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ACAO DA NITROFURAZONA (5-NITRO-2=FURALDEiDO-SEMICARBAZO’NA)

SOBRE AS FORMAS INTRACELULARES DO TRYPANOSOMA
CRUZI NA DOENCA DE CHAGAS EXPERIMENTAL

Zilton A. ANDRADE (7) e Zigman BRENER (2)

RESUMO

Extensa destruigdo parasitaria foi observada no interior das células de ca-
mundongos infetados pelo Trypanosoma cruzi e posteriormente tratados pela ni-
trofurazona (5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona).

Através estudo histopatologico realizado em vérios periodos sucessivos desde
12 ‘até 144 horas apés o inicio do tratamento foi possivel se comprovar que as
formas leishménia do Trypanosoma cruzi eram destruidas dentro do citoplasma
das células parasitadas. FEstas dltimas também sofriam desintegracio coinciden-
te com a destruicdo das leishmanias, enquanto as células vizinhas nio parasitadas
se conservavam integras. Estes achados sdo semelhantes aos observados anterior-
mente em culturas de tecido em condigdes semelhantes e revelam que a nitrofura-
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zona também é capaz de destruir as leishmaénias intracelulares “in vivo”.

INTRODUCAO

Algumas drogas dotadas de poder supressi-
vo em infecgbes experimentais pelo T. cruzi
sdo capazes de lesar ou mesmo destruir for-
mas intracelulares déste parasita em culturas
de tecido® %%  Todavia, ndo esti de-
monstrado se os achados “in vitro” represen-
tam o que ocorre quando a droga atna “in
vivo”, isto é, nfo se sabe se a acéo supressiva
se deve realmente & acfio contra as formas in-
tracelulares do parasita. No presente traba-
lho é feito estudo histopatolégico progressivo
ap6s a adminisira¢io de nitrofurazona a ca-
mundongos infetados pelo T. cruzi a fim de
se acompanhar a seqiiéncia das alteracbes nos
parasitas e nos tecidos parasitados. Fsse ul-
timo composto, assim, como outros nitrofu-
ranos, sio capazes de destruir as formas
intracelulares do 7. cruzi em cultura de te-
cido.
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MATERIAL E METODOS

Inoculagao de animais e tratamento — ca-
mundongos albinos pesando 18-20 g foram
inoculados, por via intraperitoneal, com cér-
ca de 150.000 formas sangiiineas da amostra
MR". A contagem dos tripanosomas foi fei-
ta de acérdo com a técnica descrita por
BRENER. *. A nitrofurazona, na dose de 100
mg/kg, via oral, foi administrada didriamen-
te, 'a partir do, 12.° dia de infecgdo, até o dia
do sacrificio dos animais. Os animais foram
sacrificados 12, 24, 40, 52, 72, 96 ¢ 144
horas apés o inicio do tratamento e os con-
troles (animais infetados e ndo tratados)
forang Sacrificados aos 12, 13 e 14 dias de in-
feccdo (Tabelas I-e I1). Apés anestesia pelo
éter os animais foram sacrificados e os frag-
mentos de coracdo, encéfalo, rins, intestinos,
bago, figado e miisculos esqueléticos foram
imediatamente fixados em formol a 109, e

Servico de Anatomia Patolégica do Hospital Prof. Edgard Santos, da Faculdade de Medicina
Salvador, Bahia, Brasil

de Endemias Rurais. Belo Hori-




ANDRADE, Z. A. & BRENER, Z. — Ac&o da nitrofurazona (5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona) sobre
as formas intracelulares do Trypanosoma cruzi na doenca de Chagas experimental. Rev. Inst.
Med. trop. 8Go Pawulo 11:222-228, 1969.

TABELA I

Numero de tripanosomas por 5 mm? antes e depois do tratamento com nitrofurazona

(5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona) na dose de 100 mg/kg, via oral
Apés o tratamento
Antes do trata-
mento /
12 hs 24 hs 40 hs 52 hs 72 hs
T, 42.000 9.800(*)
T, 32.900 14.700(*)
T, 25.900 140 0(*%)
T, 38.500 2.800 1.540(*)
T, 32.900 38.500 19.600 4.900(*)
T, 7.700 980 0 00=)
T, 100.600 16.600 7.140 1.400 420(*)
Ty 14.000 280 0 0 0(*)
T, 52.500 —_ — 2.100 1.300 140(%)
Ty 49.000 —_— —_— 980 140 Z80(*)

(*) Animal sacrificado

T, e T, (sacrificados 96 horas apés tratamento) T, e T,, (144 horas apés tratamento)
: ndo tiveram as parasitemias acompanhadas

em liquido de Bouin. O material foi incluido
em parafina e as seccbes de 5 micra de es-
pessura foram coradas-pela Hematoxilina-eosi-
na e pelo método do P.A.S.

