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A infecção pelo Trypanosoma cruzi pode ser causada por diferentes cepas, caracterizadas por 

distintos padrões biológicos e genéticos (DTUs – Discrete Typing Units), que podem resultar nas 

diferentes formas clínicas da doença de Chagas. Ademais, estas diferenças biológicas do parasito 

aparentemente têm relação com os distintos padrões de resistência frente ao tratamento com 

Benznidazol, único fármaco disponível para o tratamento etiológico desta enfermidade no Brasil. Em 

estudos clínicos randomizados, o tratamento com o Benznidazol apresentou maior índice de cura na 

fase aguda, favoreceu a redução da carga parasitária e sororeversão nos pacientes tratados e 

curados. Porém ainda há questionamentos sobre as alterações imunopatológicas decorrentes deste 

tratamento. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar as alterações imunopatológicas na 

infecção experimental canina com cepas do T. cruzi que apresentam diferentes graus de 

susceptibilidade ao tratamento com Benznidazol e que pertencem a distintas DTUs. Para isto, cães 

sem raça definida foram infectados experimentalmente com 2000 formas tripomastigotas sanguíneas 

das cepas Y (TcII) ou Colombiana (TcI) do T. cruzi, via intraperitoneal. Parte destes grupos foram 

submetidos ao protocolo terapêutico semelhante ao preconizado para pacientes, ao ser detectada 

parasitemia patente, na dose de 3,5 mg/kg de Benznidazol, administrado em duas doses diárias, via 

oral, durante 45 dias. Os resultados mostraram que a infecção com a cepa Y aumentou os níveis 

séricos de alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase, favoreceu a leucopenia, 

trombopenia, inversão da proporção de linfócitos T CD4+/CD8+ e alteração do número de monócitos. 

Além disso, a infecção com a cepa Y estimulou a produção de IFN-γ por linfócitos T CD4+ e CD8+, e 

da citocina IL-4 por células T CD8+. Na fase crônica foram observadas inflamação e fibrose cardíaca 

significativas. Na infecção com a cepa Colombiana, durante a fase aguda, ocorreu aumento nos 

níveis séricos de alanina aminotransferase e ureia, do número de eritrócito, hematócrito e 

hemoglobina, bem como, aumento significativo da produção de IL-4 por linfócitos T CD8+ isolados do 

sangue periférico. Na fase crônica foi observado aumento significativo do número de células 

inflamatórias no átrio direito. Ao avaliar o tratamento com Benznidazol, no grupo infectado com a 

cepa Y e tratado, houve aumento dos níveis séricos de alanina aminotransferase e ureia, da 

quantidade de hemoglobina, também foi observada inversão da proporção de linfócitos T CD4+/CD8+ 

e estimulo a produção de IFN-γ e IL-4 por linfócitos T CD4+, além disso, o tratamento favoreceu 

linfopenia, neutropenia e monocitopenia. Na infecção com a cepa Colombiana o tratamento com 

Benznidazol acarretou, na fase crônica, aumento do nível de alanina aminotransferase e da 

quantidade de hemoglobina, além de diminuir o número de monócitos no sangue periférico. Ademais, 

em ambos os grupos infectados e tratados não foi observada diferença significativa no número de 

células inflamatórias e na área de colágeno no átrio direito em comparação ao grupo não infectado e 

tratado, na fase crônica. Desta forma, o tratamento com Benznidazol, apesar de ter alterado algumas 

populações celulares no sangue periférico, teve participação importante ao favoreceu a sororeversão, 

bem como, diminuir significativamente a inflamação e a fibrose cardíaca observadas frente a 

infecção. Este trabalho concluiu que a cepa Y, macrofagotrópica e sensível a LMCo, aparentemente 



DUZ, ALC                                                                                                                                                       Resumo 

vii 

 

seria reconhecida primeiramente pelo sistema imune, enquanto a cepa Colombiana, miotrópica e 

resistente a LMCo, escaparia da resposta imune na fase aguda da doença de Chagas, o que teria 

impacto na progressão da forma cardíaca na fase crônica. Além disto, o tratamento com Benznidazol 

na fase aguda da infecção experimental teve papel expressivo ao minimizar as lesões cardíacas na 

fase crônica.  
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Trypanosoma cruzi infection may be caused by different strains of distinct discrete typing units 

(DTUs), characterized by different biological and genetic patterns, which result in variable clinical 

forms of chronic Chagas disease. These biological differences of the parasite are apparently related to 

the distinct patterns of resistance to the Benznidazole treatment, the only drug available for Chagas 

disease treatment in Brazil. In randomized clinical trials, Benznidazole treatment presents a higher 

cure rate in the acute phase, with reduction of the parasite load and negative seroreversion of treated 

and cured patients, but there are still questions about the immunopathological changes resulting from 

this treatment. This study evaluates the immune response and cardiac lesions in dogs experimentally 

infected with different strains of distincts T. cruzi DTUs that showing different degrees of susceptibility 

to treatment with Benznidazole, namely Y and Colombian from TcI and TcII DTU, respectively. For 

this, mongrel dogs were experimentally infected with 2000 Y or Colombian T. cruzi trypomastigotes 

and undergoing Benznidazole treatment at oral dose of 7 mg/kg, divised in two by day, for 45 days. 

The infection with the Y strain led to increased levels of alanine aminotransferase and aspartate 

aminotransferase, leucopoenia, thrombopoenia, inversion of the ratio of CD4+/CD8+ T-lymphocytes 

and alterations in monocyte number. In addition, Y strain infection stimulated the production of IFN-γ 

by CD4+ and CD8+ T-lymphocytes and IL-4 by CD8+ T-cells. In the chronic phase, significant heart 

inflammation and fibrosis were observed. During infection with the Colombian strain, increased levels 

of alanine aminotransferase, erythrocytes, haematocrit and haemoglobin were observed. In addition, 

CD8+ T-lymphocytes isolated from the peripheral blood produced higher levels of IL-4. The latter 

results suggests that during the acute phase, infection with the Colombian strain may remain 

unnoticed by circulating mononuclear cells. In the chronic phase, a significant increase in the number 

of inflammatory cells was detected in the right atrium, demonstrating that strains of different DTUs 

interact differently with the host. When was evaluated the Benznidazole treatment of dogs infected 

with the Y strain it was observed increase levels of alanine aminotransferase, urea and hemoglobin, 

lymphopenia, neutropenia, monocytopenia and inversion of the ratio of CD4+/CD8+ T-lymphocytes. 

The infection with the Y strain and Benznidazole treatment stimulated the production of IFN-γ and IL-4 

by CD4+ T-lymphocytes. In dogs infected with the Colombian strain and Benznidazole treatment, it 

was observed increase of alanine aminotransferase and hemoglobin, and decrease the monocyte 

number. So the treatment in Colombian infection controlled the increased amount of red blood cells. 

Moreover, in chronic phase, dogs with Y and with Colombian strains infection and Benznidazole 

treatment do not showed significant difference in the number of inflammatory cells and collagen area 

in the right atrium compared to the not infected and treated group. Therefore, the Benznidazole 

treatment despite having changed some cell populations in peripheral blood, had significant 

participation for decrease the IgG level and the inflammation and cardiac fibrosis. So, in this work, the 

Y strain was apparently first recognized by the immune system, while the Colombian strain escaped 

from the immune response in the acute phase of Chagas disease, which would impact the progression 
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of cardiomyopathy in the chronic phase. Moreover, the Benznidazole treatment in acute experimental 

infection controlled the cardiac damage in chronic phase. 
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Estima-se que 7 a 8 milhões de indivíduos estejam infectados pelo Trypanosoma cruzi, 

agente etiológico da doença de Chagas (DC) (W.H.O., 2014), em especial na América Latina, onde 

essa doença é endêmica (Schofield e Dias, 1999).  

Desde a descoberta da DC, em 1909 por Carlos Chagas, a heterogeneidade do parasito foi 

considerada um fator relacionado às diferentes formas clínicas da doença. A classificação dos 

subtipos do T. cruzi foi determinada conforme as características biológicas, parasitismo tecidual, 

morfologia, virulência e patogenicidade do parasito na infecção murina (Brener, 1973; Andrade, 

1974). Sendo o T. cruzi foi agrupado em três fenótipos, denominados como Biodemas I, II e III 

(Andrade e Magalhães, 1997).  

De modo geral, o Biodema I, correspondente ao Zimodema Z2b, foi caracterizado por 

apresentar cepas predominantemente de forma fina e macrofagotrópica na fase inicial da infecção, 

com alta virulência com 100% de mortalidade em 12 dias, e pico de parasitemia e mortalidade entre o 

7º e o 11º dia pós-infecção (d.p.i.). O Biodema II, correspondente ao Zimodema Z2, apresenta cepas 

de forma predominantemente larga, miotrópica, com tropismo pelo músculo cardíaco e taxa de 

multiplicação lenta, cujo pico de parasitemia ocorre de maneira irregular entre o 12º e o 20º d.p.i. 

