

que manteria o parasitismo sob controle.  Ribeiro et al. (2008) observaram maior 
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produção de IFN- e TNF- em pacientes com a forma clínica digestiva em relação aos 

indeterminados. Utilizando o modelo canino, Guedes et al. 2009, demonstraram níveis de 

mRNA para INF-gama significativamente aumentados em cães experimentalmente 

infectados e que desenvolveram doença cardíaca. Já nos animais infectados que não 

desenvolveram cardiopatia, altos níveis de IL-10 foram detectados.  

Deste modo, pode-se especular que o padrão de resposta imune, bem como a 

presença de lesão no tecido cardíaco detectada na fase crônica da infecção, quando o 

tratamento com RAV ou BZ foi realizado na fase aguda, é dependente de fatores 

inerentes ao hospedeiro e ao parasito. O comportamento do sistema imune é influenciado 

pelo tratamento; porém, as características genéticas do parasito, incluindo o seu perfil de 

susceptibilidade às drogas, são também importantes e por vezes essenciais para a 

ocorrência de maior ou menor dano tecidual observado na fase crônica da infecção.  

Nossos resultados demonstraram que apesar de não induzir à cura parasitológica, 

o tratamento com RAV foi eficaz em reduzir as lesões cardíacas dos anmais infectados 

com a cepa Y do T. cruzi e esta redução foi correlacionada com alteração nos perfis da 

resposta imune humoral e celular. Além disso, a droga não induziu ao aparecimento de 

reações adversas detectáveis. A falha terapêutica provavelmente deve-se ao tempo de 

meia vida relativamente curto da droga nesse modelo (8,8 horas). Entretanto, as 

propriedades farmacocinéticas do RAV em humanos são muito mais favoráveis do que as 

exibidas em camundongos e cães. A concentração atingida no plasma humano após 

múltiplas doses orais bem toleradas, cerca de 1nM, é cerca de 1000 a 5000 vezes maior 

que a concentração inibitória mínima sobre amastigotas intracelulares (Andes et al., 

2003; Mikamo et al., 2002). Adicionalmente, o tempo de meia-vida do RAV no homem é 

de 120 horas (Grasela et al., 2000). Deste modo, esse composto apresenta-se como uma 

alternativa segura e promissora para o tratamento da doença de Chagas humana, sendo 

justificada a sua avaliação em triagens clínicas.   
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7. Conclusões  
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 Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que: 

 

 O tratamento com RAV foi bem tolerado por cães sem raça definida em 

esquema terapêutico longo;  

 O RAV apresenta efeito supressor, porém não induz a cura parasitológica 

em cães infectados com as cepas Y e Berenice-78 do T. cruzi; 

 O tratamento com RAV e BZ influencia o padrão de resposta imune 

humoral, alterando os níveis das imunoglobulinas IgG e IgG2 de forma similar; 

 Os níveis de IgG1 produzidos no soro dos cães correlacionam-se com a 

presença de inflamação no miocárdio na fase crônica da infecção, porém parece 

independente do tratamento específico; 

 O tratamento com RAV durante a fase aguda da infecção foi eficaz em 

prevenir as lesões cardíacas características da fase crônica da infecção dos cães infectados 

com a cepa Y;  

 O tratamento com RAV durante a fase aguda da infecção induziu a uma 

redução significativa da expressão de mRNA para a citocina IFN- e aumento da 

expressão de mRNA para IL-10 no átrio direito de cães inoculados com a cepa Y;  

 O tratamento na fase aguda com RAV não induziu alterações nos perfis de 

resposta imune e lesões cardíacas presentes na fase crônica da infeccção de cães 

inoculados com a cepa Be-78, confirmando a resistência dessa cepa aos derivados 

azólicos.  
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