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RESUMO 

 

A infecção pelo Trypanosoma cruzi leva a uma progressiva inflamação no coração 

que culmina em miocardite, fibrose e mudanças na arquitetura e funcionalidade desse 

órgão. Sugere-se que essas alterações, definidas como remodelamento cardíaco, sejam 

coordenadas por uma resposta inflamatória específica contra o parasito. O objetivo 

dessa pesquisa foi avaliar os efeitos da Sinvastatina, inibidora da enzima HMG-CoA 

redutase, na resposta inflamatória cardíaca durante a doença de Chagas experimental. 

Camundongos C57Bl6 machos foram agrupados em (i) não-infectados e (ii) infectados 

com 500 formas tripomastigotas de cepa Colombiana do T. cruzi. Cada grupo (n=8) foi 

tratado diariamente com Sinvastatina (20mg/Kg) por 30 dias ou recebeu solução salina, 

ambos por gavagem. Parâmetros morfométricos (peso coração/peso corporal e 

histopatologia) e imunológicos (citocinas) foram avaliados na fase aguda (30 dias) da 

doença de Chagas experimental. Nossos resultados sobre o perfil de citocinas 

mostraram uma atividade antiinflamatória da Sinvastatina observada pela diminuição 

das citocinas séricas pró-inflamatórias IFN-γ e TNF-α, e estabilização da síntese de IL-

10, sendo esse perfil associado a um aumento dos parasitos circulantes. Corroborando 

com esses dados, análises histopatológicas mostraram que os animais tratados com 

Sinvastatina apresentaram um infiltrado inflamatório reduzido no 30º dia após a 

infecção, em comparação com aqueles animais não-tratados. Nesse trabalho, sugere-se 

que doses reduzidas de Sinvastatina sejam responsáveis pela resposta antiinflamatória 

observada durante a infecção aguda pelo T. cruzi e que, provavelmente, esse papel 

exerça um efeito protetor no miocárdio durante a fase crônica da doença experimental.   

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, miocardite, Sinvastatina, HMG-CoA redutase  
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ABSTRACT 

 

Trypanosoma cruzi infection leads to a progressive inflammation that culminates 

in myocarditis, fibrosis and changes in the cardiac architecture and functionality. These 

alterations, named cardiac remodeling, are possible droved by an inflammatory response 

mediated by cytokines and leukocytes activation. Here, we seek to evaluate the effects 

of simvastatin, the inhibitor of HMGCo-A redutase, in the inflammatory response rate 

during experimental Chagas' disease. C57Bl6 mice were grouped into (i) non-infected 

and (ii) infected with 500 trypomastigotes of Colombian strain of T. cruzi. Each group 

(n = 8) was treated daily with simvastatin (20mg/kg) by gavage for 30 days or received 

vehicle. Morphometric (heart weight and histopathology) and immunological 

(inflammatory and anti-inflammatory cytokines) parameters were evaluated in the acute 

phase (30 days) of experimental Chagas disease.  Our results suggest that simvastatin 

exerts anti-inflammatory effects during the acute phase of experimental Chagas disease, 

controlling negatively the plasma levels of IFN-gamma and TNF-alpha and stabilizing 

the IL-10 profile. This pattern was coincident with the low detection of blood parasites 

in all treated mice. In addition, simvastatin was also associated with reduced heart 

inflammatory infiltration observed on 30th day post-infection. In summary, our data 

suggest that low doses of simvastatin are able to reduce inflammatory response 

developed by T. cruzi infection and, possibly, this protective heart pattern might be also 

extensive to the chronic phase of experimental Chagas disease.  

 

Keywords: Trypanosoma cruzi, myocarditis, Simvastatin, HMG-CoA reductase  
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1. Introdução 

 

1.1. Trypanosoma cruzi e doença de Chagas  

 

 O Trypanosoma cruzi, protozoário uniflagelado pertencente à ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, é o agente etiológico da doença de 

Chagas, uma antropozoonose freqüente na América Latina, considerada como um 

dos principais problemas de saúde pública nessa região, afetando aproximadamente 

15 milhões de pessoas em todo o continente americano, sendo que 48 milhões de 

indivíduos permanecem sob risco de infecção (WHO, 2007). 

 Sob condições naturais, o ciclo de vida do T. cruzi se alterna entre hospedeiros 

invertebrados, mais de 130 hemípteros da família Reduviidae, e hospedeiros 

vertebrados, mais de 100 espécies de mamíferos de diferentes ordens (Lambrecht, 

1965; Zeledón & Rabinovich, 1981). 

 As infecções de mamíferos pelo T. cruzi adquiridas naturalmente são iniciadas 

nas camadas da derme ou na mucosa da conjuntiva por formas tripomastigotas 

metacíclicas infectivas, que são transmitidas por um vetor triatomínio hematófago 

infectado (Burleigh & Woolsey, 2002) as quais se transformam, no interior das 

células dos mamíferos, em amastigotas com capacidade reprodutiva por divisão 

binária simples. No homem, além do contágio pelos triatomínios infectados, a 

transmissão do parasito pode ocorrer através de transfusões sangüíneas, transplantes 

de órgãos, transmissão congênita (Brener & Gazzinelli, 1997), acidentes de 

laboratório e por uma forma crescente ultimamente que é através da ingestão de 

alimentos contaminados com tripomastigotas de T. cruzi (Yoshida, 2008). 

 A doença de Chagas tem uma apresentação clínica muito variável, e é dividida 

basicamente em duas formas, determinada ou sintomática, e indeterminada ou 

assintomática (Dutra & Gollob, 2008). Após a infecção pelo parasito, inicia-se um 

período de fase aguda que vai de 2 a 4 meses, e a mortalidade nesse período é de 

aproximadamente 5%, devido basicamente a episódios de miocardite ou 

meningoencefalite em crianças (Remme et al, 2006). Durante a fase aguda, a 

maioria dos indivíduos infectados desenvolve uma resposta imune humoral e celular 

responsável pela diminuição ou completa ausência dos parasitos no sangue 

(parasitemia subpatente) com ausência de sintomas. Após esse período de fase 
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aguda os pacientes progridem para uma fase crônica indeterminada e podem 

permanecer assim por toda a vida (Prata, 2001). 

Embora a maioria dos pacientes chagásicos apresentem a forma clínica 

classificada como assintomática, aproximadamente um terço dos indivíduos que 

passaram pela fase aguda manifesta os sintomas característicos de fase crônica, a 

qual pode ser silenciosa inicialmente, mas que com o passar dos anos pode evoluir 

para quadros sintomáticos (Dutra & Gollob, 2008). Esses indivíduos sintomáticos de 

fase crônica apresentam lesões irreversíveis em órgãos como coração, esôfago e 

cólon, além de sistema nervoso periférico, responsáveis pelas duas formas 

características de apresentação da doença nessa fase: as formas cardíaca e digestiva, 

ou ambas simultaneamente, conhecida como forma mista (Prata, 1994). Dos 

indivíduos chagásicos crônicos sintomáticos, aproximadamente 2% apresentam a 

forma mista, 8-10% apresentam a forma digestiva, e de 20 a 30% apresentam a 

forma cardíaca, a principal causa de morte associada à doença de Chagas.  

 Como dito anteriormente, a doença de Chagas se manifesta em duas fases, aguda 

e crônica (Coura, 2007; Kirchhoff, 1993). A fase aguda da doença de Chagas dura 

aproximadamente 2 a 4 meses e é caracterizada por alto número de parasitos no 

sangue e nos tecidos. Uma lesão inflamatória local aparece no sítio onde as formas 

tripomastigotas penetraram e sofreram sua primeira rodada de multiplicação, 

recebendo o nome de Sinal de Romanã, se a porta de entrada tiver sido a conjuntiva 

ocular, ou Chagoma de Inoculação, se a porta de entrada do parasito tiver sido a 

pele. Com a disseminação do T. cruzi, os sintomas de insuficiência cardíaca 

desenvolvem em um pequeno número de pacientes, refletindo a subjacente 

miocardite severa. Demais mortes na fase aguda da doença de Chagas são devido à 

falhas cardíacas (Laranja et al, 1956). Episódios de meningoencefalite também 

podem ocorrer, especialmente em pacientes imunossuprimidos (Hoff et al, 1978). 

Claramente, as manifestações mais comuns da doença se desenvolvem na fase 

crônica, muitos anos após a infecção inicial pelo o T. cruzi (Bilate & Cunha-Neto, 

2008; Kirchhoff, 1993; ). O coração é o órgão mais comumente envolvido e, devido 

às disritmias cardíacas e disfunções autonômicas, a morte súbita pode inevitalmente 

ocorrer. É freqüente, pois, o desenvolvimento de cardiomiopatia, e a falha cardíaca 

congestiva é uma causa comum de morte nos pacientes acometidos por essa doença. 

Somado a isso, indivíduos com doença de Chagas cardíaca muitas vezes 

desenvolvem trombos que embolizam e causam diversas complicações nos 
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pacientes (Rassi Jr et al, 2000; Braga et al, 1995). Por fim, a síndrome dos “megas” 

relacionados ao esôfago e/ou cólon também pode se desenvolver durante a infecção 

crônica, causando uma série de apresentações clínicas como disfagia e baixa 

sensibilidade à gastrina (Herbella et al, 2004), interferindo na alimentação do 

paciente. 