Cepas pertencentes a este tipo de Biodema podem apresentar diferentes níveis de virulência.  Já o 

Biodema III, correspondente ao Zimodema Z1, exibe cepas de forma predominantemente larga e 

miotrópica, com envolvimento de músculo esquelético, pico de parasitemia tardio entre o 25º e o 30º 

d.p.i. e baixa mortalidade aos 30 dias (Andrade e Magalhães, 1997).  

Posteriormente, o parasito foi agrupado em dois grupos principais denominados como T. cruzi 

I e T. cruzi II, que anteriormente se encaixavam na classificação como Biodema III (Zimodema Z1) e 

Biodema II (Zimodema Z2), respectivamente. As cepas híbridas e com caracterização incerta foram 

denominadas apenas como T. cruzi até a realização de novos estudos (Anonymous, 1999). 

Recentemente, as populações de T. cruzi foram reagrupadas, conforme a expressão 

fenotípica e as características moleculares, em unidade de tipagem (do inglês “Discrete Typing Units” 

- DTU), denominadas TcI, TcII, TcIII, TcIV, TcV e TcVI, as quais foram caracterizadas por marcadores 

genéticos (Zingales et al., 2009).  

Estudos geográficos e epidemiológicos apontam distribuições distintas dessas DTUs, sendo 

os TcI e TcII mais abrangentes, visto que o TcI é prevalente na América Central e na região norte do 

Brasil, e o TcII é encontrado predominantemente na América do Sul (Zingales et al., 2009). Essas 

distintas DTUs, aparentemente, apresentam diferentes padrões de tropismo e parasitismo tecidual 

(Vago et al., 2000).  

O padrão do parasitismo tecidual e o grau de resistência ao tratamento por sua vez tem 

relação com as propriedades biológicas do parasito, uma vez que de modo geral a infecção com o T. 

cruzi I e o T. cruzi II estão relacionadas com casos de cardiomiopatia chagásica crônica (CCC). 

Ainda, a DTU I foi considerada resistente frente ao único fármaco disponível comercialmente no Brasil 
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para o tratamento da DC, o Benznidazol (Bz). Por outro lado, o T. cruzi II foi considerado 

macrofagotrópico e parcialmente susceptível ao tratamento com Bz (Filardi e Brener, 1987; Toledo et 

al., 2003; Toledo et al., 2004). 

Em estudos clínicos randomizados, o tratamento com Bz na fase aguda favorece a redução 

da carga parasitária e sororeversão dos pacientes tratados (de Andrade et al., 1996; Coura et al., 

1997; Sosa-Estani et al., 1998). Sugere-se que o tratamento etiológico com Bz deva ser iniciado nos 

estágios iniciais da DC, pois quando iniciado na fase aguda pode alcançar níveis de 70% de cura 

(Rodrigues Coura e de Castro, 2002). Outros trabalhos tem revelado que a intervenção com o 

tratamento de pacientes na forma indeterminada melhora o prognóstico da doença (Lana et al., 1992; 

Macchado-de-Assis et al., 2013).  

O Bz ativa a resposta imune inata com aumento dos níveis de monócitos, todavia com 

diminuição dos monócitos TNF-γ+ e IL-12+ (Sathler-Avelar et al., 2009). Na resposta imune adaptativa, 

o tratamento com Bz favorece mecanismos imunomoduladores mediados por IL-10 produzido por 

linfócitos T CD4 e B, além de aumentar o número de células NK ativas no sangue periférico, que tem 

participação na produção e citocinas pró-inflamatórias e moduladoras (Sathler-Avelar et al., 2006). 

Isto demonstra a importância da inter-relação entre a resposta imune inata e adaptativa no controle 

da resposta imune exacerbada, que poderá acarretar na lesão tecidual (Sathler-Avelar et al., 2009). 

Por outro lado, os casos de falha terapêutica, aparentemente, dependem de mecanismos que 

interferem na expressão de genes relacionados à resistência de algumas cepas do parasito (Campos 

et al., 2014). 

Apesar de estar elucidado que o Bz alcança níveis de cura importantes nos pacientes 

tratados na fase aguda da DC, ainda se faz necessário compreender a participação das diferentes 

DTUs de T. cruzi na patogênese da doença, bem como elucidar as alterações imunológicas e 

histopatológicas cardíacas frente ao tratamento na infecção com cepas do T. cruzi que apresentam 

diferentes graus de susceptibilidade ao tratamento com Benznidazol. Portanto, neste trabalho 

avaliamos a infecção com duas cepas de DTUs distintas, a cepa Y, caracterizada como TcII e 

considerada parcialmente resistente ao tratamento com Bz no modelo murino e susceptível no 

modelo canino, e a cepa Colombiana, classificada como TcI e resistente à terapia com Bz nos 

modelos murino e canino (Filardi e Brener, 1987; Veloso et al., 2001; Guedes et al., 2002). 

.
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2.1. O Trypanosoma cruzi  e a doença de Chagas 

 

A DC é causada pelo protozoário hemoflagelado T. cruzi e transmitida por insetos 

hematófagos da subfamília Triatominae (Chagas, 1909). O triatomíneo pode adquirir o T. cruzi a partir 

de outros triatomíneos infectados ou ao se alimentar do sangue de mamíferos infectados, ingere a 

forma tripomastigota sanguínea, que se transforma em esferomastigota no estômago, que se 

transforma em epimastigota no intestino médio. Na ampola retal do vetor, as formas epimastigotas se 

diferenciam em formas tripomastigotas metacíclicas que são eliminadas nas fezes, podendo penetrar 

na mucosa ou pele lesionada do mamífero, infectando todas as células do sistema mononuclear 

fagocitário (Dias, 1934; Dias e Coura, 1997). 

A transmissão vetorial, descrita acima de forma resumida, foi controlada no Brasil, Uruguai e 

Chile após medidas profiláticas com o uso de inseticida intradomiciliar contra o Triatoma infestans, 

triatomíneo alóctone e exclusivamente domiciliado (W.H.O., 2002; Moncayo, 2003; revisto por Dias, 

2009; Moncayo e Silveira, 2009). Os focos remanescentes do T. infestans apresentam pouca 

probabilidade de expansão por estarem sob constante controle (Silveira e Dias, 2011). Entretanto, 

estamos assistindo uma globalização crescente da doença, levada a outros continentes pelos 

imigrantes infectados, onde a DC tem sido transmitida por outros mecanismos independentes do 

vetor (Schmunis e Yadon, 2010).  

Estas medidas profiláticas diminuíram substancialmente a incidência da doença nesses 

países, visto que há mais de duas décadas as estimativas indicavam prevalência da infecção 

chagásica em 16 a 18 milhões de indivíduos (W.H.O., 1991), porém atualmente, cerca de 7 milhões 

de indivíduos encontram-se infectados por esse parasito (W.H.O., 2014), em especial nas Américas 

Central e do Sul, além de países não endêmicos, como América do Norte e Europa, em função dos 

movimentos migratórios (Schmunis, 2007). 

A DC é caracterizada por duas fases clinicamente distintas (Dias et al., 1956). Inicialmente a 

fase aguda, com duração de aproximadamente dois meses, pode ser assintomática ou sintomática 

(Chagas, 1916). Aproximadamente 90% dos casos não é diagnosticado devido à semelhança dos 

sinais e sintomas com outras enfermidades agudas. Nesta fase podem ser observados anticorpos 

IgM e IgG anti-T. cruzi, parasitemia patente e parasitismo tecidual com alterações histológicas 

evidentes. O óbito durante a fase aguda, quando ocorre, está relacionado a quadros de miocardite 

e/ou meningoencefalite graves, visto que de modo geral, o desenvolvimento da resposta imune 

controla a parasitemia e o parasitismo, apesar de não eliminar o parasito (Umezawa et al., 1996; 

Parada et al., 1997; Elias et al., 2003).  

Após a fase aguda, indivíduos infectados permanecem sem sinais e sintomas clínicos, na 

denominada forma indeterminada da doença, que pode durar décadas (Dias, 1989; Tanowitz et al., 

1992; Prata, 2001). Nesse período, o paciente apresenta exames eletrocardiográficos e radiológicos 
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do tórax e abdômen normais, com parasitemia e parasitismo reduzidos. Entretanto, a suspeita da 

infecção pode ser confirmada por testes parasitológicos, como hemocultura e xenodiagnóstico, teste 

sorológico, tal como ELISA (do inglês “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”) e teste molecular, 

como a PCR (do inglês “Polymerase Chain Reaction”) (Chiari et al., 1989; Avila et al., 1991; Barreto e 

Andrade, 1994; Gomes et al., 1998).  

