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ATIVIDADE TERAPEUTICA DO 5-NITRO-FURALDEIDO-SEMICARBAZONA

(NITROFURAZONA) EM ESQUEMAS DE DURACAO PROLONGADA
NA INFECCAO EXPERIMENTAL DO CAMUNDONGO PELO
TRYPANOSOMA CRUZI

Z. BRENER

RESUMO

A presenga de um ciclo sangiiineo do T. cruzi e a existéncia de drogas ca-
pazes de destruir um grande niimero ou a totalidade das formas circulantes do
parasito, sugere a possibilidade tedérica de erradicago désse tripanosoma através
da manutencio de uma concentragio ativa da substincia tripanosomicida por tempo
suficientemente longo no sangue, a fim de que a eliminagio continua das formas
sangticolas leve & exaustdo do parasitismo.

A fim de testar essa possibilidade foi usado o 5-nitro-2-furaldeido-semicarba-
zona (nitrofurazona), adminisirado por via oral na dose de 100 mg/kg durante
53 dias consecutivos. Em 65 camundongos assim tratados os métodos laboratoriais
de contrdle empregados (exame de sangue fresco, subinoculagfo, xenodiagnéstico,
cultura e exame histolégico do coragdo), realizados 1 a 2 meses apds o tratamento,
demonstraram a persisténcia da infecgio em apenas 3 animais. Cinco animais
tratados a partir do dia seguinte a inoculagio e posteriormente reinoculados apre-
sentaram tipica fase aguda da infec¢fo indicando auséncia de imunidade por de-
saparecimento da infecgfo.

Em 10 camundongos que receberam apenas 20 doses da droga a persisténcia
de tripanosomas foi assinalada em 8 animais.

INTRODUCAO

Apesar da existéncia de varios medica-
mentos ativos contra as formas sanguicolas
do T. cruzi, nfio se obteve ainda uma droga
capaz de curar com regularidade a doenca
de Chagas experimental ou humana. Entre
os compostos usados destacam-se o Bayer
7602 (Ac) ou 3024 (I.C.1.), o Bayer 9736
(As), o sulfato de carbidium, a primaquina,

~alguns nitrofuranos e, mais recentemente, o
aminonucleosideo da Stilomicina isolado ou
associado com a primaquina (Mazza, Cos-
s10 & Zuccarpi ®; Mazza, Basso & Basso ¢;
Goopwin, Goss & Lock ®; Pizz?; FERNAN-
pES, PERriRA & PErERA DA Siiva 2; Mo-
RAES, LoPes Faria & FernaNDES ¢; Pack-
CHANIAN 7).

Instituto Nacional de Endemias Rurais.

No presente trabalho estudamos a acfo
do 5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona (Pack-
CHANIAN 7) administrado segundo esquemas
de duracfic prolongada, na infecgio experi-
mental do camundongo pelo T. cruzi.

MATERIAL E METODOS

Inoculacio dos enimais — Camundongos
albinos pesando 18-20 g eram inoculados,
por via intraperitoneal, com cérca de 70.000
tripanosomas da amostra Y (PEREIRA DA
SiLva & Nussenzweic *'), Para obtencio
do inéculo, camundongos eram sangrados no
8. dia de infeccio, sendo a contagem de
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tripanosomas feita segundo a técnica descri-
ta por Przzi** com algumas modificacdes.

Tratamento — A nitrofurazona apresen-
ta-se sob a forma de um p6 amarelado pou-
co solivel na agua e no éter, mas solivel
em alcool e propileno-glicol. A administra-
¢io era feita sempre por via oral por meio
de sonda estomacal ligada a seringa, sendo
a droga suspensa em 4gua destilada na pre-
senca de goma arabica.