 O porquê das diferentes evoluções clínicas ocorrerem é uma questão intrigante e 

ainda não resolvida, mas a despeito de muitas incertezas, é reconhecido que a 

resposta imune do hospedeiro é crítica na determinação dos resultados da doença 

(Dutra & Gollob, 2008), exercendo papel importante nos efeitos patológicos dessa 

(Bilate & Cunha-Neto, 2008). Tendo em vista que a doença de Chagas é uma 

doença infecciosa com lesões de caráter inflamatório, o entendimento da resposta 

imunológica montada pelo organismo durante a infecção é essencial para se 

entender os efeitos patológicos causados pela mesma.  

 

 1.2. Resposta imune na doença de Chagas 

  

 Vários aspectos influenciam de maneira semelhante a evolução clínica da 

doença de Chagas humana (Dutra & Gollob, 2008; Engman & Leon, 2002). Fatores 

tais como cepa do parasito e tropismo tecidual, carga parasitária, tempo de infecção, 

natureza da resposta imune montada e o histórico genético do hospedeiro exercem 

importantes papéis (Dutra & Gollob, 2008). A disseminação sistêmica do T. cruzi é 

acompanhada por uma intensa resposta imune, a qual permite o controle do parasito, 

mas também leva a uma massiva infiltração de células mononucleares nos tecidos 

atingidos, especialmente no miocárdio, levando à produção local e sistêmica de 

citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatórios, tais como o óxido nítrico 

(NO) (Aliberti et al, 2001; Gazzinelli et al, 1998). 

 Os mecanismos pelos quais o hospedeiro controla a replicação do parasito 

durante a fase aguda da infecção pelo T. cruzi ainda não estão completamente 

entendidos. Sabe-se que em modelos murinos, por exemplo, um predomínio de uma 

resposta imune inicial do tipo Th1 é importante para o controle do parasito, uma vez 

que nesse tipo de resposta ocorre secreção de TNF-α pelas células TCD4+, que 

estimulam a produção de IFN-γ pelas células NK, TCD4+ e TCD8+ (Oliveira et al, 

2007; Torrico et al, 1991), citocinas e células que estão envolvidas na destruição das 

células infectadas pelo T. cruzi.  
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Mas essa forte ativação dos componentes celulares do sistema imune pelo T. 

cruzi pode também resultar em alguns efeitos colaterais (Brener & Gazzinelli, 

1997), uma vez que a resposta imune parece grandemente responsável pelo dano 

tecidual e destruição neuronal no tecido cardíaco observado na fase aguda da doença 

de Chagas (Talvani et al, 2000; Machado et al, 1998), contribuindo para uma 

característica marcante dessa: o processo de remodelamento inflamatório cardíaco, 

cuja fase inicial apresenta-se caracterizada por uma miocardite rica em células T e 

macrófagos, ausência virtual de parasitos, hipertrofia cardíaca e fibrose (Cunha-

Neto et al, 2006). Em humanos, por exemplo, os pacientes que desenvolvem a 

cardiopatia chagásica crônica (CCC) apresentam um infiltrado inflamatório 

composto basicamente por macrófagos, células B e T e algumas células NK, tendo 

as células T uma predominância sobre as células B. O infiltrado inflamatório 

apresenta um alto número de células granzima-positivas (Higuchi et al, 1993) e uma 

restrita heterogeneidade de transcritos de cadeia alfa variáveis no receptor de célula 

T (Cunha-Neto et al, 1994), indicando um infiltrado inflamatório dirigido 

especificamente aos antígenos do parasito (Cunha-Neto et al, 2009). Além disso, 

episódios de auto-imunidade também são considerados como fatores para o 

desenvolvimento de lesões inflamatórias, especialmente pelo fato de que alguns 

estudos não conseguem correlacionar o grau de parasitismo tecidual e a intensidade 

da resposta inflamatória, o que leva alguns autores à hipótese de que a CCC é uma 

doença auto-imune disparada em alguns indivíduos pela infecção com o T. cruzi 

(Soares & Santos, 2009).  

Essa relação dos mecanismos imunológicos com a patologia e fisiologia da 

doença de Chagas tem sido fortemente evidenciada por episódios de reação de 

hipersensibilidade retardada, ocasionada por infiltrados inflamatórios compostos 

principalmente por células mononucleares, juntamente com os achados de 

imunoglobulinas e deposição de moléculas do sistema complemento no tecido 

miocárdico (Marin-Neto et al, 2007). 

Além desses danos observados nos tecidos, histiócitos e células endoteliais 

apresentam aumentada expressão de moléculas de HLA classes I e II, ICAM e E-

selectina, enquanto cardiomiócitos expressam maiores níveis de HLA classe I, os 

quais são marcadores encontrados normalmente nas células em resposta a produção 

local de citocinas inflamatórias (Cunha-Neto et al, 2009). 
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Em infecções agudas, pouco tempo depois do início da infecção ocorre uma 

ativação da imunidade inata estimulada por antígenos do T. cruzi através de 

receptores Toll-like, tais como 4 e 9, em macrófagos e células dendríticas (Bafica et 

al, 2006). Com essas células ativadas, ocorre intensa secreção de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias, super-regulação da expressão de receptores co-

estimulatórios e aumentada endocitose e morte intracelular de parasitos através da 

liberação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. Os macrófagos e células 

dendríticas que tenham endocitosado os parasitos induzem subsequentemente uma 

forte resposta de células T e anticorpos contra antígenos do T. cruzi, gerando células 

T específicas contra o T. cruzi e produtoras de IFN-γ que migram juntamente com 

outros leucócitos sanguíneos para o sítio da inflamação induzida pelo T. cruzi em 

resposta a quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL10, e participam 

da resposta imune contra o parasito (Teixeira et al, 2002). Essa resposta inflamatória 

de anticorpos e células T leva ao controle do parasitismo tecidual e sanguíneo, 

embora não completamente, uma vez que são encontrados parasitos na fase crônica 

da infecção. 

Já no estágio crônico da infecção, provavelmente devido a uma persistência do 

parasito, é continuada a produção de citocinas inflamatórias por células 

mononucleares, levando a níveis aumentados no plasma de TNF-α e IFN-γ, sendo 

essas citocinas detectadas em indivíduos infectados com as formas indeterminadas 

da doença de Chagas (Cunha-Neto et al, 2009; Talvani et al, 2004; Ferreira et al, 

2003; Abel et al, 2001; Ribeirão et al, 2000). Os pacientes que desenvolvem a CCC 

exibem níveis aumentados de TNF-α e CCL2 quando comparados aos indivíduos 

com a forma indeterminada da doença de Chagas, além de números aumentados de 

células TCD8+ e CD4+CCR5+CXCR3+ produtoras de IFN-γ, em concomitância com 

uma baixa produção de células T regulatórias FoxP3+ e produtoras de IL-10 (Cunha-

Neto et al, 2009; Araujo et al, 2007; Gomes et al, 2003; Abel et al, 2001,).   

Essa forte resposta inflamatória observada pela medida das citocinas no sangue 

periférico tem correspondência ao se analisar a natureza do infiltrado inflamatório 

encontrado no miocárdio de pacientes com a CCC (Cunha-Neto et al, 2005), uma 

vez que o infiltrado de células mononucleares nos tecidos cardíacos desses pacientes 

expressam IFN-γ, TNF-α and IL-6 e baixos níveis de IL-2, IL-4 e IL-10 (Abel et al, 

2001). Um estudo analisando a expressão gênica de mediadores inflamatórios 

através de real-time PCR observou um significante aumento dos receptores de 
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quimiocinas CCR5, CXCR3 e CCR7 no miocárdio de pacientes com a CCC, bem 

como de seus ligantes, em comparação com amostras de doadores de coração e 

pacientes com cardiomiopatias não-inflamatórias (Cunha-Neto et al, 2005). Esse 

mesmo estudo encontrou que genes expressos por células T regulatórias (TGF-β e 

Foxp3) ou células Th2 (IL-4 e IL-13) estavam reduzidos ou sua expressão não era 

detectada no tecido cardíaco dos pacientes com CCC, sugerindo que a intensa 

resposta inflamatória Th1 no miocárdio de pacientes com essa forma da doença 

ocorre na ausência de mecanismos regulatórios. 

Vários são os motivos que levam os pacientes chagásicos ao desenvolvimento da 

CCC, e no tópico a seguir discutiremos alguns deles. 

 

1.2.1. Cardiopatia Chagásica Crônica 

 

 A cardiopatia chagásica crônica (CCC), que se estabelece durante a fase crônica 

da doença de Chagas, é a mais expressiva manifestação dessa doença, tanto devido à 

sua freqüência quanto à sua severidade (Coura, 2007; Prata, 2001). A CCC é 

responsável pelas principais causas de morbidade e mortalidade associadas à 

mesma, como o resultado de uma intensa agressão ao tecido cardíaco, causada tanto 

pelo T. cruzi quanto pelo sistema imune do hospedeiro, na intenção de combater a 

infecção causada pelo protozoário parasito. 

 Apesar dos intensos estudos focando a CCC, ainda não existe um consenso entre 

os pesquisadores sobre quais são as reais causas desse processo inflamatório e como 

ele se processa (Cunha-Neto et al, 2009; Tarleton, 2003). 