TABELA II

Parasitemias em animais controles

Dias apés inoculacio
N.o
12.0 130 149
1 17.500(*) — —_—
2 — 46.900(*) —
3 —- — 18.900(*)

Ezxperiéncias em cultura de tecido — foram
feitas algumas observacBes relativas a acdo da
nitrofurazona sdbre as formas intracelulares
em culturas de tecido infetadas pelo T, cruazi.
A técnica seguida foi descrita anteriormente
por BRENER®. Células tripsinizadas de em-
brido de pinto eram cultivadas em meio 199
com 109% de séro de boi sendo, apds 48
horas, infetadas com formas de cultura do
T. cruzi (amostra MR). A droga testada, na
dose 7 gm/ml dissolvida no meio de manu-
tencdo constituido de meio 199 e 5% de séro

bovino, era adicionada aos tubos 72 a 96
horas apés a infecgdo. As preparacdes, re-
tiradas apés 48 a 72 horas, eram coradas
por Giemsa lento e examinadas.

RESULTADOS

Animais contréle — O exame microscopi-
co demonstra que a cepa de T. cruzi utilizada
envolve particularmente misculos esqueléti-
cos, coracdo e paredes musculares do intesti-
no, com presenca de variavel numero de leish-
méanias nestes locais e reagfo inflamatéria
moderada, multifocal, as custas de células
mononucleadas. Namero variavel de parasi-
tas estd presente no tecido adiposo peri-cardi-
co, perirenal e no mesentério, sempre acom-
panhado de discreta infiltragdc mononuclear
focal. Nos rins e no encéfalo ndo se encon-
tram alteragbes. No bago e no figado ha fo-
cos de hiperplasia de células reticulo-endote-
liais, acompanhados da presenca de células de
citoplasma baséfilo e de alguns plasmoécitos
maduros de permeio. No bago ha hiperpla-
sia da polpa branca e aumento de celularida-
de da polpa vermelha. Nao se encontram
parasitas no bago e no figado.

Grupos experimentais — Nas secgbes reti-

radas de varios 6rgdos dos animais infetados
e sacrificados apés 12 e 24 horas do inicio
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Fig, 1 Alteracfo inicial nas leishminias situa-

as no interior de fibrag muscalares esqueldélicas,

Ha afrouxamento do ninho, liguelacio o picnose
g nicleog das leishminias.  HE, 500 X

do trotamente ndo hi alleragdes oulraz, além
daguelas ohservadas nos animais contrides,
() exame muis minueioso dos ninhos parasi-
tarios lodavia, mostra cerlo afronxamenlo en-
tree as leishmiéinias, |1.1|r|'1't'|n{n haver ligeiro
aumenlo de liguido no interior da ninho pa-
rasitario,  Além do alvouxamento, as leishmai-
nias por viwes se mostram com nickeoes deo-
g, dando o impressio de evolugio para a
pienoge,  Bstas alleraghes, embora muilo dis-
crelas, afelam o maioria dos ninhos parasita-
rios observacdos | Fig, 1.

Chiarenta horas apés o inieio do trala-
mento, as alleraedes nos ninhos parasilarios
MNos musci-
minias

siig acenlunadas ¢ ;.'!'lli‘l'élliicildl'.ﬁ.
los caqueléticos ¢ cardiacos, as leris
peridem a colorabilidade ¢ se desintegram.
enguanto a fibrocélula se coagula e =e ligue-
[z em maior ou menor extensio [ Fig, 2},
Por viéges o revestimenlo sarcolemal se con-
sorva delimitando um material amdrfo eosi-
nifilo resultante da lise dos parasitas e do
a o hospedeiro,  Oulras

ciloplasma da eé
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células aparecem rblas e j4 com acimuole de
células mononucleadas em Wrmo, Além da
coagulagio ¢ lise, as células parasitadas lam.
bém aparecem vaenoladas, A= eélulas viei
nhas, nio |rztl‘zl.ﬂilm|a!r-, aparccem dentro dos
limite= na normalidade ¢ nas Tbras moseola-
res as est t"i;li;ﬁl‘ﬁ l;l.l:lil receIm ||"r:||. 1'1“|HE"|"I.;|I:|U"-5,
Mesmo apds a rvolura do eélula Bsado, ni
hit alieragies nas células vizinhas, Na parede
inteslinal, com a destruicio dos ninhos para-
sitdrios ha um maior grau de cdema ao longo
do plexo de Auverbach, enquanto as eélulas
ganglionares nervosas aparecem  dissociadas,
com ciloplasma eozindfilo e denso. mas com
nicleos bem conservados (Figs. 3 e 41, Nos
ring sdo observados alguns cilindros hialines
noz tubulos.  No tecido adiposo, as leishmi-
nias destruidas aparecem em focos de necro-
se de tecido adiposo. na perileria dos quais
se faz densa infillracio celular.  Nesta infil-
tracio hi muites macrafagos conlendo restos

Fig. 2
liguefacio de
horas apds o inicie do tratamento com nitrofy-

- Exiensa destruicfo de leishmanias com
fibras musculares ocorcvendo 40

razona. HE., 4350 X
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nueleares provavelmente resultantes da desin.
legracio parasitarvia e algumas leishminias
integras ou em desintegracio (Fig, 5).