Por outro lado, aproximadamente 30% dos pacientes progridem para a forma crônica 

sintomática, que se apresenta em diferentes quadros clínicos, tais como: a) forma cardíaca, com 

envolvimento cardíaco; b) forma digestiva com o desenvolvimento de megaesôfago ou megacólon; ou 

c) forma mista com envolvimento cardiodigestivo (revisto por Rassi et al., 2010).  

Estas diferentes formas clínicas, aparentemente se relacionam à regulação diferencial da 

síntese de citocinas, visto que pacientes na forma indeterminada ou chagásicos crônicos não 

cardíacos apresentam maior nível sérico de citocinas moduladoras como IL-10, IL-13 e IL-5 (Sousa et 

al., 2014), enquanto pacientes com CCC apresentam aumento do nível sérico de citocinas pró-

inflamatórias, em especial IL-2, IL-6, IL-9, IL-12 (Poveda et al., 2014), IFN-γ e TNF-α (Sousa et al., 

2014), relacionadas à lesão tecidual.  

 

2.2. Variabilidade genética do Trypanosoma cruzi  e a doença de Chagas 

 

O T. cruzi pode ser encontrado tanto no ambiente domiciliar e peridomiciliar quanto no 

silvestre (Zingales et al., 1998). Este parasito se reproduz predominantemente por divisão binária, o 

que levou à criação da teria da propagação clonal (Tibayrenc, 1990). Todavia outros autores 

questionaram a hipótese clonal ao confirmar a existência de cepas híbridas (Westenberger et al., 

2005; Freitas et al., 2006; Baptista et al., 2014).  

Os isolados do T. cruzi foram agrupados conforme semelhança genética em unidade descrita 

de tipagem (DTU), que se relaciona a unidades evolucionárias (Tibayrenc et al., 1998). Esses 

conjuntos foram denominados como: T. cruzi I (TcI), T. cruzi II (TcII), T. cruzi III (TcIII), T. cruzi IV 

(TcIV), T. cruzi V (TcV) e T. cruzi VI (TcVI) (Zingales et al., 2009). 

Cada DTU é composta por cepas geneticamente similares que são identificadas por 

apresentarem marcadores moleculares ou imunológicos comuns. Esta variabilidade genética também 

se relaciona com diferenças biológicas, visto que estes grupos apresentam variabilidade antigênica, 

além de distintas preferências por hospedeiros e tropismo tecidual (Andrade 1974; Andrade et al., 

1996; Duz et al., 2014). 

A distribuição do T. cruzi não é facilmente apontada, uma vez que ocorre sobreposição de 

algumas DTUs. A TcI é a mais abundante e dispersa, sendo associada aos ciclos silvestre e 

doméstico. Esta DTU tem como vetor várias espécies de triatomíneos e, geograficamente, é 
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encontrada da América Central ao norte da América do Sul, com maior presença na Colômbia, 

Venezuela, Equador e Peru, e esporadicamente no cone sul. Exemplos de cepas classificadas nesta 

DTU são CA-1, Colombiana, Davis 9.90, Dm28c, Dm7, G, Jose e Sylviof X10 cl1, e clones Cuica cl1 e 

Cutia cl1. Esta DTU tem como característica alta patogenicidade no modelo murino, baixa 

sensibilidade a fármacos antitripanossomatídeos e alta transmissibilidade. Sob o ponto de vista 

clínico, a TcI está associada a CCC e meningoencefalite grave em pacientes imunocomprometidos 

(Tibayrenc, 2003; Zingales et al., 2009; Zingales et al., 2012; Zingales et al., 2014). A TcII é 

encontrada predominantemente na região centro-sul da América do Sul, como na região central do 

Brasil, na Argentina e no Chile. Alguns exemplos de cepas que foram classificadas nesta DTU são 12 

SF, 21 SF, Peruvian e Y, ou clones Esmeraldo cl3, IVV cl4 e MAS cl1. Esta DTU tem como 

característica baixa patogenicidade no modelo murino, alta sensibilidade a fármacos 

antitripanossomatídeos e baixa transmissibilidade. A TcII é principalmente relacionada ao ciclo 

doméstico, ocasionando formas crônicas severas com manifestações cardíacas e, às vezes, 

concomitantemente a megacólon e megaesôfago (Tibayrenc, 2003; Zingales et al., 2009; Zingales et 

al., 2012; Zingales et al., 2014). 

A TcIII é primariamente associada ao ciclo silvestre, com raros casos de infecção humana 

documentados, exceto relatos de casos agudos na região amazônica brasileira. A TcIV apresenta 

predominante associação ao ciclo silvestre, sendo o agente secundário da DC na Venezuela. As TcV 

e TcVI raramente são relacionadas ao ciclo silvestre, sendo o principal agente etiológico da DC no 

cone sul, na Bolívia, Argentina, Paraguai e na região do Chaco argentino, com casos relacionados a 

forma cardíaca e megasíndromes (Miles et al., 1981; Zingales et al., 1998; Lages-Silva et al., 2006; 

Zingales et al., 2012; Zingales et al., 2014). 

No Brasil, as DTUs TcI e TcII correspondem a cepas que estão associadas aos ciclos de 

transmissão silvestre e doméstico, respectivamente (Anonymous 1999), sendo que as cepas TcII são 

encontradas na maioria dos pacientes infectados. A TcI é prevalente na região norte do Brasil, além 

disso, as populações TcI/TcII são encontradas em vetores e reservatórios (Macedo et al., 2004). A 

prevalência das formas clínicas e morbidade da DC, de acordo com a variação geográfica, aponta 

que no Brasil a forma indeterminada seja a mais comum, ocorrendo em 60 a 70% dos casos, seguida 

pelas formas cardíaca (20 a 30%) e digestiva (8 a 10%), sendo a forma mista, com acometimento 

cardíaco e digestivo, a menos frequente. Porém, na região central do Brasil e no Chile observa-se 

predomínio da forma digestiva, enquanto que na Venezuela e América Central esta forma é 

praticamente inexistente (Dias, 1992).  

Na Colômbia, as principais DTUs do T. cruzi, que acometem os pacientes chagásicos, são 

TcI e TcII, sendo o parasito identificado em vetores, reservatórios silvestres e seres humanos 

(Montilla et al., 2002). Em estudo parasitológico a TcI permaneceu por tempo mais prolongado na 

corrente sanguínea do paciente, o que era de se esperar uma vez que a TcI é composta por formas 

largas. Por outro lado, a TcII, composta por formas mais delgadas ou intermediárias, foi detectada 
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diretamente em tecido cardíaco, o que pode sugerir que esta última DTU migre para o tecido mais 

rapidamente. Porém, em longo prazo, esta variabilidade genética e tropismo do parasito não se 

correlacionam com as alterações histológicas, uma vez que ambas DTUs culminaram em graves 

lesões cardíacas (Zafra et al., 2011).  

Todavia, outros pesquisadores descreveram correlação entre a presença da TcII no tecido 

cardíaco com as alterações características da CCC, como fibrose intersticial, infiltrado inflamatório 

mononuclear e ninhos de formas amastigotas. Ao contrário, a TcI foi observada na camada muscular 

do esôfago, com infiltrado inflamatório e áreas de fibrose discretos (Mantilla et al., 2010). Desta 

forma, este padrão de parasitismo tecidual por distintas DTUs pode estar relacionada à patogênese 

das distintas formas crônicas da DC (Vago et al., 2000). Todavia estudos de D’Ávilla e colaboradores 

(2009) não conseguiram estabelecer correlação entre o perfil genético do T. cruzi, a distribuição 

geográfica e as formas clínicas da DC. A razão desta heterogeneidade das formas clínicas ainda não 

foi esclarecida, acredita-se que possa estar relacionada tanto a variabilidade clonal do parasito 

quanto a fatores ambientais, nutricionais e imunológicos do hospedeiro. Uma vez que nos casos de 

infecção mista ou policlonal o método de avaliação baseia-se no isolamento dos parasitos.  

 

2.3. Cardiomiopatia chagásica crônica 

 

O sistema imune do hospedeiro ao reconhecer o T. cruzi pode tanto controlar a parasitemia e 

o parasitismo no início da infecção quanto promover reação inflamatória excessiva, a qual induz a 

produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, que consequentemente podem causar os 

sintomas característicos como hepatomegalia e miocardite aguda. Este processo de reconhecimento 

e ativação do sistema imune pelo parasito, aparentemente, está relacionado à presença de âncoras 

de glicosilfosfatidilinositol (GPI mucinas) na superfície do parasito ou a moléculas derivadas do T. 

cruzi, como DNA e glicoproteínas, as quais estimulam as células dendríticas e macrófagos, via 

receptores “Toll-like” (TLR) tipo 2, a formar dímero com TLR tipo 6 ou 1 de modo transduzir sinal, 

fosforilar proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK) e ativar genes relacionados a expressão 

de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (revisto por Campos e Gazzinelli, 2004). 