 Estudos em modelos animais e em seres humanos apontam a ocorrência de 4 

mecanismos patogenéticos principais que em conjunto levam os pacientes 

chagásicos ao desenvolvimento da CCC (Marin-Neto et al., 2007), são eles: 

disautonomia cardíaca, distúrbios microvasculares, lesão miocárdica dependente do 

parasito e lesão miocárdica mediada pelo sistema imune. 

 

 - Disautonomia cardíaca: evidências desse processo começaram a ser apontadas 

desde os anos 50, quando o patologista alemão Fritz Köberle, começou a estudar o 

sistema nervoso intrínseco em órgãos que exibiam as alterações patológicas 

causadas pela doença de Chagas ( Köberle, 1968). Os estudos desse e de outros 

pesquisadores foram consensuais em concluir que os órgãos alterados em pacientes 
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chagásicos apresentavam dano gangliônico e anormalidades degenerativas nas 

células de Schwann e fibras nervosas (De Souza et al, 1996). Outra importante 

conclusão desses trabalhos é que a redução neuronal ocorre predominantemente 

durante a fase aguda da doença, ocasionada por 3 fatores principais, a saber o 

parasitismo neuronal, a degeneração causada por inflamação perigangliônica e 

reações autoimunes antineuronais (Santos & Hudson, 1981). Além desses estudos 

patológicos, outros estudos, fisiológicos e farmacológicos, também foram hábeis em 

demonstrar uma prejudicada regulação da função cardíaca, onde através da 

aplicação de estímulos aos nervos parassimpáticos, esses não provocavam alterações 

no tônus cardíaco consistentes com suas funções (Marin-Neto et al, 2007). 

 

 - Distúrbios microvasculares: esses distúrbios consistem nos primeiros registros 

patológicos da fase aguda da cardiopatia chagásica, sendo causados por inflamação 

perivascular, um dos mecanismos para degeneração miocárdica. Necrópsias de 

pacientes crônicos mostraram colapso difuso de arteríolas intramiocárdicas, onde 

proliferação íntima causou constrição do lúmen. Corroborando com essas 

evidências, outros autores sugerem que vasodilatação e vasoconstrição anormal ao 

nível microcirculatório são causadores de dano miocárdico em pacientes chagásicos 

(Higuchi et al, 1998), o que leva à hipótese de que distúrbios isquêmicos de baixa 

intensidade e curta duração são importantes mecanismos de cardiomiopatia 

chagásica. Em suma, anormalidades estruturais e funcionais microvasculares, que de 

certa forma são o resultado de processos inflamatórios, amplificam e potencializam 

os efeitos das agressões inflamatórios ao tecido miocárdico (Marin-Neto et al, 1992; 

Hagar & Rahintoola, 1991; Vianna, 1911). 

 

 - Lesão miocárdica dependente do parasito: embora alguns estudos apontem a 

quase ausência de parasitos em tecidos cardíacos severamente inflamados, a 

presença dos antígenos e do DNA do parasito, mesmo que escassos, são importantes 

fontes de manutenção da resposta imune específica do hospedeiro durante a fase 

crônica da doença de Chagas (Bilate & Cunha-Neto, 2008). De acordo com esse 

raciocínio, células T CD8+ T. cruzi-específicas têm sido isoladas de pacientes 

apresentando CCC, o que provê evidências do recrutamento e expansão dessas 

células no miocárdio, provavelmente relacionados à presença de antígenos do 

parasito (Fonseca et al., 2005). De fato, estudos experimentais utilizando-se de um 
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alto inóculo ou com alta reprodução parasitária na fase aguda, apresentaram uma 

maior agressão ao tecido cardíaco dos animais infectados, sugerindo uma relação 

entre carga parasitária e severidade da doença em modelos animais (Bilate & 

Cunha-Neto, 2008); o que é reforçado por Coura 2007, que diz que a maioria dos 

casos de forma aguda da doença de Chagas no Brasil apresenta pouco ou nenhum 

sintoma, possivelmente devido a um inóculo pequeno. 

 Além desses fatores ligados à resposta imune contra o parasito, as características 

biológicas das cepas utilizadas nos experimentos ou em infecções naturais e 

particularmente seu tropismo, como citado aqui anteriormente, têm importante 

função como determinantes da doença e de suas formas clínicas (Coura, 2007). 

 

 - Lesão miocárdica mediada por resposta auto-imune: A ocorrência de forte 

resposta inflamatória em lesões cardíacas com escassez de parasitos sugere uma 

possível ocorrência de resposta auto-imune na doença de Chagas (Hyland & 

Engman, 2006; Tarleton, 2003; Engman & leon, 2002). Apesar de a resposta auto-

imune ainda não estar bem esclarecida entre os pesquisadores, é consenso geral que 

processos como mimetismo molecular, (ocorrência de moléculas do agente 

infeccioso semelhantes às do hospedeiro) e ativação by stander (contínua produção 

de células T citotóxicas mediada por citocina) provocam resposta inflamatória a 

antígenos próprios (Gironés et al, 2007). 

 Em estudos experimentais de fase aguda e crônica, camundongos infectados 

com o T. cruzi mostraram auto-anticorpos específicos contra auto-antígenos 

contidos em tecidos cardíacos, nervosos e outros, sendo que proteínas estruturais 

como a miosina cardíaca, desmina e actina são alvos comuns (Leon et al, 2001; 

Rizzo et al, 1989); além disso, no soro de pacientes chagásicos crônicos foram 

encontrados auto-anticorpos com reatividade cruzada contra proteínas humanas e do 

T. cruzi (Marin-Neto et al, 2007).  

 A falta de correlação entre a presença do parasito e a CCC em humanos leva os 

pesquisadores a suspeita de que outros fatores operam no desenvolvimento dessa 

doença inflamatória. Nesse sentido, a hipótese mais bem aceita é a de que ocorre 

uma quebra na tolerância imunológica com dano ao tecido cardíaco 

secundariamente a uma resposta originalmente protetora dirigida aos antígenos do T. 

cruzi que são estruturalmente semelhantes a componentes específicos do tecido 

cardíaco do hospedeiro (Bilate & Cunha-Neto, 2008). Os estudos sugerem que 
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respostas autoimunes e específicas ao T. cruzi ocorram em sinergia na doença de 

Chagas secundariamente à infecção, e provavelmente essa combinação está 

envolvida no estabelecimento das lesões do tecido cardíaco. 

 Os eventos inflamatórios no tecido cardíaco e suas conseqüências clínicas 

induzem uma readaptação do coração aos novos padrões de funcionamento e 

ativam, concomitantemente ao processo inflamatório, uma série de mediadores 

como neurohormônios (endotelina, angiotensina II, aldosterona, BNP) e citocinas 

regulatórias, pró- e anti-inflamatórias (TNF-α, TGF-β, IL-10, IL-17), além de 

quimiocinas (Zhang et al, 2007, Morimoto et al, 2007, Yin et al, 2008). Em 

conjunto, esses mediadores potencializam alterações moleculares e celulares nas 

células miocárdicas conduzindo-as às alterações morfo-funcionais conhecidas como 

remodelamento cardíaco (RC).  

 

 

 1.3. Remodelamento Cardíaco 

Remodelamento cardíaco é um termo designado para descrever o conjunto de 

alterações genéticas, moleculares, neurohumorais, celulares e intersticiais cardíacas 

que se manifestam, conjuntamente, a uma série de eventos clínicos como alterações 

no tamanho, massa, geometria e função cardíacas, geralmente em resposta a um 

episódio de injúria ou sobrecarga no coração (Pontes & Leães, 2004).   

As mudanças ocorridas com o processo de remodelamento propiciam ao coração 

se adaptar a um novo modo de funcionamento, ativando mediadores importantes 

como neurohormônios e citocinas, os quais se potencializam mutuamente, de 

maneira inter-relacionada. Esse novo padrão de funcionamento leva o tecido 

cardíaco a sofrer algumas modificações moleculares e celulares, como hipertrofia do 

miócito, necrose e apoptose, fibrose intersticial, degeneração e deslizamento de 

fibras de colágeno, sendo essa última um processo conhecido como “Slippage” 

(Pontes & Leães, 2004). Em conjunto, essas modificações buscam compensar a 

demanda aumentada hipertrofiando os miócitos ainda viáveis e aumentando a massa 

ventricular, o que permite uma normalização inicial do funcionamento cardíaco após 

um episódio de injúria. 

Porém, quando o remodelamento tornar-se insuficiente ou a sobrecarga 

ultrapassar a capacidade do coração em hipertrofiar-se, ocorre um evidente 

descontrole pós-carga. Assim, a hipertrofia torna-se insuficiente para normalizar o 
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estresse parietal, criando-se um círculo vicioso que conduz a uma dilatação do 

coração, alterações em sua geometria e contratilidade/relaxamento, além de afetar os 

volumes sistólicos e diastólicos do órgão.  

Em suma, estas alterações tornam-se progressivas e deletérias, apresentando um 

prognóstico favorável ao desenvolvimento de insuficiências cardíacas (Remme, 

2003; Zornoff et al, 2002). 