Os seguintes esquemas de administracdo
da droga foram usados:

a) em 65 animais a niirofurazona, na
dose de 100 mg/kg, foi administrada du-
rante 53 dias consecutivos a partir do 4.°
dia de infeccio. Em todos os animais o
exame de sangue a fresco, feito antes do
inicio da medicagdo, revelou tripanosomas
no sangue circulante.

b) Em 15 animais a droga foi adminis-
trada na mesma dose de 100 mg/kg duran-
te 53 dias consecutivos, sendo a medicagdo
iniciada no dia seguinte & inoculagdo. Em
10 animais tomados como conirdles e infec-
tados com o mesmo indculo a parasitemia
foi assinalada a partir do 5.° dia de doenca,
tendo a infeccio decurso normal que termi-
nou com a morte dos camundongos.

c) Em 15 animais a nitrofurazona foi
dada na dose de 100 mg/kg durante 20 dias
consecutivos, a partir do 4.° dia de inocula-
¢do. Também neste grupo a presenca de
parasitos foi demonstrada pelo exame de
sangue a fresco de todos os animais, rea-
lizado antes do inicio do tratamento.

CONTROLE DA ATIVIDADE TERAPEUTICA

Exame de sangue a fresco — A partir
do dia seguninte ao inicio da medicagfo fo-
ram feitos exames de sangue a fresco entre
lamina e laminula com sangue colhido da
cauda do animal. Os exames eram feitos
diariamente ou em dias alternados, sendo
examinados no minimo 100 campos micros-
copicos com médio aumento. Esses exames
se estenderam até a 10.* semana apds a ino-
culaco.

Subinoculag@o — Camundongos tratados
foram sacrificados em épocas variiveis en-
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tre-1 e 2 meses apés o fim do tratamento.
Os animais eram anestesiados e, de cada
um, cérca de 0,4-0,6 ml de sangue citratado
eram colhidos por secgdo da veia axilar e
injetados intraperitonealmente em dois ou-
tros camundongos pesando 14-16 g. Exa-
mes de sangue a fresco désses animais eram
feitos diariamente uma ou duas vézes por
dia, a partir do 5.° dia apds a inoculacio,
até os 30 dias quando os exames passavam
a ser feitos em dias alternados. A pesqui-
sa microscépica de parasitos se estendia até
pelo menos a 6.2 semana apés a inoculagdo.

Cultura — Nos animais sacrificados para
a subinoculagio, parte do sangue colhido
era semeado em meio de &gar-sangue, to-
mando-se o cuidado de também semear san-
gue de camundongos contrdles ndo tratados.
Em algumas ocasies fragmentos de coracdo
e baco foram também semeados para pes-
quisa ulterior de flagelados.

Xenodiagnéstico — Em 20 camundongos
tratados foi feito o xenodiagnéstico. Os
animais eram anestesiados, imobilizados e
deixados sugar por 4 ninfas de triatomineos
até a sua morte por anemia. A pesquisa
de formas metaciclicas no contetido retal
dos “barbeiros” era feita entre 45 a 50 dias
apbs o repasto sanguineo.

Reinocula¢io — FEm alguns camundongos
tratados com 53 doses foi feita a reinocula-
¢io de formas sanguicolas do T. cruzi apés
10 semanas de exame a {resco repetidamente
negativo. A fim de acompanhar o decurso
da infeccio foram feitas contagens diarias
de tripanosomas segundo a técnica de Piz-
z1*! ligeiramente modificada.

Exame histolégico — Em todos os ani-
mais sacrificados foram feitos exames de
cortes histolégicos do coracdo corados pela
hematoxilina-eosina para pesquisa de “ni-
nhos de leishménia”. Em alguns animais,
fragmentos do intestino delgado, estémago
e bago foram também examinados para pes-
quisa de parasitos,

RESULTADOS

No Quadro I estdo expostos os resultados
obtidos em 45 camundongos tratados a par-
tir do 4.° dia de inoculagio com 100 mg/kg
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Resultados obtidos em 45 camundongos tratados com 100 mg/kg de nitrofurazona, por
Em apenas dois animais foi possivel comprovar,
nos exames realizados 1 a 2 meses apdés o tratamento, a persisténcia da infeccio chagasica.

via oral, durante 53 dias consecutivos.