Pacientes portadores da DC apresentam resposta imune polarizada do tipo Th1, 

especialmente pacientes com CCC, que têm resposta pró-inflamatória no tecido cardíaco. Abel et al. 

(2001) ao compararem pacientes com as formas clínicas distintas, observaram que as células 

mononucleares de sangue periférico (do inglês “Peripheral Blood Mononuclear Cell” - PBMC) do 

paciente cardiopata produzem quantidade superior de IFN-γ em relação aos indivíduos com a forma 

indeterminada da doença. Esta resposta pode ser um dos pontos relevantes para direcionar a forma 

cardíaca da DC. No entanto, este não é o único fator responsável pela CCC uma vez que o aumento 

da produção de IFN-γ não tem correlação com o detrimento da função ventricular. Todavia, em outro 
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trabalho, ao comparar as formas clínicas cardíaca, digestiva e indeterminada com a dosagem 

plasmática das citocinas não foi observada diferença nos níveis de IFN-γ e TNF-α em relação a 

indivíduos não infectados (Pissetti et al., 2009). Experimentalmente, dentre estas citocinas, o IFN-γ 

tem participação no influxo de células inflamatórias e produção de outras citocinas (Aliberti et aI., 

2001), por outro lado, o TNF-α favorece o controle na progressão da CCC, além disso, o bloqueio 

desta citocina leva ao aumento da disfunção ventricular (Bilate et al., 2007).  

Este processo de lesão cardíaca tem início com o desenvolvimento das formas amastigotas 

intracelulares, que promovem o rompimento da célula hospedeira e favorecem a migração das 

células do sistema imune, em especial linfócitos T CD4+, T CD8+ e macrófagos em direção ao tecido 

(Reis et al., 1993; Elias et al., 2003), bem como, agregação plaquetária nos capilares (Andrade et al., 

1994), o que acarreta na lesão dos cardiomiócitos (Elias et al., 2003) e das células do sistema 

condutor (Dias, 2006).  

Especificamente os linfócitos T CD8+ tem papel controverso. Estudos sugerem que estas 

células citotóxicas são responsáveis pela eliminação da célula parasitada, via produção de IFN-γ, 

granzimas e perforinas (Müller et al., 2003). Todavia camundongos que não produzem linfócitos T 

CD8+, mas expressam perforina apresentaram menor lesão e disfunção cardíaca (Silverio et al., 

2010). Por outro lado, camundongos deficientes em produzir linfócitos T CD4+ apresentaram aumento 

do parasitismo tecidual, uma vez que esta célula induz a ativação dos macrófagos e proliferação dos 

linfócitos T CD8+ e B (Rottenberg et al., 1995; Gonçalves da Costa et al., 2002). Similarmente, na 

ausência de linfócitos B observou-se menor área de infiltrado inflamatório e percentual de linfócitos T 

CD8+ (Cardillo et al., 2007).  

Na fase crônica da DC, a CCC foi considerada a principal causa de morbidade e mortalidade. 

Este quadro decorre das alterações microvasculares, inflamação tecidual crônica e degeneração 

cardíaca induzida pelo parasito ao longo da infecção (Factor e Sonnenblick, 1985; Morris et al., 1990; 

Petkova et al., 2001), com diferentes níveis de lesão ao sistema de condução e alteração da 

contratilidade cardíaca, o que pode culminar na parada cardíaca, com consequente morte súbita 

(Prata, 2001).  

A disautonomia cardíaca é evidenciada pela desnervação parassimpática e ativação 

simpática (Machado et al., 2000; revisto por Maya et al., 2010). Como consequência clínica observa-

se ausência de mecanismos mediados pelo nervo vago, que acarreta bradicardia ou taquicardia em 

resposta à alteração transitória da pressão arterial ou venosa (Miziara et al., 2006; Rocha et al., 

2009).  

Na lesão cardíaca, os espaços deixados pelas fibras musculares necrosadas são reparados 

pela formação de colágeno e hipertrofia dos miócitos restantes. Quando ocorre a perda do equilíbrio 

entre a formação do tecido fibroso e a ação das colagenases, a fibrose intersticial dificulta as 

contrações cardíacas (Engman e Leon, 2002), verificando-se clinicamente a presença de arritmia, 
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insuficiência cardíaca congestiva e eventos tromboembólicos (Dias, 1987; Tostes et al., 2005; Dias, 

2006; Punukollu et al., 2007).  

  

2.4. Tratamento etiológico da Doença de Chagas 

 

Após a descoberta da DC (Chagas, 1909), iniciaram-se as pesquisas buscando possíveis 

substâncias candidatas para o tratamento dessa enfermidade. Entretanto, a princípio, todas foram 

ineficientes (revisto por Rodriques Coura e de Castro, 2002). A partir de 1961, duas grandes 

contribuições estimularam o início do protocolo de tratamento. A primeira foi a demonstração de que 

os nitrofuranos, em esquemas terapêuticos de longa duração, foram ativos na infecção experimental 

com T. cruzi no modelo murino (Brener, 1961) e a segunda relacionou-se à padronização da 

metodologia terapêutica pelo "Grupo de Estudos para o Tratamento da Doença de Chagas", no qual 

foram elaborados critérios para a seleção de drogas, esquema terapêutico e avaliação dos resultados 

(Anais da Reunião de Debates sobre a Doença de Chagas, 1963).  

Na década de 60 vários ensaios clínicos controlados foram realizados, que apontaram dois 

fármacos particularmente eficazes: o Nifurtimox (Nf) e o Benznidazol (Bz), disponibilizados em 1967 e 

1972, respectivamente (Haberkorn e Gonnert, 1972; Raaflaub e Ziegler, 1979). Estes fármacos 

alcançaram bons níveis de cura no tratamento da fase aguda, entretanto o tratamento na fase crônica 

não apresentou a mesma eficácia (revisto por Jannin e Villa, 2007). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO), o fármaco ideal para o tratamento da DC 

deve apresentar as seguintes características: cura parasitológica na fase aguda e crônica; eficácia 

em uma ou poucas doses; preço acessível aos pacientes; não apresentar efeitos colaterais ou 

teratogênicos; não necessitar de internação para o tratamento; e não induzir resistência. Todavia o 

fármaco ideal, que cumpra todos esses pré-requisitos, ainda não existe. 

O Nf (4[(5-nitrofurfurylidene)amino]-3-methylthiomorpholine-1,1-dioxide) foi disponibilizado 

comercialmente como LampitM, Bayer 2503 (Leverkusen, Alemanha) e aparentemente tem modo de 

ação via a geração de radical nitro ânion, que na presença de oxigênio leva à formação de radicais 

livres (revisto por Docampo e Moreno, 1986). Entretanto, a partir da década de 80, a comercialização 

do Nf foi descontinuada no Brasil, Argentina, Chile e Uruguai, devido à resistência de algumas cepas 

ao fármaco, bem como, ao desinteresse de continuar a produção de um medicamento pouco lucrativo 

(Rodriques Coura e de Castro, 2002).  

O Bz fabricado anteriormente por Produtos Roche Químicos e Farmacêuticos S.A., 

denominado como Rochagan® e Rodanil®, atualmente é fabricado no Laboratório Farmacêutico do 

Estado de Pernambuco Governador Miguel Arraes (Pernambuco, Brasil).  
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No presente momento o Bz, derivado nitroimidazólico (N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida) 

(Figura 1), é o único fármaco disponível no Brasil como agente quimioterápico utilizado no tratamento 

da DC humana (MS/SVS, 2005). Entretanto o tratamento com Bz pode apresentar efeitos colaterais 

que podem causar a descontinuidade do tratamento, sendo observados em 10-20% dos casos 

(Urbina, 2014), tais como, sintomas de hipersensibilidade, dermatites com erupções cutâneas, 

edema, febre, anorexia, perda de peso corporal, linfadenopatia, dor muscular, depressão da medula 

óssea, trombocitopenia e agranulocitose, polineuropatia, parestesia e polineurites periféricas (revisto 

por Rodriques Coura e de Castro, 2002; Lamas et al., 2006; de Pontes et al., 2010).  

 

Figura 1. Estrutura química do Benznidazol (Fórmula molecular: C12H12N4O3 e Peso molecular: 260.25g/mol). 