 Como dito anteriormente, embora o remodelamento inicial possa ser adaptativo 

e permita manter a função miocárdica, o remodelamento patológico progressivo, 

inevitavelmente, conduzirá a uma piora das funções miocárdicas e, 

conseqüentemente, ao pior prognóstico clínico. 

Nesse cenário, alguns pesquisadores têm concentrado esforços para melhor 

entenderem como ocorrem os mecanismos inflamatórios visando encontrar 

possíveis inibidores desses mecanismos, e conseqüentemente, de seus efeitos 

prejudiciais aos órgãos acometidos. Com isso, um acúmulo de evidências, provindas 

especialmente dos avanços em biologia molecular, tem mostrado o envolvimento de 

vias de sinalização celular mediadas por proteínas G tais como as proteínas da 

família Rho, em uma série de funções celulares, que vão desde a contração de 

células do músculo liso, como também organização do citoesqueleto de actina, 

adesão celular e motilidade, citocinese e expressão gênica; funções essas que podem 

estar envolvidas em processos patogênicos de doenças cardiovasculares.  

É importante, pois, a descoberta de fármacos capazes de inibir essas vias 

responsáveis por potencializarem os efeitos inflamatórios. Nesse sentido, a 

Sinvastatina, uma droga do grupo das estatinas, por ter apresentado vários efeitos 

pleiotrópicos especialmente aqueles relacionados à diminuição da resposta imune 

inflamatória, se apresenta como possível candidato. 

 

1.4. Estatinas 

As estatinas, que tem como característica comum a capacidade de inibir a HMG-

CoA redutase, são os fármacos mais prescritos no mundo, dada sua importância 

sobre o efeito redutor do colesterol, e conseqüentemente, por atuarem na prevenção 

e controle de doenças cardiovasculares (Sposito et al, 2007). A administração das 

estatinas alcança melhores resultados no período noturno, uma vez que a enzima 

redutase do colesterol acompanha o ritmo funcional circadiano, provavelmente pelo 

mecanismo de ação dessa enzima ser dependente dos corticóides adrenais (Jones & 
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Schoeller, 1990), ou seja, sua maior atividade ocorre a noite. A primeira estatina 

natural foi descoberta ainda na década de 70, por um pesquisador japonês chamado 

Akira Endo, o qual pesquisando antibióticos de origem microbiana encontrou em 

uma cepa do fungo Penicillium citrinum um componente ativo denominando-o 

mevastatina, o qual mais tarde se mostrou fortemente eficiente na inibição da via de 

biossíntese do colesterol, por bloquear a produção do mevalonato, primeiro produto 

dessa via. 

Posteriormente outros pesquisadores descobriram outras estatinas naturais, as 

quais através de modificações estruturais deram origem às estatinas sintéticas, como 

é o caso da Atorvastatina e da Sinvastatina. 

 

- Estrutura química das estatinas: As estatinas são compreendidas por um grupo 

de anéis de hexaidronaftaleno apresentando dois anexos, sendo um formado por 

éster de metilbutirato e o outro por um hidróxi-ácido, os quais possuem a 

propriedade de formar um anel lactônico (figura 1). É justamente esse hidroxi-ácido 

o análogo estrutural da HMG-CoA redutase, o qual compete com essa enzima pelo 

mevalonato, reduzindo assim a ação da mesma. 
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- Mecanismo de ação das estatinas: As estatinas agem através da inibição 

competitiva da ligação entre a enzima b-hidroxi-b-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) à 

sua enzima alvo, a HMG-CoA redutase, bloqueando de forma eficiente a produção 

do mevalonato e demais produtos da via de biossíntese do colesterol (Endo et al, 

2004). 

Com uma síntese de colesterol reduzida nos hepatócitos, ocorre uma supra-

regulação de receptores de lipoproteína de baixa densidade (Rader et al, 2007), 

ocasionando maior captação de partículas de LDL, reduzindo assim os níveis de 

colesterol sérico.  

 

Figura 1: Estrutura química de algumas estatinas naturais e sintéticas inibidoras 
da enzima HMG-CoA redutase. A figura apresenta estatinas clássicas como a 
Mevastatina, além da semi-sintética Sinvastatina e da primeira totalmente sintética, a 
Fluvastatina. Atorvastatina e Rosuvastatina representam a nova geração de estatinas 
sintéticas. (modificado de Campo & Carvalho, 2006). 
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Claramente, a redução nos níveis de colesterol sérico por si só já representa uma 

importante contribuição das estatinas na prevenção de doenças cardiovasculares, 

como por exemplo, reduzindo o risco de formação de placas de ateroma, 

ocasionadas especialmente pela alta de colesterol sérico. Mas nos últimos anos, têm-

se verificado através de alguns trabalhos que as estatinas, além do efeito redutor do 

colesterol, apresentam alguns outros efeitos pleiotrópicos, a saber: diminuição da 

ativação imune e da inflamação, alteração da atividade de metaloproteinases, 

diminuição do estresse oxidativo, diminuição de trombos, dentre outros (Castro et 

al, 2008; Schönbeck & Libby, 2008; Shanes et al, 2007). 

Nesses trabalhos, realizados in vitro e in vivo, têm-se observado que os efeitos 

pleiotrópicos associados ao uso das estatinas, especialmente os antiinflamatórios, 

não estão associados à diminuição do colesterol sérico (Weitz-Schmidt, 2002), o que 

indica uma ação direta das estatinas na regulação da resposta imune, embora tais 

mecanismos ainda não estejam totalmente esclarecidos. 

 

 1.4.1. Interferência das estatinas na resposta inflamatória 

 

  Como dito anteriormente, além de sua ação preventiva na hipercolesterolemia, 

as estatinas têm apresentado, nos últimos anos, evidências de sua função 

antiinflamatória relatada através da (i) redução dos níveis de proteínas C reativas 

(Ridker et al, 2001), (ii) redução de níveis séricos de TNF-α, IL-6, IL-1, IL-8, IL-12 

(Ascer et al. 2004, Naoumova et al. 2003) e quimiocinas (Waehre et al, 2003), (iii) 

inibição da expressão de receptores de quimiocinas induzidas por citocinas (Veillard 

et al, 2006, Han et al, 2005), (iv) bloqueio de proteínas ancoradas à membrana 

como as proteínas Rho-A, relacionadas aos processos de migração celular e 

sinalização leucocitária (Zhang & Casey, 1996), dentre outras.  

 Nesse sentido, as estatinas agem no sistema imune independente de seus efeitos 

inibitórios da HMG-CoA redutase. Algumas evidências corroboram com isso, como 

um estudo mostrando que as estatinas inibem a expressão do MHC de classe II 

induzida por IFN-γ, além de bloquear a estimulação das células T dependentes de 

LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) (Hakamada-Taguchi et al, 2003), 

o que pode resultar na supressão da ativação de células Th1 pró-inflamatórias, já que 

a ligação da estatina ao sítio de ligação do LFA-1 estabiliza o receptor do ICAM-1 

numa conformação inativa, impedindo a adesão endotelial e a migração 
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transendotelial dos leucócitos no sítio da infecção, e por conseqüência, a 

apresentação de antígenos e ativação de linfócitos.  

 Em outro estudo analisando a polarização Th em pacientes tratados com a droga 

Atorvastatina (um tipo de estatina sintética produzida pelo laboratório Pfizer), após 

terem sofrido infarto agudo do miocárdio, foi observado que no soro desses 

pacientes, em testes in vitro, ocorreu menor produção de IFN-γ pelas células T, em 

comparação com os pacientes que também sofreram infarto, mas que não se 

submeteram ao tratamento com estatina (Cheng et al, 2005). 

 Apesar do modo de ação das estatinas atuarem diminuindo a resposta imune 

inflamatória não ser ainda bem compreendido, algumas de suas vias de ação 

começam a ser bem estabelecidas. Inibindo a HMG-CoA redutase, as estatinas além 

de reduzirem o colesterol, reduzem também os níveis de isoprenóides intracelulares, 

tais como farnesil pirofosfato e geranilgeranil pirofosfato (figura 2), os quais são 

necessários para a modificação lipídica pós-traducional (prenilação) de uma 

variedade de proteínas e ancoragem dessas na membrana celular (Zhang & Casey, 

1996; Weitz-Schmidt, 2002).  

 

                                   

 

  

 

Figura 2: Via de prenilação dos isoprenóides geranilgeranil pirofosfato e farnesil 
pirofosfato. As estatinas exercem sua função competindo com o substrato 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA pelo sítio funcional da enzima HMG-CoA redutase, inibindo a 
produção do mevalonato, primeiro produto na via de biossíntese do colesterol. 
(Modificado de Weitz-Schmidt, 2002). 
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 Dentre as proteínas que estão incluídas nesse processo, estão presentes as 

proteínas ligadas ao GTP, e que exercem importante papel nas vias de transdução de 

sinais, como é o caso das proteínas da família Rho. 

 Trabalhos em modelos experimentais têm mostrado que doses moderadas de 

estatinas propiciam uma melhora na função ventricular esquerda em animais com 

infarto agudo do miocárdio, além de promover uma sobrevida maior nesses animais 

(Greer et al, 2006, Linthout et al, 2007). Parte desses múltiplos efeitos das estatinas 

parece estar associado a uma dependência direta da ativação da óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS) e, reforçado pela inibição direta das proteínas Rho e Rho-

quinases nas doenças cardiovasculares de origem inflamatória e de outras etiologias 

(Shimokawa & Takeshita, 2005). Torna-se importante explicitar que estes 

benefícios cardiovasculares foram observados de forma independente à redução do 

colesterol, função primária deste grupo farmacológico.  