QUADRO I

Pesquisa | Subinoculacdo em camundon-

Exame a Exame de sangue a fresco de gos (exame de sangue a

Ne ) parasitos fresco)
fresco (Semanas apods tratamento) Cultura (mtisculo Semanas apés inoculacdo
(40 dia) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | (sangue) | cardiaco) 1 2 3 4 5 6
1 + - —— — — - — — — — — B —
2 + - — — — —_ — - = = = =
3 + | - —— — — — — — — — _ — — = — -
4 + - —— — — — — — —_— —_—— = = =
5 + ] - = = = — —— — — — —_ —_— _ = = = - —
6 A i —_ — —_ - = = - =
7 + | - — - — — - — — —— — — — — o — —
8 + - —— — — — — — — — — _ —_ = = = —
9 + - ——— —— - — — — — —_ = = - - —
10 + - — - — — — —— — — — IS —
11 + ) —————— — — — — — — _ - = = = -
12 + —-———_——— = — — e — + = = — -
13 + |- — — — —_ — T —
14 + - — — — — — —_ = = = - —
15 + | -———_— - — — — — _ = = = — -
16 + —-_————— - — — — — _ = = = = -
17 + |- — — — _ = = = = —
18 + | —-—————— — — — — — — _ — = = — —
19 + | -——————— — — _ = = = — —
20 + | -——-—_ — — —_ = = = = —
21 + - ——— — — — — — — —_— - = = =
29 R e — — —_— = = = == —
23 + —_———-  —— — — — — _— = = e = —
24 + | - —— —— — — — — — — SR —
25 + - — —— — — — —_ = = - = —
26 + | — e — e — —— o — — — — — — = — —
27 + | —— — = — = — — —_ — - = — =
28 + |- ——— — - — — - — — _ — - = - =
a9 + | —— — — e — — — — — — — —_ = = - = —
30 + | - — — — — _ = = - = =
31 + |- — — e — — — J— —_ = = = - —
32 I e — — —_ = = = = =
33 + | -—————-——-— — — — — _ - = - = —
34 + |- = — - — — J— —_ - = = - —
35 + | -————- - - — — — — _ = = = = —
36 + |- — — — — — —— = = =
37 + - —— — — — — — —_ - = - = —
38 + = — = = — e — — — — _ - = = = —
39 + - — — — _ = = = - =
40 + |- — — — — — — - = - = = —
4a + |- — + — - +t - — — -
42 + | —————— — — — e p—
43 + - = — — — — —— _ _ U
44 + | - - — — — _ _ - = - =
45 + |- ———-—— - = — _ = = = =
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de nitrofurazona administrados durante 53

dias consecutivos. Em apenas 2 animais a lo.ooo-l
subinoculagdo foi positiva, tendo sido nega- 9.000+
tivos os demais exames. o 8.0004
No Quadro II estio expostos os resulta- 20004
dos do xenodiagnéstico em 20 camundongos .,
tratados, a partir do 4.° dia de inoculagdo, . 6.000-
com 53 doses consecutivas de 100 mg/kg &
de nitrofurazona. Em 19 animais o xeno- o 0%
diagnoéstico e os demais métodos laborato- § 4.000
riais resultaram negativos e em apenas 1 ca- 8
mundongo o xenodiagnéstico fol positivo. g 30007
Em 15 camundongos medicados também ; 2.000
com 100 mg/kg da droga durante 53 dias, , | c00d
mas nos quais a medicacio foi iniciada no %

dia seguinte & inoculagfo, o exame de san-
gue a fresco foi repetidamente negativo du-
rante todo o tempo de observacdo. Cinco Dias apés inoculagdo

camundongos désse grupo foram reinocula- o
Fig. 1 — Resultado da reinoculag¢do em 3

dos, 50 dias apds o fim do tratamento, com
p s - b . t. .0’ ¢ 1 camundongos tratados com nitrofurazona
80.000 tripanosomas por via intraperitoneal. (100 mg/kg, via oral), a partir do dia
Foram feitas contagens di4rias dos tripano- seguinte & inoculaciic deu origem a tipica
somas no sangue periférico, observando-se o fase aguda.

QUADRO II

Resultados obtidos em 20 camundongos tratados com nitrofurazona na dose de 100 mg/kg,
por via oral, durante 53 dias consecutivos. Em apenas um animal o xenodiagnostico
foi positivo.