 

O Bz é totalmente absorvido no trato digestório, atravessa a barreira hematoencefálica e 

distribui para os tecidos (Pupulin et al., 2005). Uma hora após a administração o Bz pode ser 

detectado, alcança concentração plasmática máxima em 2 a 4 horas, e após 6 horas a concentração 

no tecido cardíaco começa a decrescer. Este fármaco apresenta meia vida de eliminação plasmática 

de 12 horas, com metabolização hepática e eliminação dos metabólitos na urina e fezes (revisto por 

Sobrinho et al., 2007; Mecca et al., 2008).  

O mecanismo de ação deste fármaco ainda não está totalmente elucidado, no entanto, 

sugere-se ação por estresse redutivo, envolvendo a modificação covalente das macromoléculas por 

intermediários nitroreduzidos, outras interações de nitroredução com os componentes do parasito, ou 

mesmo por potencial redox negativo independente dos danos oxidativos (Docampo e Moreno, 1984; 

Docampo, 1990; de Castro et al., 2003; revisto por Sobrinho et al., 2007).  

O Bz é uma pró-droga que é ativada pela nitroredutase tipo I, NADPH dependente, presente 

na mitocôndria do parasito. Logo, a expressão reduzida dessa enzima acarreta em resistência do 

parasito ao fármaco (Wilkinson et al., 2008). De modo geral, sugere-se que o Bz atue via formação de 

radicais livres e/ou metabólitos nucleofílicos, produzidos pela redução do grupo nitro pela 

nitroredutase. Este processo começa com a reação catalisada pelo NADPH-citocromo P-450 

redutase, que atua sobre o grupo nitro da molécula R-NO2, levando à formação de um radical ânion 

nitro intermediário (R-NO2
-). Para os nitrofuranos, o radical tem elevado potencial redox e sofre uma 

reação do tipo ciclo redox com o oxigênio molecular, o qual reduz e regenera parcialmente o fármaco 
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(Diaz de Toranzo et al., 1988). Paralelamente, o oxigênio é reduzido a ânion superóxido (O2
-) pela 

transferência de um elétron para o oxigênio no nível do complexo da NADPH desidrogenase. A 

produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) ocorre por dismutação do ânion superóxido. Desta forma, 

o ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio, na presença do íon férrico Fe³+, formam o radical livre 

hidroxila (reação Haber–Weiss). Os radicais livres produzidos, principalmente o hidróxido (OH•), 

ligam-se a lipídios, proteínas, DNA (Diaz de Toranzo et al., 1988; Maya et al., 2007) e proteínas não 

histonas do DNA (Gorla et al., 1986), o que pode ser responsável pela injúria ao parasito (de Castro 

et al., 2003).  

 

2.5.  O tratamento etiológico com Benznidazol 

 

O tratamento com Bz é considerado seguro (Hasslocher-Moreno et al., 2012) e apresenta 

capacidade tripanossomicida sobre todas as formas do parasito (Rodriques Coura e de Castro, 2002), 

sendo recomendado aos pacientes chagásicos na fase aguda, assim que o diagnóstico for realizado 

(revisto por Jannin e Villa, 2007), em quaisquer formas de transmissão, incluindo a infecção 

congênita, acidental e a decorrente de imunossupressão. Todavia, os estudos são controversos 

quanto aos desfechos terapêuticos, devido as diferentes casuísticas, métodos de avaliação, tempo de 

acompanhamento e interpretação dos dados, sendo poucos os estudos prospectivos controlados por 

grupos não tratados e alocados de modo randômico.  

Entre os estudos não randomicamente controlados que avaliaram o efeito do tratamento por 

testes sorológicos e parasitológicos, alguns descreveram alterações eletrocardiográficas e 

progressão clínica da DC, sendo controversos quanto à eficácia do tratamento com Bz (Macedo e 

Silveira, 1987; Ianni et al., 1993; Viotti et al., 1994; Fragata Filho et al., 1995) na evolução da 

cardiopatia. Porém, estes resultados foram discordantes e controversos, principalmente devido a 

diferenças marcantes nas populações amostradas, nos métodos de avaliação da eficácia do 

tratamento, esquema terapêutico, tempo de seguimento, critérios de “cura” e interpretação dos 

resultados. 

Os estudos controlados e randomizados focaram primeiramente em crianças e pacientes com 

a forma indeterminada, sendo os desfechos usualmente baseados na negativação da parasitemia e 

das reações sorológicas (Cancado, 2002). Trabalhos distintos observaram níveis de cura distintos, no 

primeiro os índices foram superiores a 60% nos pacientes tratados com Bz em comparação a 30 a 

40% dos indivíduos que receberam placebo (Sosa-Estani et al., 1998). Em outro trabalho, o 

tratamento com Bz acarretou em 58% de sororeversão em comparação a 5% no grupo placebo aos 

03 anos pós-tratamento (de Andrade et al., 1996), ademais aos 06 anos de seguimento a negativação 

foi de 84,7% dos indivíduos tratados com Bz (Andrade et al., 2004). Esta eficácia terapêutica em 

crianças possivelmente tem relação com a menor capacidade das nitroredutases metabolizar os 
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derivados nitroheterocíclicos do Bz nos microssomos hepáticos, tal como observado em modelo 

experimental, no qual animais jovens apresentaram níveis superiores e mais duradouros de Bz no 

sangue em comparação com animais adultos (Bulffer et al., 2011).  

Uma análise combinada de vários estudos mostrou a eficácia terapêutica do Bz, com redução 

dos desfechos clínicos após o tratamento de 756 pacientes chagásicos (Villar et al., 2002). O 

tratamento na fase aguda alcançou níveis de cura em 50-70% dos casos (de Ferreira et al., 1963). 

Por outro lado, na fase crônica a indicação restringiu aos casos indeterminados recentes (Galvão et 

al., 2003), especialmente em crianças (revisto por Rodriques Coura e de Castro, 2002). Mesmo 

assim, na fase crônica recomenda-se indicar o tratamento, a fim de impedir a evolução clínica, visto 

que a terapia com Bz reduziu os níveis de parasitemia, diminuiu o título sorológico e protegem contra 

as alterações cardíacas (Amato, 1998; Cancado, 2002; Fabbro et al., 2011; Andrade et al., 2013; 

Urbina, 2014). Portanto, mesmo não alcançando a cura parasitológica, o tratamento com este 

fármaco minimizou a progressão clínica da DC e o prognóstico, particularmente quando o tratamento 

etiológico foi administrado em pacientes com a forma indeterminada (Lana et al., 2009; Machado-de-

Assis et al., 2013). 

Por outo lado, estudos de Lauria-Pires et al. (2000) apresentaram resultados pouco 

favoráveis frente ao tratamento com nitroderivados, Bz ou Nf, em pacientes randomicamente 

alocados. Inicialmente foi observada diminuição dos títulos dos anticorpos, porém no seguimento de 

10 anos não foi observada cura parasitológica e houve progressão das alterações 

eletrocardiográficas. Este padrão pode estar relacionado à cepa infectante, uma vez que cepas 

distintas apresentam diferente susceptibilidade ao tratamento com Bz, que até mesmo pode acarretar 

em falha terapêutica (Filardi e Brener, 1987).    

Atualmente a terapia com Bz também é preconizada para pacientes soropositivos na fase 

crônica, apesar dos questionamentos sobre sua eficácia e desfecho clínico. Um ensaio clínico fase 3, 

internacional multicêntrico, randomizado, duplo cego e placebo controlado, denominado BENEFIT (do 

inglês “Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis”) foi iniciado em 2005, cujo objetivo 

é confirmar a eficácia do tratamento com Bz mesmo quando iniciado na fase crônica, ao prevenir a 

progressão da cardiomiopatia chagásica crônica e morte (Marin-Neto et al., 2009).  

Nos desfechos clínicos distintos, os níveis significativos de eficácia do tratamento contra 

cepas susceptíveis aparentemente está relacionado ao favorecimento da fagocitose, produção de 

citocinas e reativos intermediários de nitrogênio, além de inibir a respiração e alterar a forma e 

motilidade do parasito (Murta et al., 1998; Murta et al., 1999; Pupulin et al., 2005). Por outro lado, as 

falhas terapêuticas podem estar relacionadas, pelo menos em parte, com a variabilidade genética do 

parasito (Murta et al., 1998), uma vez que populações do T. cruzi resistentes ao Bz apresentam 

menor número de cópias e expressão do gene das enzimas nitroredutases, sendo esse mecanismo 

de resistência independente da formação de espécies reativas de oxigênio (Mejía-Jaramillo et al., 

2011).  
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Ao avaliar o sistema imune de indivíduos chagásicos tratados com Bz, foi observado que 

aparentemente este fármaco modula a resposta imune durante as fases indeterminada e crônica da 

DC, visto que o tratamento aumenta a quantidade e altera a capacidade funcional dos leucócitos 

ativos (Sathler-Avelar et al., 2006; Sathler-Avelar et al., 2009; revisto por Maya, 2010). 