 Em consonância com os dados acima, as análises de um estudo retrospectivo em 

pacientes com infarto agudo do miocárdio com uso iniciado ou contínuo de 

estatinas, dentro das primeiras 24 horas pós-evento, mostraram uma redução 

significativa da morbidade e mortalidade nesses indivíduos (Fonarow et al, 2005). 

Além disso, as estatinas têm mostrado, em modelos animais, uma melhora da função 

endotelial, aumento da biodisponibilidade sistêmica de óxido nítrico e inibição da 

ativação de plaquetas, bem como propiciado um atenuado remodelamento 

ventricular nos períodos iniciais após IAM (Hayashidani et al, 2002). 

 Face ao exposto até aqui, e analisando a doença de Chagas como uma doença 

com características inflamatórias, o nosso trabalho se justifica pelas propriedades 

das estatinas (ex. Sinvastatina) atuando como agente antiinflamatório em doenças 

cardíacas de diferentes etiologias.  Além disso, até o presente momento, não há 

registro de trabalhos científicos publicados apresentando tais efeitos da Sinvastatina 

no modelo experimental da doença de Chagas. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 Avaliar a ação do uso diário de Sinvastatina no processo inflamatório cardíaco 

durante a fase aguda da doença de Chagas experimental. 

 

 2.2. Objetivos específicos 

 

1. Padronizar a dose-resposta do fármaco a ser utilizado no modelo murino, 

utilizando-se doses previamente estabelecidas na literatura; 

2. Avaliar os efeitos do uso diário de Sinvastatina sobre os parasitos sanguíneos 

e a sobrevivência dos animais; 

3. Avaliar o teor de colesterol sérico dos animais dos grupos tratados com a 

Sinvastatina; 

4. Quantificar a produção das citocinas IL-10, IFN-γ e TNF-α no soro dos 

diversos grupos de camundongos; 

5. Determinar, no tecido cardíaco dos grupos infectados, o infiltrado 

inflamatório e a presença de ninhos de amastigotas de T. cruzi após o 

tratamento com Sinvastatina; 

6. Avaliar o tamanho relativo dos corações (relação do peso do coração/peso 

corporal) dos camundongos infectados pelo T. cruzi sob ação da 

Sinvastatina; 
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3. Animais, material e métodos 

 

3.1. Animais 

 

 Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57Bl/6 machos com 

idades entre 6-8 semanas, provenientes de uma mesma ninhada e pesando 

aproximadamente 30g. Todos esses animais foram obtidos e mantidos no biotério da 

Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Esses animais foram alimentados com 

ração comercial para camundongos e água ad libitum. 

 Todos os procedimentos realizados nesse experimento estão de acordo com os 

princípios éticos de experimentação animal, pré-estabelecidos pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), tendo sido aprovados pela 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), com o protocolo nº 

2009/20. 

 

3.2. Parasitos 

 

 Foram utilizados parasitos da cepa Colombiana do Trypanosoma cruzi, sendo os 

mesmos mantidos por passagens sucessivas em camundongos Swiss no biotério da 

Universidade Federal de Ouro Preto. 

 

3.3. Infecção pelo T. cruzi 

 

 Camundongos C57Bl6 foram infectados com uma dose de 500 formas 

tripomastigotas sanguíneas por via intraperitoneal, e a confirmação da infecção foi 

feita a partir do 3º dia após a infecção, através de coleta diária de sangue da veia 

marginal da cauda dos animais, e observação do mesmo ao microscópio entre 

lâmina e lamínula. Após a confirmação, a parasitemia foi avaliada diariamente, 

contando-se o número de parasitos por 5µL de sangue, de acordo com a técnica 

descrita por Brener (1962). 
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3.4. Tratamento 

 

 Primeiramente, a fim de obtermos a dose ideal do fármaco (capacidade efetora e 

não tóxica), foi realizado um esquema de tratamento com 5 grupos, sendo 1 não 

tratado e 4 tratados com diferentes doses de Sinvastatina obtidas a partir de 

trabalhos da literatura com estatinas (Hakamada-Taguchi et al, 2003; Rezaie-Majd 

et al, 2002). Assim, grupos de 8 animais foram tratados com 2, 20, 40 e 80mg/Kg de 

peso corporal por um período de 30 dias. Optamos pela dose de 20mg/kg de peso 

corporal, tanto pelos resultados obtidos em nossos experimentos quanto pelos 

resultados apresentados por essa dose em outros trabalhos experimentais e em 

humanos (Zhao et al, 2010; Castro et al, 2008; Mora & Ridker, 2006) 

 Feito isso, realizamos um novo esquema de tratamento com 4 grupos, contendo 

8 animais cada, a saber: Infectado Tratado (IT), Infectado Não-tratado (INT), Não-

infectado Tratado (NIT) e Não-infectado Não-tratado (NINT). Os grupos tratados, 

IT e NIT, receberam 20mg/Kg de peso de Sinvastatina, por via oral pelo método de 

gavagem, a partir do 3º dia de infecção. Os grupos não tratados receberam uma 

quantidade de água semelhante ao volume de líquido recebido pelos grupos tratados, 

como forma de induzir nesses animais, o mesmo estresse causado nos grupos 

tratados. 

 O tratamento com a Sinvastatina, feito por via oral pelo método de gavagem, foi 

realizado sempre no final da tarde, por volta das 17h, aproximando-se do horário 

recomendado para a administração das estatinas, como descrito no item 1.4 da 

introdução.  

 

3.5. Ensaio para medida sérica do colesterol total  

 

  Como forma de determinar a atividade hipocolesterolêmica da droga utilizada 

foi realizada uma medida do colesterol total presente no sangue dos animais. A 

medida do colesterol foi realizada utilizando-se o kit disponibilizado 

comercialmente denominado Kit de Colesterol Enzimático Líquido Doles (Doles 

Reagentes e Equipamentos para Laboratórios Ltda, Goiânia, Brasil), para a 

determinação enzimática do colesterol total no soro ou plasma.  

 O kit usado tem como princípio a quantificação do colesterol no soro através das 

seguintes reações químicas: 
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1- Ésteres de colesterol + H2O    Colesterol livre + Ácidos graxos 

 

2- Colesterol livre + O2         colesterona + H2O2 

 

3- 2 H2O2 + 4 aminoantipirina + Fenol      antipirilquinonimina + 4 

H2O 

 

 O produto formado pela oxidação da 4-aminoantipirina (4-antipirilquinonimina) 

é de coloração avermelhada e sua intensidade diretamente proporcional à 

concentração de colesterol no soro. A cor vermelha, formada pela reação, é medida 

em espectrofotômetro ou fotocolorímetro com absorção máxima em 510nm ou filtro 

verde. 

 

3.6. Ensaio imunoenzimático (ELISA) para citocinas séricas 

 

  No momento da necropsia, foram coletados aproximadamente 2mL de sangue 

dos camundongos, através do plexo retro orbital. Essas amostras foram então 

centrifugadas a 3000rpm durante 10 minutos a uma temperatura de 4oC. O 

sobrenadante foi então coletado e armazenado em tubos eppendorf de 0,5mL à -

80ºC, para análises posteriores. 

 Foram realizados testes imunoenzimáticos para as citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-

10 utilizando-se o soro de todos os grupos de animais. Utilizando-se de placas de 96 

poços, foram adicionados 100uL de anticorpo monoclonal contra a proteína 

(citocina) a ser dosada, diluídos em PBS contendo 0,1% de albumina de soro bovino 

– BSA (SIGMA). Após incubação por 12 horas à temperatura ambiente, os 

anticorpos não adsorvidos foram descartados e as placas bloqueadas com 

300uL/poço de uma solução contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a 37ºC. As 

amostras de soro, previamente padronizadas por nosso grupo, foram aplicadas em 

um volume de 100uL para cada poço. Paralelamente, a proteína investigada foi 

diluída em várias concentrações para o estabelecimento da curva padrão e, a seguir, 

realizada a incubação por 12 horas à temperatura ambiente. Posteriormente, os 

anticorpos secundários foram diluídos em PBS-BSA 0,1% e incubados por 2 horas à 

temperatura ambiente. Finalmente, 100uL de estreptoavidina ligada à peroxidase na 

Peroxidase 

Col. oxidase 

Col. esterase 
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diluição de 1:4000 em PBS-BSA 0,1% foram adicionados à placa e a mesma foi 

mantida a sob agitação por 30 minutos. O cromógeno escolhido para revelação foi o 

OPD (θ-phenylenediamine – SIGMA), diluído em tampão citrato de acordo com 

recomendação do fabricante. No momento da aplicação de 100uL desta solução nos 

poços, foi ainda adicionado 2uL/placa de H2O2 30 volumes, como catalisador da 

reação. Após 20 minutos de incubação em ausência de luz, a reação foi bloqueada 

adicionando-se 50uL de H2SO4 3M por poço. A leitura da intensidade de marcação 

foi realizada em leitor de ELISA utilizando-se o comprimento de onda de 490nM. 