0 exame dos animais =acriflicados apos 52,
72, 90 ¢ L4l horas apis o inicie do trata-
mento documenta as lesfes evolulivas apios
a destruicio dos parasitas e das células do
hospedeire, mas lambém a presenga continua
e raros ninhos parasilirios integros ¢ a ocor-
rencin de novas destruigies de ninhos parasi-
tirios,  Os fendmenos regenerativos sio moe-
hor observadoes nas fibras musculares esque-
Ha proliferaciio de célulaz =areole-
muis, aparecimenlo de nicleos escalonados no
inlerior da Tibra que se¢ torna inlensaments
basalila, além da infiltracio intersticial de
eclulps macrofigicas o plasmocitirias,  Alou-
mas [ilras permanecem coaguladas ¢ muomi-
licadas ¢ outras solrem caleilicagio. No co-
racio hi intensilicacio da miocardile, com a
presenga de histiocilos, linfocitos ¢ plasma-
citos no infiltrado que se adensa ao nivel das
paredes auriculares, A infiltracio inllamata-

[&1ieas,

Fig, 3 As lelshmdniag localizadas na camada

muscalar dao edlon mostram
devide an tratamento,

allerncies  iniciais
HE, 251 X

Aclo da nitrofurazona
as formas intracelulares do  Trypadosoma orezi na doenca de Chagas experimental,

(S-nitra-2-Turaldeido-semicarbazonn) sibre
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Fig. 4 -— Extensa destruicio da camada museular

do edlon ao se acentuar a destruicho das leishmi-

n'as por efeito do tratamento com a nitrofurazo-
A,

ria inlersticial também se adensa ao nivel
do tecido adiposo e nas paredes inleslinais,
O infiltrade celular ¢ o edema se acenluam
por vézes ao longo do plexo de Averbach,
aparecendo enlio, as células nevronais com
vacuslizacio, citoplasmatica picnose noclear,
lragmentagio e coagulacio  ciloplasmilica,
Nos ring ha aparecimento de cilindros tubu-
I.'Jll."- em ﬂlgll".“' CAsE E'l“!l“’llllﬁl aulros lll]ﬂ'
recem com estrutura histoldgica normal,  No
civeéfalo nio se encontram anermalidades, No
l[izado & oheervado um infilirado linfo-histio-
citario portal de mediana intensidade om to-
dos 0z casos, sem caracleristicns de atividade,
Mo hago hid inicialmente wma infilivacan de
eolulas basalilas na polpa vermelha, que se
lorna proeminenle nos animais com 32 horas
apis o tratamenlo, enguanto diminui a rea-
cie hiperplistica da polpa branca.  Apds 144
horas do inicio do lralamento predominam os
plasmicilos madures na polpa vermelha, a
qual = mostra muoite celulosa ¢ ampliada,
Em nenhum caso se comprovou paragitizsmo
das células do bago.
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Mesmo nos animaiz sacrificados 111 horas
apos o inicio do ralamento da se poile
comprovar a presenca de necrese do lecido
adiposo em focos de distrilumicio recente de
leishminias ¢ alguns raros e pequenos ninhos
parasitivios bem conservados nas [hras mos.
culares esqueléticas ou no coracio, Na au

séncin dos focos de destruicio das leishmanias
v das veagies inflamatirias, ndo se observam
alteragies de cardler degenerative em qgual-
quer parte, sejam nos rins, no fleado on nas
rélulas ganglionarcs nervosaz dos plexos in-
testinais.

Nas culturaz de lecido examinadas, os ps-
preetos =io semelhantes aos descritos em Leo-
halhe anterior ® observando-se destruicio das
formas intracelulares com Tusio dos restos de
leishmanias degeneradas,  Aspecto Tmporban
e a ser assinalado é que. de modo seral as
celulas coltivadas que apresentam parasitas
em processo de destroicio, mestram profun-
das alteracies nucleares indicativas de dege-
neracio celular o oque eslas alleraches cetdo

Reacho infllamatdria-destrutiva no tecldo
destruleio
focal de leishméniags A horas apds o indcio do

Fig. &
adiposn do mesentério  feguindo-se A

tratamenta com a nitrofurazona,  [LE, &350 X
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Acfio da nitrofurazona
Trgpaaosoma cruzi na doenca de Chagas experimental.