Especificamente pacientes chagásicos tratados com Bz na fase aguda e considerados curados, 

acompanhados após 14 a 30 anos, apresentaram nível significativamente maior de proliferação das 

PBMCs após estímulo com antígenos de formas epimastigota e tripomastigota do T. cruzi (Bahia-

Oliveira et al., 2000).  

O padrão regulatório predominante observado nos pacientes chagásicos na forma 

indeterminada é determinado pelas citocinas moduladoras produzidas por linfócitos T CD4+. Por outro 

lado, pacientes cardíacos produzem menor quantidade de citocinas regulatórias, sendo observado 

predomínio do perfil pró-inflamatório, particularmente relacionado com monócitos de fenótipo 

inflamatório, neutrófilos, células NK e B que produzem citocinas de perfil misto. A diferença mais 

relevante é que o paciente chagásico cardíaco aumenta a produção de TNF-α por monócitos e, por 

outro lado, diminui a frequência de células T CD8+ produtoras de IL-10. Tanto na presença de 

estímulo com T. cruzi in vitro quanto no tratamento in vivo com Bz houveram mudanças notáveis do 

padrão de citocina regulatória produzida por monócitos e linfócitos T CD4+. O tratamento com Bz 

também diminuiu as células T CD4+ produtoras de IL-10, no grupo indeterminado, enquanto no grupo 

cardíaco, houve aumento da frequência de monócitos produtores de IL-10 (Vitelli-Avelar et al., 2008). 

Especificamente, o tratamento com Bz na fase indeterminada recente da DC favoreceu a 

diminuição na produção das citocinas IL-12 e IL-10 produzidas por monócitos e neutrófilos, além de 

diminuição da produção de IFN-γ por células NK, bem como, menor produção de IL-12, TNF-α, IFN-γ 

e IL-5 por linfócitos T CD4+, e diminuição da produção de IL-10 por células B. Apenas, os linfócitos T 

CD8+ mantiveram o nível basal de expressão de citocinas.  

Ademais, na presença de estímulo com antígeno do T. cruzi o perfil de citocina tem padrão 

modulador tipo 1, com aumento dos níveis de IL-12 e IL-10 produzidos por monócitos, bem como, 

maior produção de IFN-γ e IL-4 por células NK, e aumento de TNF-α e IFN-γ por linfócitos T CD8+ 

(Sathler-Avelar et al., 2006; Sathler-Avelar et al., 2009). 

Na resposta imune adaptativa é observado padrão de resposta tipo 2 pelos linfócitos T 

auxiliares. O tratamento com Bz nesta fase favoreceu aumento da produção de IFN-γ e IL-10 por 

linfócitos T CD4+. Ademais na presença de estímulo antigênico houve exuberante aumento de IL-10, 

além do sutil aumento de TNF-α e IL-4. Nos linfócitos B predominou a síntese de IL-10. Por outro 

lado, os linfócitos T citotóxicos tiveram padrão de resposta tipo 1, no qual os linfócitos T CD8+ 

expressam níveis superiores de IL-12, IFN-γ, TNF-α, IL-4 e IL-10, sendo que após o estímulo com 

antígeno de T. cruzi houve considerável aumento na expressão de IFN-γ. Logo, estes fatos 

evidenciaram que o tratamento com Bz favorece a modulação da resposta imune, caracterizada pela 
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importante produção de IFN-γ pelas células NK+ e T CD8+, tal como produção de IL-10 por linfócitos T 

CD4+ e B (Sathler-Avelar et al., 2006). 

A eficácia do tratamento da DC e a avaliação pós-tratamento para determinação de cura é 

complexo. Inicialmente era baseada na negativação do xenodiagnóstico e eliminação de anticorpo 

específico (Krettli et al., 1982). Já atualmente, a eficácia do tratamento etiológico é interpretada 

segundo o “critério de cura clássico” (Cançado, 2002; WHO, 2002). 

 

2.6.  Modelos experimentais 

 

A DC pode ser avaliada através do acompanhamento de pacientes ou diferentes modelos 

experimentais como camundongo, cobaia, rato, roedor silvestre, coelho, cão e primata, nos quais é 

possível reproduzir distintos aspectos patológicos da DC humana.  

O modelo murino tem sido alvo preferencial de diversos pesquisadores pela facilidade de 

obtenção, manutenção e manuseio. Diversos parâmetros têm sido analisados, tais como a relação 

parasito-hospedeiro, o comportamento das cepas do T. cruzi, a eficácia de fármacos, a resposta 

imunológica e os achados histopatológicos do hospedeiro (Brener et al., 1976; Andrade et al., 1985; 

Ben Younès-Chennoufi et al., 1988). Embora o modelo murino apresente alguns aspectos comuns à 

DC humana, como características imunológicas, patológicas e fisiológicas, existe pouca correlação 

entre as alterações crônicas observadas no camundongo e no ser humano (Costa, 1999). Em 

particular, o modelo murino não permite determinar com rigor as disfunções cardíacas (Morris et al., 

1991). 

O modelo canino apresenta aspectos fisiológicos e morfológicos cardíacos e do sistema de 

condução muito semelhantes aos do humano (Lumb et al., 1959; Mirowski et al., 1970). Além disso, o 

modelo experimental canino apresenta vantagens sobre os outros modelos experimentais no estudo 

de vários fatores envolvidos na interação entre parasito e hospedeiro, bem como, reproduz várias 

características da DC humana, como a forma aguda sintomática, indeterminada e crônica sintomática 

cardíaca. Na infecção experimental com T. cruzi, o cão apresenta aspectos clínicos e sorológicos 

similares à DC, tais como parasitemia patente, parasitismo tecidual, inflamação e fibrose do 

miocárdio, com deposição de tecido adiposo no sistema de condução, o que acarreta em alterações 

eletrocardiográficas e pode evoluir para a disfunção cardíaca e CCC com quadro de insuficiência 

cardíaca. Mais importante ainda, o modelo cão reproduz a fibrose cardíaca difusa, característica da 

cardiopatia chagásica humana (Laranja e Andrade 1980; Tafuri et al., 1988; Morris et al., 1991; Lana 

et al., 1992; Guedes et al., 2002; Diniz et al., 2010; Caldas et al., 2013). 

De modo complementar, o modelo cão também foi caracterizado como um bom modelo para 

estudar a quimioterapia na DC. Guedes et al. (2002) mostraram que o tratamento com Bz foi capaz 

de prevenir a morte e induzir a cura parasitológica em 68,75% dos animais infectados com as cepas 
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Be-78, Y e Colombiana e tratados na fase aguda, e 38,7% dos crônicos infectados com a cepa Be-78. 

Esses índices de cura obtidos durante as fases aguda e crônica recente foram semelhantes aos 

relatados para humanos.  

Diante dos dados obtidos por diversos autores, aparentemente o cão atende melhor os 

requisitos estabelecidos pelo Comitê de Doença de Chagas do Programa Especial de Treinamento e 

Pesquisa de Doenças Parasitárias da Organização Mundial de Saúde (WHO, 1984) de um modelo 

ideal, os quais são: permitir o isolamento do parasito ao longo do curso de infecção; apresentar 

reações sorológicas positivas indicativas da persistência da infecção; apresentar manifestações 

clínicas da doença de Chagas crônica; desenvolver miocardite, miosite e outras alterações 

patológicas que caracterizam a doença; e induzir resposta imune contra tecido do hospedeiro. 

Uma vez que a interação entre o parasito e o hospedeiro envolve inúmeros fatores, e que 

dentre os fatores inerentes ao parasito, o processo de invasão e o desenvolvimento intracelular são 

importantes para determinar o tropismo tecidual (Andrade et al., 2010). Por outro lado, a resposta 

imune do hospedeiro tem papel em modular essa infecção ao controlar a carga parasitária, sendo 

demonstrado em vários estudos a participação da resposta imunológica na resistência à infecção ou 

na formação de lesões. 