Para a realização desses testes foram utilizados kits disponibilizados 

comercialmente. 

 

3.7. Análise das lesões cardíacas 

 

3.7.1. Processamento histológico 

 

 Os corações foram fixados em solução de formol a 10% em PBS, desidratados 

em álcoois de concentrações crescentes (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), 

diafanizados em xilol e incluídos em parafina. Os blocos de parafina foram cortados 

em micrótomo, corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE), descrita abaixo, 

e montados em lâminas. 

   

3.7.2. Coloração por Hematoxilina-Eosina  

 

 Essa coloração foi realizada com a finalidade de analisar o infiltrado 

inflamatório nos cortes do tecido cardíaco dos animais supracitados. Para isso, 

foram realizados cortes seccionais com 4µm de espessura do átrio e ventrículo 

esquerdos, os quais foram desparafinizados em dois banhos de xilol, 15 minutos 

cada, hidratados em soluções alcoólicas de concentrações decrescentes de álcool 

(100%, 90%, 80% e 70%), 10 minutos em cada, lavados em água corrente por 10 

minutos e em tampão fosfato (PBS) pH 7,2 por 5 minutos. Em seguida, os cortes 

foram corados pela Hematoxilina por 10 minutos, lavados em água corrente e 

diferenciados rapidamente em álcool acidulado, e logo após lavados novamente em 

água corrente. Depois, foram corados pela Eosina durante 1 minuto. Após o último 

processo de lavagem em água corrente, as lâminas com os cortes foram colocadas na 
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estufa à 56º C para secagem. Ao final, as lâminas foram montadas com lamínulas e 

Etellan e submetidas à análise em microscopia óptica. 

 

3.7.3. Análise morfológica qualitativa e quantitativa dos tecidos 

 

Aspectos qualitativos dos miocárdios dos animais dos diversos grupos foram 

analisados e documentados.  Para quantificação de celularidade do miocárdio, 15 

imagens de cada coração foram obtidas com a objetiva de 40 X através do programa 

de captura de imagens Leica Application Suite do Laboratório multiusuário do 

NUPEB/UFOP.  As imagens obtidas foram então analisadas automaticamente pelo 

programa Leica Qwin, no mesmo laboratório, através da seleção de pixels com 

coloração característica para núcleos celulares corados por hematoxilina.  O número 

de células quantificadas por imagem do mesmo coração foi somado e a média do 

número de células para cada grupo foi obtida.    

 

 

3.8. Avaliação do tamanho relativo dos corações  

 

Os corações foram removidos para as análises macro e microscópica após o 

sacrifício dos animais. Para isso, o peso do órgão foi determinado e relacionado 

com o peso de cada animal, obtendo-se um índice de peso (IP) [(IP=Peso do órgão 

(mg)÷Peso do camundongos(mg)].  

 

3.9. Análise estatística 

 

 Os resultados foram expressos como uma média +/- SEM. As análises foram 
realizadas através do programa PRISMA 4.0, usando Anova simples (teste de 
Tukey). Valores p<0.05 foram considerados significantes. 
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5. Resultados 

 

5.1. Determinação da dose de Sinvastatina  

 

 Para o estabelecimento da curva dose-resposta da Sinvastatina, optou-se por 

utilizar doses previamente descritas na literatura para modelos experimentais 

(20mg/Kg de peso corporal), uma vez que essa dose também foi descrita em 

avaliação clínica em humanos apresentando efeitos cardioprotetores desejáveis. 

Assim, testou-se uma dose inferior (2mg) a 20mg e duas outras doses superiores (40 

e 80mg), para que fossem avaliados critérios de parasitemia e mortalidade.  
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Observando o gráfico 1, podemos notar que as doses de 40 e 80mg/kg de peso 

corporal mostraram-se tóxicas aos animais, uma vez que no 25º dia já não existiam 

mais animais vivos nos grupos submetidos a essas doses. Para os grupos tratados 

com 2 e 20mg/kg de peso corporal, as taxas de sobrevivência foram similares e 

maiores do que as exibidas pelos dois grupos anteriores. O grupo não tratado 

Gráfico 1: Teste de toxicidade para diferentes doses de Sinvastatina em animais 
C57BL/6 infectados com T. cruzi. Os animais foram divididos em 5 grupos com 8 
animais cada, sendo que 1 grupo não recebeu tratamento, e os outros 4 grupos 
receberam diferentes doses, a saber, 2, 20, 40 e 80mg/Kg de peso corporal. Os 
animais foram infectados com uma dose de 500 formas tripomastigotas de T. cruzi 
por via intraperitoneal. 
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apresentou uma curva de sobrevivência rigorosamente igual ao grupo tratado com 

20mg/kg de peso corporal, como também pode ser verificado no gráfico 1. 
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Analisando o gráfico 2, notamos que o grupo que apresentou o mais alto pico de 

parasitemia, por volta do 20º dia, foi o grupo tratado com 40mg/kg de peso corporal, 

uma dose relativamente alta de Sinvastatina. O grupo tratado com 2mg/kg de peso 

corporal retardou o pico de parasitemia, que ocorreu por volta do 24º dia, mas por 

outro lado manteve a parasitemia num nível consideravelmente alto até o 30º dia 

pós-infecção. O grupo tratado com 20mg/kg de peso corporal não apresentou um 

pico de parasitemia definido, uma vez que apresentou picos em dias alternados 

desde o 21º dpi até o momento do sacrifício, que ocoreu no 30º dpi. Já o grupo 

tratado com 80mg/kg de peso corporal apresentou o mais rápido pico de 

parasitemia, mas um nível de parasitos menor do que a maioria dos outros grupos, 

embora os animais desse grupo não tenham sobrevivido a um período superior a 25 

dpi. O grupo não tratado eliminou os parasitos por volta do 30º dia pós-infecção e 

apresentou uma parasitemia semelhante aos grupos tratados com 2 e 20mg/kg de 

peso corporal. 

Gráfico 2: Efeitos de diferentes doses de Sinvastatina sobre as curvas de 
parasitemia de animais C57BL/6 infectados com T. cruzi. Os animais foram 
infectados com uma dose de 500 formas tripomastigotas de T. cruzi por via 
intraperitoneal e tratados, diariamente com 2, 20, 40 e 80mg/Kg de Sinvastatina/peso 
corporal. 
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 Após essa triagem inicial, optamos por continuar nosso trabalho utilizando a 

dose de 20mg/kg de peso corporal, tanto pelos resultados satisfatórios obtidos com 

essa dosagem nesses experimentos iniciais, quanto por ser essa dose a usualmente 

utilizada em trabalhos na literatura; além dessa dose também já ter sido utilizada em 

outro trabalho de nosso laboratório em modelo canino, o que facilitaria futuras 

comparações. 

  

5.2. Determinação da parasitemia e mortalidade dos animais 

 

Analisando as curvas de parasitemia dos dois grupos infectados de nosso 

experimento (IT e INT) no gráfico 3, percebemos que os dois grupos em questão 

apresentaram uma curva semelhante. Os parasitos no sangue começaram a ser 

detectados no 10º dia de infecção e os picos de parasitemia ocorreram nos mesmos 

dias (23º e 26º dpi); esses dados mostram que não houve diferenças entre os dois 

grupos infectados, tratados ou não com Sinvastatina. 
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Gráfico 3: Curvas de parasitemia de animais C57BL/6 infectados com T. cruzi, 
tratados ou não com Sinvastatina. Os animais (n=8) foram infectados com uma 
dose de 500 formas tripomastigotas de T. cruzi por via intraperitoneal. O grupo IT 
recebeu uma dose diária de 20mg/Kg de peso corporal, enquanto o grupo INT 
recebeu o veículo. 
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No gráfico 4 são apresentadas as curvas de mortalidade dos 4 grupos avaliados 

nesse experimento. 
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Podemos observar no gráfico 4 que como esperado o grupo NINT não 

apresentou nenhuma morte durante o período do experimento, que foi de 30 dias, 

reforçando a ausência de possíveis interferências externas como patógenos que não 

o T. cruzi. Outra confirmação é a de que a droga não foi tóxica aos camundongos, 

uma vez que o grupo NIT apresentou curva de mortalidade semelhante ao grupo 

NINT, ou seja, não houve morte de camundongos durante o período do 

experimento; esses dois grupos anteriores apresentam suas curvas de sobrevivência 

sobrepostas no gráfico. O grupo INT apresentou aproximadamente 40% de seus 

animais vivos até o 30º dia de infecção (dia da necrópsia), e justamente o grupo IT 

foi o que apresentou o menor número de animais ao final de 30 dias, com 

aproximadamente 20% de sobrevivência ao final do período de 30 dias. 

  

Gráfico 4: Efeitos do tratamento com Sinvastatina sobre as curvas de 
mortalidade de animais C57BL/6 infectados com T. cruzi. Os animais foram 
infectados com uma dose de 500 formas tripomastigotas de T. cruzi por via 
intraperitoneal, e tratados diariamente com Sinvastatina com uma dose de 20mg/Kg 
de peso corporal. 