[Fenitro-2-furaldeido-semicarbogona ) sohre
Rew, Inst.

Fig. B —
e tratpnda pela nitrofuraxzonsa.
tendo leishmiming sofre desintegracio ao
destruidos os paragitas, mas a5 cflulas vizinhas

Culturn de tecido infetada pelo 7. erazi
Uma céluln con-
S¢reIm

rermanecem sem &ileracdes, GIEMSA lento, 850 X

quase sempre limiladas 4 edélula pavasilada,
nie s e=lendendo = células vizinhas o pa-
rasitadas | Fig, 61,

DISCURSAQ

Come us [ormas de mulliplicacio do 7,
erusi s intracelulares, hi orande inlerdsse
em =e saber se determinada droga, dotada e
atividade supressiva & capaz de penctrar no
ciloplasma das eélulas parasiladas em concen-
lragiio suficiente para destruir os parasilas
=em lesar as célulaz do hospedeiro. Em e
lacio ao: nitroloranes, BreENER®  assinalon
a destruicio intracitoplasmatica das formas
em leishminia em collura de tecido, (e
achados aqui descritos, com o uso da nitro-
furazona, parccem conflirmar que  processo
semelhante de atividade intracelular ocorre
“in pive” emoanimaiz experimentalmente ino-
culadoz,
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A possibilidade da droga atuar “sensibili-
zando” as formas sangiiineas do parasita e
provocando a sua destruigio durante a mul-
tiplicagdo intracelular, pode ser excluida. Em
cultura de tecido os nitrofuranos sdo adicio-
nados depois que os parasitas penetraram nas
células e se transformaram em leishmanias,
mas a destruicdo das leishmaénias é intensa S,
Tal como acontece na culiura de tecidos a
célula parasitada é profundamente afetada
quando as leishménias se desintegram. "Ha
a produgio ou o aparecimento de um fator
que vacuoliza, coagula e dissolve o citoplas-
ma da célula parasitada enquanto as células
vizinhas, nfo parasitadas, nfo mostram sinais
de alteracdes. Quando a célula necrosada se
rompe hi o aparecimento de um processo in-
flamatério-reparador que entdo, se muifo in-
tenso, parece capaz de condicionar altera-
¢oes em células nfo parasitadas. N&o sabe-
mos que material ou materiais sdo responsa-
veis pela destruicdo citoplasmatica que acom-
panha a destruigdo dos ninhos parasitirios.
De qualquer maneira nfio nos parece um agen-
te téxico na acepgdo comum do térmo, pois
as células vizinhas ndo sio afetadas. Desde
ViANNA ** que se sabe que o ninho parasita-
rio integro ndo provoca reagdo em torno,
mas quando &le se rompe surge ‘o infiltrado
inflamatério. A reagfio inflamatéria parece
capaz de causar por si certas lesGes celulares,
especialmente nas células ganglionares nervo-
sas do intestino ' ** do coragio® ® e nos géin-
glios simpaticos 2. Quando se faz administra-
¢do de cortisona aos animais infetados a rea-
¢Ao em tdrno dos ninhos parasitirios rétos &
abolida e nfio ha alteragbes nas células nervo-
sas ganglionares nas proximidades imediatas
de parasitas vivos ou em desintegracdo *. Res-
ta saber se a degeneragio citoplasmatica que
ocorre durante a destrui¢ic dos ninhos pa-
rasitirios pela nitrofurazona pode também ser
abolida pela cortisona.

O encontro de ninhos parasitirios integros
ap6s 144 horas de tratamento, quando a
maioria absoluta dos parasitas foi destruida,
indica que algumas das formas intracelulares
podem, de algum modo, escapar & agio da
droga. Todavia, a destrui¢do de ninhos pa-
rasitarios parece continuar apds o maximo
atingido nas primeiras 40 horas.

SUMMARY

Action . of the nitrofurazone (5-nitro-2-fural-

dehyde-semicarbazone) on the intracellular

forms of Trypanosoma cruzi in experimental
Chagas’ disease

Extensive intracellular parasitic destruction
was observed in the tissues of mice infected
by Trypanosoma cruzi and then treated by
nitrofurazone (5-nitro-2-furaldehyde-semicar-
bazone). By means of a progressive histo-
pathological study made from 12 up to 144
hours following the beginning of treatment,
it was possible to observe that the leishmanial
forms of Trypanosoma cruzi were destroyed
within the cytoplasm of the parasitized cells.
The latter were also destroyed following the
desintegration of the parasites, however neigh-
boring non parasitized cells remained
without alterations. These findings are simi-
lar to those previously obtained in tissue
culture infected by Trypanosoma cruzi and
treated by nitrofurazone and shows that this
drug can also destroy intracellular leishmanias
“in vivo”.
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