Tendo isso em vista, torna-se relevante avaliar as alterações bioquímicas e a resposta imune 

do hospedeiro frente à infecção experimental com cepas de T. cruzi de diferentes DTUs, 

discriminando a participação das células e citocinas no sangue periférico e inter-relacionando com a 

lesão cardíaca e assim favorecer a compreensão das manifestações clínicas da DC. De modo 

complementar, a avaliação dessas mesmas alterações imunopatológicas frente ao tratamento com 

Benznidazol, torna-se relevante na infecção com cepas do T. cruzi que apresentam diferentes graus 

de susceptibilidade a este fármaco.  
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3.1. Objetivo geral  

 

Avaliar a infecção experimental de cães por cepas do T. cruzi que pertencem a DTUs TcI e 

TcII e sua resposta ao tratamento com Benznidazol na fase aguda. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

Avaliar as alterações do perfil bioquímico 

Avaliar as alterações do perfil hematológico; 

Identificar o fenótipo das células mononucleares do sangue periférico; 

Avaliar o padrão de citocinas citoplasmáticas produzidas in vitro em cultura de PBMC; 

Quantificar o processo inflamatório e a neoformação de colágeno no tecido cardíaco; 

Avaliação da eficácia terapêutica. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.0. Material e Métodos 
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4.1. Declaração de Ética 

 

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a Sociedade 

Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL - COBEA), após aprovação do Comitê de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (Protocolo CEUA nº 2012/14). 

 

4.2. Experimentação animal e protocolo de infecção 

 

Foram utilizados 21 cães sem raça definida, de ambos os sexos (10 machos e 11 fêmeas), 

nascidos e mantidos no Canil da Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto/MG - Brasil. Os 

filhotes permaneceram com a mãe até o desmame, sendo, nesse período, realizado controle de endo 

e ectoparasitoses.  

Aos 30, 50, 70 e 90 dias de idade os cães foram vacinados, via subcutânea no dorso anterior, 

com a vacina Vanguard HTLP 5/CV-L (Pfizer Inc., Nova York, EUA), contra Parvovirose, Cinomose, 

Leptospirose canina, Coronavírus, Adenovírus Tipo 2 e Parainfluenza.  

 Aproximadamente aos 100 dias de idade, os animais foram inoculados com 2.000 formas 

tripomastigotas sanguíneas/kg de peso corporal, via intraperitoneal. As formas tripomastigotas foram 

obtidas de camundongos albinos Swiss infectados com as seguintes cepas:  

• Cepa Y - T. cruzi II (Silva e Nussenzweig, 1953; Zingales et al., 2009), considerada 

parcialmente resistente ao tratamento com Bz no modelo murino (Filardi e Brener, 1987) e 

susceptível no modelo canino (Guedes et al., 2002). 

• Cepa Colombiana - T. cruzi I (Federici et al., 1964; Zingales et al., 2009), considerada 

resistente ao tratamento com Bz no modelo murino (Filardi e Brener, 1987; Veloso et al., 

2001) e canino (Guedes et al., 2002). 

 Os animais foram agrupados da seguinte forma: Grupo não infectado (NI - n=03); Grupo não 

infectado e tratado com Bz (NIBz - n=03); Grupo infectado com a cepa Y (Y - n=03); Grupo infectado 

com a cepa Y e tratado com Bz (YBz - n=04); Grupo infectado com a cepa Colombiana (Col - n=04); 

Grupo infectado com a cepa Colombiana e tratado com Bz (ColBz - n=04), conforme indicado na 

Figura 2. 

 

4.3. Esquema do tratamento com Benznidazol 

 

O Benznidazol (Bz) N-benzyl-2-(2-nitroimidazol-1-yl)acetamida - C12H12N4O3 foi sintetizado pelo 

Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco Governador Miguel Arraes (Recife-PE, Brasil).  
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O tratamento com Bz foi ministrado na dose de 7 mg/kg de peso corporal do cão, dividido em 

duas doses diárias por 45 dias, via oral.  

A partir do 10o dia do inóculo foi coletado, diariamente, cinco µl de sangue da veia marginal da 

orelha dos animais para a confirmação da infecção. O tratamento com Bz iniciou no primeiro dia em 

que se observaram formas tripomastigotas no sangue periférico dos animais, determinado pelo 

exame de sangue a fresco. No grupo não infectado o tratamento com Bz iniciou-se 

concomitantemente. Após o início do tratamento, a parasitemia foi avaliada até a negativação do 

exame de sangue a fresco, por cinco dias consecutivos, segundo a metodologia de Brener (1962).  

 

4.4. Coleta de sangue 

 

Os animais foram avaliados em tempos distintos da infecção até a fase crônica da doença (240 

dias pós-infecção). Nesse período, houve coleta de sangue de todos os animais, para as seguintes 

análises: dosagens bioquímicas e hematológicas, imunofenotipagem das células do sangue 

periférico, dosagem da produção de citocinas por subpopulações de linfócitos e teste 

imunoenzimático (ELISA) para controle de cura. 

Estas coletas foram realizadas, pela manhã por venipunção da jugular, após tricotomia e 

antissepsia do local com álcool iodado, nos tempos indicados abaixo:  

Tempos Infecção Tratamento com Bz 

“T0” Antes da infecção Antes do tratamento  

“T1” 9 dias pós-infecção Antes do tratamento 

“T2” 30 dias pós-infecção 15 dias após o início do tratamento com Bz 

“T3” 60 dias pós-infecção 
45 dias após o início do tratamento, ou seja, no término do 
tratamento com Bz 

“T4” 90 dias pós-infecção 
75 dias após o início do tratamento, ou seja, 30 dias pós-
término do tratamento com Bz 

“T5” 240 dias pós-infecção 
225 dias após o início do tratamento, ou seja, 180 dias 
pós-término do tratamento com Bz 
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Dosagens bioquímicas; Análises hematológicas; Sorologia

Avaliação da produção de citocinas citoplasmáticas

Análises histológicas cardíacas

Imunofenotipagem das células do sangue periférico
Legenda

 
 
Figura 2. Delineamento experimental: PARTE I - cães sem raça definida (SRD) foram agrupados em 
NI (Grupo não infectado – n=3), Y (Grupo infectado com 2.000 formas tripomastigotas sanguíneas da 
cepa Y/kg, via intraperitoneal – n=3) e Col (Grupo infectado com 2.000 formas tripomastigotas 
sanguíneas da cepa Colombiana/kg, via intraperitoneal – n=4). PARTE II – Ao ser detectada 
parasitemia patente (seta cinza para cepa Y ou seta preta para cepa Colombiana), grupos paralelos 
foram tratados com 3,5 mg de Benznidazol/kg (duas doses diárias durante 45 dias, por via oral), 
compondo o grupo NIBz (Grupo tratado com Bz – n=3), YBz (Grupo infectado com 2.000 formas 
tripomastigotas sanguíneas da cepa Y/kg, via intraperitoneal, e tratado com Bz – n=4) e ColBz (Grupo 
infectado com 2.000 formas tripomastigotas da cepa Colombiana/kg, via intraperitoneal, e tratado com 
Bz – n=4). Foram avaliadas as alterações bioquímicas, hematológicas e imunológicas no decorrer dos 
tempos: T0 (antes da infecção); T1 (09 dias pós-infecção / antes do tratamento com Bz); T2 (30 dias 
pós-infecção / 15 dias após o início do tratamento com Bz); T3 (60 dias pós-infecção / 45 dias após o 
início do tratamento com Bz); T4 (90 dias pós-infecção / 75 dias após o início do tratamento); e T5 
(240 dias pós-infecção / 225 dias após o início do tratamento com Bz).   
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4.5. Análises bioquímicas  

 

O sangue coletado em todos os tempos avaliados foi centrifugado a 468 g por 15 min a 18ºC 

para separação do soro, o qual foi utilizado para as análises bioquímicas.  

Foram dosadas as enzimas hepáticas: alanina aminotransferase (ALT - Ref. 108; Labtest 

Diagnóstica S.A., Lagoa Santa-MG, Brasil), aspartato aminotransferase (AST - Ref. 109; Labtest 

Diagnóstica S.A.), gama-glutamil transferase (Ref. 105; Labtest Diagnóstica S.A.) e fosfatase alcalina 

(Ref. 40; Labtest Diagnóstica S.A.). Para avaliação da função renal foi dosada a substância 

nitrogenada: ureia (Ref. 104; Labtest Diagnóstica S.A.). A creatina quinase (CK-NAC - Ref. 117; 

Labtest Diagnóstica S.A.) foi utilizada para avaliar lesões musculares.  

Estes parâmetros foram avaliados utilizando o Sistema Bioquímico Automático (CELM SBA-

200, Barueri-SP, Brasil) e empregando Kits comerciais do Labtest Diagnóstica S.A. (Lagoa Santa-

MG, Brasil), conforme metodologia descrita pelo fabricante. 

 

4.6. Análises hematológicas 

 

O hemograma foi realizado no aparelho Auto Hematology Analyzer (Mindray BC-2800 Vet, 

Hamburgo, Alemanha).  

Os esfregaços sanguíneos corados pelo método do Panótico Rápido InstantProv (Newprov 

Ltda., Pinhais-PR, Brasil) foram avaliados por microscopia óptica em objetiva de imersão para análise 

dos leucócitos.  