 
 

41

5.3. Avaliação da atividade anti-colesterolêmica da Sinvastatina  

 

 Os animais dos grupos tratados apresentaram um menor teor de colesterol no 

soro em comparação com os respectivos grupos não tratados, gráfico 5. O teor de 

colesterol no grupo NIT foi um pouco menor do que no grupo NINT, embora essa 

diferença não tenha sido significativa. Da mesma maneira, dentre os grupos 

infectados, o grupo IT teve menos colesterol do que o grupo INT, mas essa 

diferença também não foi significativa. Resultados significativos foram encontrados 

quando comparados os grupos NINT com IT (com um valor p< 0,001) e INT (com 

um valor p<0,05). Em suma, a droga foi eficaz na redução do colesterol total no 

soro, uma vez que em todos os grupos tratados o teor de colesterol foi menor 

quando comparados aos grupos não tratados. É interessante observar que dentre os 

animais que foram tratados com Sinvastatina, os que eram infectados apresentaram 

uma maior redução no colesterol sérico do que aqueles que não eram infectados. 
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Gráfico 5: Determinação enzimática do colesterol total no soro em mg/dL. O 
colesterol total no soro dos animais foi quantificado seguindo o protocolo do Kit de 
Colesterol Enzimático Líquido Doles (Doles Reagentes e Equipamentos para 
Laboratórios Ltda, Goiânia, Brasil). Os animais foram tratados diariamente com 
Sinvastatina com uma dose de 20mg/Kg de peso corporal. (* p< 0.001, quando 
comparado ao grupo IT; # p< 0.05, quando comparado ao grupo INT). 
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5.4. Determinação da produção de citocinas pró e antiinflamatórias  

   

O gráfico 6A mostra que no grupo IT a produção da citocina pró-inflamatória 

TNF-α foi significativamente menor do que no grupo INT. Da mesma maneira, 

podemos observar no gráfico 6B que a produção de IFN-γ, uma outra citocina pró-

inflamatória, também é significativamente menor no grupo IT do que no grupo INT. 

Já no gráfico 6C, em que temos os resultados para a citocina regulatória IL-10, não 

foram observadas diferenças significativas entre os grupos infectados tratados e não 

tratados. 

 Quanto aos grupos não infectados nesses experimentos, é possível notar pelos 

gráficos 6A, 6B e 6C que os mesmos não apresentaram diferenças significativas 

quando tratados ou não.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 6: Produção sérica de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IFN-γ, e 
regulatória IL-10. Os animais foram infectados ou não pelo T. cruzi e o soro coletado, 
após 30 dias, da terapia com Sinvastatina (20mg) para avaliação das citocinas TNF-α 
(A), IFN-γ (B) e IL-10 (C). Os resultados são apresentados como uma média +/- SEM. 
(* p< 0.05, quando comparado ao grupo infectado tratado, tanto para o gráfico A quanto 
para o gráfico B).  
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5.5. Análises histopatológicas 

 

5.5.1. Análise histopatológica qualitativa 

 

A análise histopatológica do miocárdio dos animais não infectados, tratados 

(NIT) ou não (NINT), aos 30 dias pós-infecção, revelou um miocárdio relativamente 

preservado com cardiomiócitos ramificados e anastomosados com núcleo central 

(Figura 3, A e B).  Os miocárdios dos animais infectados pelo T.cruzi e não tratados 

(INT) apresentaram um intenso infiltrado inflamatório, com predomínio de células 

mononucleares e ninhos de amastigotas (Figura 3C). Os animais infectados por 

T.cruzi e tratados (IT) apresentaram infiltrado inflamatório em seu miocárdio, porém 

em menor intensidade que nos animais infectados e não tratados (INT) (Figura 3D).  
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Figura 3: Fotomicrografia de cortes histológicos dos tecidos cardíacos. Os 
camundongos dos grupos não infectados e não tratados (A) e não infectados tratados (B) 
aos 30 dias pós-infecção, na fase aguda da infecção pelo T. cruzi, apresentaram miocárdio 
relativamente preservado com cardiomiócitos ramificados e anastomosados com núcleo 
central (setas). Camundongos infectados e não tratados (C) e infectados tratados (D), aos 30 
dias pós-infecção, na fase aguda da infecção pelo T. cruzi.  Miocardite com presença de 
infiltrado inflamatório predominantemente mononuclear (setas), apresentando-se de maior 
intensidade nos animais infectados e não tratados (C) em comparação aos animais 
infectados tratados (D).  Presença de ninhos de amastigotas (C, cabeça de seta).  Objetiva: 
40X, HE. 
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5.5.2. Análise histopatológica quantitativa 

 

A análise morfométrica da celularidade do miocárdio dos animais C57/BL6 

revelou que o tratamento por 30 dias com Sinvastatina foi capaz de reduzir 

significativamente o número de células inflamatórias no grupo de animais infectados 

pelo T. cruzi em comparação àqueles que não receberam o fármaco. Vale ressaltar 

que o gráfico 7 representa o número total de células, englobando tanto células 

miocárdicas quanto células inflamatórias. Nesse sentido, o efeito antiinflamatório da 

Sinvastatina pode ser melhor visualizado comparando os grupos infectados com 

aquele não infectado e não tratado.  De forma interessante, o tratamento com a 

Sinvastatina também foi capaz de reduzir o número de células miocárdicas de forma 

representativa.  
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Gráfico 7: Efeitos do tratamento com Sinvastatina sobre o infiltrado 
inflamatório nos tecidos cardíacos de animais C57BL/6 infectados com T. cruzi. 
Os animais foram infectados com uma dose de 500 formas tripomastigotas de T. cruzi 
por via intraperitoneal e tratados diariamente com Sinvastatina 20mg/Kg. Os núcleos 
celulares foram usados como parâmetros de análise inflamatória (15 campos em cada 
amostra de coração analisados no programa Leica QWin. Os dados foram 
apresentados como uma média +/- SEM usando Anova simples (teste de Tukey). (* 
p<0.05, quando comparado aos demais grupos; # p<0,05, quando comparado ao grupo 
não infectado tratado). 
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5.6. Avaliação relativa dos pesos dos corações/pesos corporais dos 

camundongos 

  

 Conforme mostrado no gráfico 8, os animais infectados pelo Trypanosoma cruzi 

apresentaram aumento da relação peso coração/corporal se comparado com os 

animais não infectados pelo parasito, independentes da terapêutica farmacológica. 

Por outro lado, não houve diferenças entre aqueles camundongos infectados pelo T. 

cruzi tratados ou não com baixas doses diárias de Sinvastatina.    
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Gráfico 8: Efeitos do tratamento com Sinvastatina na relação peso cardíaco/peso 
corporal. Camundongos C57BL6 infectados pelo T. cruzi foram tratados diariamente 
com Sinvastatina com uma dose de 20mg/Kg por 30 dias e sacrificados, 
posteriormente. O animal foi pesado, juntamente com seu órgão cardíaco 
(isoladamente) e a relação entre ambos estabelecida para cada grupo. Os dados foram 
mostrados como média do grupo +/- SEM sendo (* p<0.05, quando comparado aos 
demais grupos; # p<0,05, quando comparado ao grupo não infectado tratado). 
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6. Discussão  

 

       As estatinas têm ganhado destaque na última década não apenas por suas ações 

anti-colesterolêmicas, mas também pelos efeitos pleiotrópicos observados 

principalmente na regulação da resposta imune (Yoshida, 2003; Weitz-Schmidt, 

2002). Nenhum trabalho foi publicado avaliando-se os efeitos pleiotrópicos das 

estatinas sobre a resposta inflamatória cardíaca e sistêmica desencadeadas pela 

presença do Trypanosoma cruzi ou de seus antígenos, em modelos experimentais da 

doença de Chagas. 

Os efeitos moduladores ou antiinflamatórios das estatinas em doenças 

inflamatórias cardíacas de diferentes etiologias têm sido testados em diferentes 

dosagens, tendo as doses reduzidas (10 a 40mg/dia) apresentado resultados 

satisfatórios em humanos (Castro et al, 2008; Cheng et al, 2005; Ascer et al, 2004). 

Nesse sentido, em nosso trabalho a dose de 20mg/kg de peso corporal foi a dose 

escolhida, tanto pelos resultados apresentados durante a padronização de nossos 

experimentos, quanto por aqueles demonstrados na literatura para seres humanos e 

animais experimentais (Foody et al, 2010; Ose et al, 2009). Ainda no que diz 

respeito à dosagem, altas doses de Sinvastatina podem ser tóxicas aos animais, uma 

vez que em nossos experimentos os camundongos submetidos às doses de 40 e 

80mg/kg de peso corporal foram aqueles que mais rapidamente sucumbiram à 

infecção pelo T. cruzi. Esse possível efeito tóxico já foi demonstrado em uma 

recente revisão indicando que a Sinvastatina poderia, em altas doses, causar 

miotoxicidade em humanos (Backes et al, 2009); além de outro trabalho que 

concluiu que as estatinas deveriam ter suas doses estabelecidas de acordo com o 

perfil genético do paciente (Niemi, 2010), ou seja, doses ajustadas para cada 

paciente.  

Pelo fato das estatinas interferirem com a resposta imune, mudando um perfil de 

resposta do tipo Th1 para o tipo Th2 (Cheng et al, 2005), um efeito hipotético para 

altas doses desse fármaco no modelo experimental da doença de Chagas seria uma 

exacerbada supressão do sistema imune. Dessa forma, ocasionaria uma morte mais 

rápida dos animais devido ao alto número de parasitos, o que poderia inviabilizar 

sua utilização em nosso modelo.   