Exame de sangue a fresco Cultura Pesquisa de
Exame a . parasitos
Ne fresco (Semanas apés tratamento) Keno- (musculo
(40 dia) 1 2 383 4 5 6 7 8 9 10 | diagnéstico baco coracio cardiaco)

1 B U — — — —

2 + - - - — - — — — —_ — — —

3 + | - — — — — — — — — — —

4 + = = — = — — — — — — — —

5 + | - - - — — - — — — — -

6 T R i — — — —

7 + | —_——_— = — — - — — — — — — —

8 + = = - = = — = — — — + — —_ —

9 + == — — — — — — - — — — —
10 + - - — - — — - — — — — — — —
11 + | -——-—-— = — — — -— — —
12 + - — = — - — — — — — — — — -
13 e I B T — — — — —
14 + |- —-—— = — — — — — — — -
15 + - - = — — = - — — — — — —
16 + - - — - - — e — — — — — —
17 + = = - — = — = — — — — — —
18 + - — - — — — — — — — — —
19 + |- —— = — — — — — — — — —
20 i — — — —
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aparecimento de nitida fase aguda com gran-
de namero de tripanosomas circulantes. Na
fig. 1 estio expostas as curvas de parasite-
mia obtidas em 3 dos animais tratados e
reinoculados.

Finalmente, no Quadro III, estio repre-
sentados os resultados da subinoculagio de
sangue dos 10 animais tratados com apenas
20 doses continuas de 100 mg/kg de nitro-
furazona. Como se pode observar, em ape-
nas dois dos animais sacrificados a subino-
culagfo foi negativa, resultando positiva nos
demais,

tem, atualmente, drogas capazes de destruir
um grande ntimero ou a totalidade das for-
mas circulantes do T. cruzi sugerem a pos-
sibilidade tedrica de erradicagdo do parasi-
to se se conseguir manter uma conceniragio
ativa da droga no sangue por tempo sufi-
cientemente longo a fim de que a eliminagfo
continua das formas sanguicolas leve a exaus-
tdo da infecgHo.

No presente trabalho essa possibilidade foi
investigada com o emprégo da nitrofurazo-
na. Essa droga apresenta, para é&sse tipo
de investigagdio, as seguintes vantagens: co-

QUADRO III

Resultados obtidos em 10 camundohgos tratados com 20 doses consecutivas de nitrofurazona

na dose de 100 mg/kg, via oral.

Observar que em & dos 10 animais houve persisténcia

da infeccdo chagésica.

Subinoculacdio em camundongos
Exame a Exame de sangue a fresco (Exame de sangue a fresco)
Ne fresco (Semanas apo6s o tratamento) Semanas apés a inoculacdo
(4¢ dia) 1 2 3 4 6 1 2 3 4 5 6
1 + — — — — — — — — — — —
2 + — — — — — — +
3 + — — — — — — — — -— — —
4 4 — — — — — — +
5 + — -— —— — — — +
6 + — — — — — — +
7 + —_ = = - — — +
8 + —_— — — — — — +
9 + - — — — — — +
10 + — — — — — — +

DISCUSSAO

Certos aspectos do ciclo evolutivo do T.
cruzi fazem supor que tédas ou pelo menos
a grande maioria das formas flageladas Li-
bertadas dos tecidos circulam por algum tem-
po no sangue antes de penetrarem em novas
células. A possibilidade de que tripanoso-
mas oriundos dos tecidos possam penetrar
por contigiiidade em novas células, sem cum-
prir um ciclo sanguineo, existe, mas ainda
ndo foi cabalmente comprovada. A presen-
ca do ciclo sanguineo e o faio de que exis-

mo demonstrou PACKCHANIAN?, a nitrofu-
razona apresenta nitida agio supressiva des-
truindo as formas circulantes; aplicada em
dose fnica, a droga ainda esti presente no
sangue circulante de camundongos apés 24
horas (PacxkcuaniaN?); estudos levados a
efeito por PauL & col® demonstraram que
a nitrofurazona, como virios outros nitrofu-
ranos, nio se acumula ao nivel dos tecidos,
pois é rapidamente degradada por todos éles
com excegiio do sangue; a droga apresenta
baixa toxicidade e, aparentemente, discreta
agdo cumulativa, ji que a mortalidade, apés
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50 doses consecutivas de 100 mg/kg (equi-
valente a 1/5 do LD50), foi apenas de
12,5%.