Em relação à doença de Chagas, existe apenas um trabalho mostrando o uso de 

estatinas (lovastatina) como agente antiproliferativo do T. cruzi na associação 
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quimioterápica entre cetoconazol e terbinafina (Urbina et al, 1993). Esses resultados 

confirmaram a ação sinérgica dessa associação entre a lovastatina e os demais 

agentes quimioterápicos contra os estágios proliferativos do T. cruzi in vivo e in 

vitro. Em nossos experimentos não observamos uma ação da Sinvastatina na 

capacidade replicativa do T. cruzi, ao contrário disso, os camundongos tratados 

apresentaram maior carga parasitária em comparação com os animais não tratados. 

Esse fato poderia ser explicado pela diminuição da resposta inflamatória ocasionada 

pelos efeitos pleiotrópicos da Sinvastatina, o que estaria facilitando a sobrevivência 

dos parasitos nos animais submetidos ao tratamento.  

Dados recentes de nosso grupo, desenvolvidos em modelo canino, comprovam 

essa relação direta entre estatinas e o favorecimento da capacidade replicativa do T. 

cruzi (Melo, 2009). Uma possível hipótese para esses achados de nosso grupo seria 

a ação imunossupressora desse fármaco que, no modelo estudado, promoveria a 

sobrevivência dos parasitos pela redução direta/indireta da resposta inflamatória 

inicial – essencial para o controle parasitário. Alguns trabalhos têm também 

apontado para esse efeito imunossupressor em: (i) cardiopatias de diferentes 

etiologias, como a diminuição do estresse oxidativo, inflamação e melhoria da 

função endotelial (Castro et al, 2008) em pacientes com falha cardíaca crônica, (ii) 

pacientes hipercolesterolêmicos apresentando redução de marcadores inflamatórios 

como TNF, IL-1, IL-6 e ICAM-1 (Ascer et al, 2004) ou ainda em (iii) pacientes com 

infarto agudo do miocárdio apresentando redução do perfil Th1 (Cheng et al, 2005). 

Com base nesses vários trabalhos, e tendo em vista que a doença de Chagas é 

uma doença altamente inflamatória, propusemos nesse estudo avaliar a eficácia da 

Sinvastatina na redução dos efeitos inflamatórios provocados por essa doença. 

Nesse sentido, avaliamos a produção de 3 citocinas envolvidas na infecção pelo T. 

cruzi, IFN-γ, TNF-α e IL-10, tendo as mesmas sido citadas em diversos trabalhos 

experimentais (Cunha-Neto et al, 2005; Talvani et al, 2004) e em seres humanos 

(Moretti et al, 2002; Abel et al, 2001), cujas funções estão relacionadas aos 

processos de controle parasitário inicial e ao desenvolvimento das lesões cardíacas. 

Apesar de importantes para conter a proliferação do parasitismo tecidual e 

sanguíneo, as citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e TNF-α estão intimamente ligadas 

ao desenvolvimento de lesões cardíacas, tanto que pacientes com CCC apresentam 

uma elevada produção periférica dessas citocinas quando comparados aos pacientes 

com as formas indeterminada e/ou assintomática da doença de Chagas (Cunha-Neto 
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et al, 2009). Por outro lado, uma resposta mediada por IL-10 leva a um controle do 

processo inflamatório a longo prazo (Hunter et al, 1997). Possivelmente isso ocorre 

naqueles pacientes portadores de CCC apresentando baixo número de células T 

regulatórias produtoras de IL-10 (Araujo et al, 2007) e baixos níveis plasmáticos de 

IL-10, em contrapartida aos altos níveis de IFN-γ e TNF-α (Abel et al, 2001).  

Nossos resultados mostraram que a Sinvastatina foi eficaz na redução da 

produção das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e TNF-α no modelo murino, sem 

alterar a produção da citocina regulatória IL-10, o que sugere ser favorável ao 

miocárdio, uma vez que a resposta inflamatória nesse tecido se apresentaria 

diminuída. Essa hipótese é corroborada por alguns trabalhos em humanos 

demonstrando que o uso de estatinas diminui a morbidade e a mortalidade e melhora 

a função ventricular em pacientes com falha cardíaca crônica independente da 

etiologia da doença (Folkeringa et al, 2006; Wojnicz et al, 2006). Num trabalho 

recente de nosso grupo, demonstrou-se em modelo canino que esse mesmo grupo 

farmacológico foi essencial na redução do perfil de citocinas inflamatórias, na 

redução do infiltrado inflamatório e na melhora funcional cardíaca de animais 

infectados pelo T. cruzi, principalmente em fase crônica da doença (Melo, 2009). 

Essa diferença observada nos cães durante a fase crônica recente da doença foi 

essencial para a perspectiva desse nosso trabalho, pois é sabido que as maiores 

lesões e/ou alterações funcionais cardíacas ocorrem exatamente na fase crônica da 

doença. Por outro lado, também é descrito que os eventos iniciais da fase aguda 

definem o curso da doença tanto em seres humanos quanto em modelos 

experimentais (Dutra & Gollob, 2008). Dessa forma, nossos dados de fase aguda 

abrem perspectivas para uma próxima investigação dos efeitos da Sinvastatina na 

fase crônica da doença de Chagas no modelo murino. 

Ainda associado à resposta inicial (fase aguda) da doença de Chagas, vale a pena 

reforçar que a resposta imune Th1 é um dos principais fatores responsáveis pelas 

lesões secundárias observadas em infecções parasitárias, como as que ocorrem no 

curso da infecção pelo T. cruzi, originando posteriormente os processos 

relacionados ao aparecimento de remodelamento cardíaco. Em nosso trabalho, 

esperávamos que com a diminuição das citocinas pró-inflamatórias ocasionada pelo 

tratamento com a Sinvastatina diminuísse o infiltrado inflamatório presente nos 

tecidos cardíacos. Esse menor infiltrado inflamatório acarretaria então em menor 

dano nesses tecidos, em comparação com os tecidos cardíacos de animais infectados 
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não submetidos ao tratamento. Essa hipótese foi sustentada por Diomede et al, que 

demonstrou que a pravastatina previniu o desenvolvimento de vasculopatia 

coronária em ratos submetidos a transplante cardíaco, devido à inibição da 

infiltração de macrófagos ao coração enxertado (Diomede et al, 2001). Condizente 

com essa linha de pensamento, em nosso trabalho a Sinvastatina foi eficaz na 

diminuição do infiltrado inflamatório nos tecidos cardíacos dos camundongos 

infectados, como pode ser extraído de nossa análise qualitativa. Os resultados dessa 

análise inclusive foram corroborados pelos resultados da análise quantitativa, a qual 

apontou diferenças significativas quanto ao número de núcleos celulares presentes 

nos tecidos dos 4 grupos experimentais.  

A importância dada aqui à diminuição do infiltrado inflamatório no coração se 

deve ao fato de que quanto maior é a inflamação, possivelmente maior será também 

a substituição de tecido muscular por tecido fibroso, levando ao processo de 

remodelamento cardíaco, um importante definidor de CCC. Nesse sentido, embora 

esperássemos um aumento na relação peso cardíaco/peso corporal nos animais 

infectados não tratados em relação aos tratados, em nosso trabalho não foi possível 

comprovar essa hipótese, o que pode estar relacionado ao fato de que analisamos 

apenas camundongos em fase aguda, os quais ainda não apresentavam fibrose, como 

de fato não fora constatado em nossas análises histológicas.  

Frente aos dados obtidos em nosso trabalho, o uso da Sinvastatina poderia, no 

futuro, apresentar-se como uma terapia alternativa para o tratamento da cardiopatia 

chagásica, principalmente por sua característica em: (i) modificar a resposta imune 

do hospedeiro, (ii) reduzir a resposta inflamatória celular e, como demonstrado em 

outros experimentos de nosso próprio grupo, (iii) melhorar a função ventricular 

cardíaca.   
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7. Conclusão 

Nossos dados mostram que o tratamento diário com doses reduzidas de 

Sinvastatina (20mg) durante a fase aguda da doença de Chagas experimental foi 

capaz de:   

(i) Reduzir os níveis séricos de colesterol nos animais; 

(ii)  Reduzir os níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ e TNF-α) 

e, ao mesmo tempo, não alterar o nível de produção basal da citocina 

regulatória IL-10; 

(iii)  Diminuir a intensidade do infiltrado inflamatório no tecido cardíaco 

daqueles animais infectados.  

Sendo esse o primeiro trabalho a estudar os efeitos pleiotrópicos da 

Sinvastatina na infecção murina pelo Trypanosoma cruzi, concluímos que o uso 

diário de Sinvastina contribui para um efeito protetor cardíaco em animais 

infectados pelo T. cruzi, possivelmente através da alteração da resposta 

inflamatória. Essa hipótese seria melhor avaliada através de um tratamento 

prolongado (superior a 30 dias) e, principalmente, utilizando um modelo crônico da 

doença devido a alta incidência das lesões cardíacas (fibrose, desarranjo de fibras 

cardíacas, perda funcional). 
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