Os resultados apresentados tendem a con-
firmar o raciocinio aqui exposto, ja que,
entre todos os animais tratados, apenas em
3 foi possivel assinalar a persisténcia dos
tripanosomas. Uma objeco aparente quan-
to & cura dos animais seria a possibilidade
da persisténcia de ‘“ninhos de leishménia”
viaveis, nos tecidos, por um prazo superior
aquele da observago por nos realizada. O
desconhecimento de certos dados biolégicos
essenciais do ciclo vital do parasito leva-nos
a considerar ésse fato, embora éle nos pa-

reca pouco provavel.

A possibilidade de os métodos laborato-
riais de contrdle empregados apresentarem
uma sensibilidade insuficiente para detectar
infecgbes com um nimero pequeno de pa-
rasitos também pode ser argiiida, mas é pre-
ciso lembrar que, em nossa experiéncia, em-
pregando intmeras drogas ativas em tipos
diferentes de esquemas, &sses métodos foram
repetidamente capazes de demonstrar a per-
sisténcia da infeccdo. O fato de que reino-
culacbes, levadas a efeito em animais nos
quais o tratamento foi iniciado no dia se-
guinte & inoculagio, tenham produzido in-
fecgbes tipicamente agudas fala a favor de
um néo desenvolvimento da imunidade por
desaparecimento da infecgdo. Em animais
que foram tratados a partir do 4.° dia de
infecgdo, quando os tripanosomas ja se apre-
sentam em nimero razoavel no sangue, as
reinoculagbes foram sempre positivas embo-
ra ndo se tenham obtido altas parasitemias;
éstes casos sugerem a persisténcia de anti-
corpos protetores.

A acgdo direta s6bre as formas intracelu-
lares parece-nos também pouco provavel em
vista dos fracos resuliados obtidos com o
esquema de 20 doses.

Na experiéncia de PACKCHANIAN?, a ni-
trofurazona mostrou-se dotada somente de
poder supressivo, sem erradicar a infeccio.
Embora até 42 doses do medicamento te-
vnham sido aplicadas, ndo ha dados seguros
sbbre a continuidade na administracio do
medicamento. Segundo PACKCHANIANT —
“each drug was administered intra-peritone-
ally in its highest tolerance dose once or
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twice daily until all the untreated control
animals were dead. Daily or weekly therapy
of the surviving mice was continued using
the same dosage until the animals died or
until the acute fatal infection was diverted
to a chronic or a latent form”. .

Considerando os resultados obtidos, seria
altamente desejivel o emprégo de esquemas
de longa duragdo com outras drogas ativas
contra as formas circulantes.

Tendo em vista a exisiéncia de estudos
farmacolégicos detalhados em relagdo a ni-
trofurazona (Krantz & Evans) e o fato de
que ésse composto ji tem sido empregado
em individuos com tripanosomiase africana
(Evans, NIEMEGEERS & PACKCHANIAN?Y),
justifica-se, ao nosso ver, o seu uso em ca-
sos humanos de doenca de Chagas.

SUMMARY

Therapeutic activity of 5-nitro-2-furaldehyde-

semicarbazone (nitrofurazone) in protracted

schemes upon mice experimenially infected
through Trypanosoma cruzi.

Considering the existence, in the life cicle
of T. cruzi, of circulating blood forms, and
their susceptibility to certain drugs, an at-
tempt was made to treat experimental Cha-
gas disease following a long-term schedule
of drug administration. A complete exhaus-
tion of the parasite strain was expected to
occur, despite the inefficacy of the drug
against the tissue forms.

Nitrofurazone (5-nitro-2-furaldehyde semi-
carbazone) was given orally in doses of 100
mg/kg. Fifty three running doses, begin-
ning on the 4" day of infection, were given
to 65 mice, 87.5% of which survived and
were sacrificed 1 to 2 months after treat-
ment. The laboratory methods used for as-
sessing the drug activity (microscopical
blood examination, blood inoculation from
the treated mice to young uninfected ones,
xenodiagnosis, culture, histological examina-
tion) revealed the presence of trypanosomes
in only 3 of the treated animals. Reino-
culation of 5 infected mice that had - been
treated since the next day after inoculation
resulted in typical acute infection, which
indicates a complete absence of immunity.
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