 

4.7. Imunofenotipagem do sangue periférico  

 

Para caracterização do perfil fenotípico das células mononucleares do sangue periférico, 30 

µl de sangue total coletado em ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foram misturados à 50 µl de 

solução de anticorpo monoclonal anti-canino, específico para marcador de superfície celular 

conjugado com fluorocromo (Tabela 1), com PBS com 20% de soro fetal bovino (SFB). Após 

homogeneização, as preparações foram incubadas por 30 min, à temperatura ambiente e ao abrigo 

da luz.  

Em seguida, as amostras foram submetidas à lise dos eritrócitos, utilizando 2 ml de solução 

de lise. Após homogeneização, as preparações foram incubadas por 10 min a temperatura ambiente, 

e submetidas à centrifugação de 515 g, 10 min a 18° C. O sobrenadante foi descartado e os 

leucócitos lavados com 3 ml de PBS (pH 7,4), empregando-se as mesmas condições de 

centrifugação anteriormente citadas. Numa etapa final, os leucócitos foram fixados com 200 µl de 
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solução fixadora (10 g/l de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio e 6,67 g/l de cloreto de sódio, 

pH 7,2).  

 

Tabela 1. Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromo utilizados para análise das populações, 
subpopulações celulares e moléculas de superfície. 

Anticorpos Fluorocromo Catálogo Fabricante Fenótipo  alvo no estudo 

Anti-CD3 FITC MCA1774 AbD Serotec Linfócitos T 

Anti-CD4 APC MCA1038 AbD Serotec Linfócitos T auxiliares 

Anti-CD8 Alexafluor MCA1039647 AbD Serotec Linfócitos T citotóxicos 

Anti-B cell PE MCA1781 AbD Serotec Linfócitos B 

Anti-CD14 Cy5 MCA1568 AbD Serotec Monócitos 

 

Posteriormente, os parâmetros fenotípicos e morfométricos das células presentes em cada 

tubo foram determinados no citômetro de fluxo (FACScalibur® - Becton Dickinson Co., Franklin Lakes-

NJ, EUA). Os dados foram adquiridos com ajuda do programa Cell Quest Software (Becton Dickinson 

Co.), no qual foram lidos 20.000 eventos. O programa FlowJo® (TreeStar Inc., Ashland-OR, EUA) foi 

utilizado para a análise dos dados. Por exemplo, para seleção da população de linfócitos, em gráficos 

de distribuição pontual de tamanho (FSC – “Forward Scatter”) versus granulosidade (SSC – “Side 

Scatter”) foi estabelecida a população celular de interesse (R1), conforme Figura 3. 

   

Figura 3.  Análise da imunofenotipagem do sangue periférico para separação das populações de 
linfócitos. (A) Gráfico de distribuição pontual FSC versus SSC utilizado para a seleção da população 
de linfócitos – R1. (B) Gráfico de distribuição pontual FL1 versus FL4 utilizado para quantificar o 
percentual de células (Q2) (Programa FlowJo®). 
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4.8. Avaliação da produção de citocinas citoplasmát icas após estimulação celular  in vitro  

induzida por antígenos solúveis da forma epimastigo ta do T. cruzi 

 

4.8.1. Preparo do extrato antigênico  

 

4.8.1.1. Cultura das formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi   

 

Foi realizada a coleta de sangue periférico de camundongos Swiss no 7º e 14º dia pós 

inóculo, respectivamente. Estes dias correspondem ao pico de parasitemia destas cepas, o que 

favorece a obtenção do maior número de formas tripomastigotas sanguíneas.  

O sangue com as formas tripomastigotas foi incubado em meio de cultura "Liver Infusion 

Tryptose” (LIT), por 7 dias, em estufa de Demanda Bioquímica de Oxigênio (do inglês “Biochemical 

Oxygen. Demand” - B.O.D. – Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil) a temperatura de 28 ± 1ºC, a fim de se 

obter as formas epimastigotas do T. cruzi das cepas Y e Colombiana (EPI).  

Após constatação da viabilidade celular e da ausência de agentes contaminantes, as formas 

epimastigotas, na fase estacionária de crescimento, foram recuperadas por centrifugação a 1811 g, 

durante 15 min a 4ºC e submetidas a três lavagens com tampão fosfato salino, pH 7,2 a 7,4.  

 

4.8.1.2. Extrato antigênico  

 

Para obtenção do antígeno (Ag) solúvel, os parasitos foram submetidos a três processos de 

sonicação durante 1 min e 30 seg a 24 watts em banho de gelo, utilizando-se o ultrassom (Sonifier 

Cell Disruptor® - Branson Sonic Power Co., Danbury-CT, EUA). Posteriormente, o material sonicado 

foi centrifugado a 18.500 rpm, durante 90 min a 4ºC. O sobrenadante foi dialisado em quatro trocas 

de PBS, durante 36 horas a 4ºC e, em seguida, esterilizado por filtração em membrana de 0,22 µm. A 

quantificação do conteúdo proteico resultante da preparação do Ag solúvel de EPI foi determinada 

pelo método de Lowry et al. (1951). A preparação antigênica foi conservada a -80ºC em alíquotas até 

o momento de uso. 

 

4.8.2. Cultura de células mononucleares do sangue p eriférico  

 

Para identificação das citocinas citoplasmáticas, amostras de sangue periférico coletadas em 

tubos estéreis contendo heparina sódica, tal como descrito por Leal et al. (2014), alíquotas de 1000 µl 

foram adicionadas a 2 tubos de polipropileno de 14 ml (Becton Dickinson Co.), correspondentes às 

culturas controle ou estimulada com Ag solúvel de EPI, obtido conforme descrito no item 4.8.1. 
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A cultura controle recebeu 1000 µl de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco® - Life Technologies 

Co., Grand Island, NY, EUA) e foi incubada por 12 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37ºC, 

posteriormente adicionou 20 µL de Brefeldina-A (BFA - Sigma-Aldrich Co.) na concentração de 10 

µg/ml, incubada por 4 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37ºC. Utiliza-se a BFA para inibir a 

secreção da citocina, mantendo-a no interior da célula. 

A cultura estimulada foi previamente incubada, por 12 horas em estufa contendo 5% de CO2 

a 37ºC, na presença de 1000 µl de solução RPMI com Ag solúvel de EPI, na concentração final de 25 

µg/ml. Após o período de incubação, foram adicionados 20 µl de BFA, na concentração de 10 µg/ml e 

a cultura re-incubada por 4 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37ºC.  

Salientando que as culturas foram estimuladas com antígenos correspondentes a cepa 

infectante dos animais, desta forma, amostras dos cães infectados com a cepa Y foram estimuladas 

com EPI da cepa Y, tal como, amostras dos animais infectados com a cepa Colombiana foram 

estimuladas com EPI da cepa Colombiana. Por outro lado, amostra dos animais não infectados 

receberam EPI tanto da cepa Y quanto da Colombiana.  

Ao término do período de incubação, as culturas foram tratadas com 220 µl EDTA (Sigma-

Aldrich Co.), na concentração final de 2 mM, e incubadas por 10 min à temperatura ambiente. Este 

procedimento bloqueia o processo de ativação posterior das células e garante a obtenção de 

resultados padronizados. Posteriormente ao tratamento com EDTA, as células foram lavadas com 6 

ml de tampão de lavagem - PBS-W (0,015M de PBS 1X, 0,5% albumina sérica bovina - BSA e 0,1% 

de azida sódica), e centrifugadas a 340 g durante 7 min a 18ºC.  

Subsequentemente, foram identificadas as populações celulares através da marcação de 

moléculas de superfície específicas. Para tanto, 500 µl da suspensão celular foram adicionados em 

tubos contendo 20 µl de anticorpo monoclonal anti-CD4 ou anti-CD8 (fluorocromo FITC). As amostras 

foram incubadas por 30 min à temperatura ambiente e ao abrigo da luz.  

Após a etapa da identificação das populações celulares, procedeu-se à lise dos eritrócitos e à 

fixação dos leucócitos pelo tratamento com 3 ml de solução de lise por 10 min à temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz. Após a fixação, a suspensão de leucócitos foi centrifugada a 340 g 

durante 7 min a 18ºC, o sobrenadante descartado e as células permeabilizadas com 3 ml de solução 

de PBS-P (PBS-W e 0,5% de saponina – Sigma Aldrich Co.), por 10 min à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. Após a permeabilização, as suspensões de leucócitos foram centrifugadas a 340 g 

durante 7 min e o sobrenadante descartado.  

As células ressuspendidas foram plaqueadas em placas de 96 poços e fundo em “U” 

(Thomas 9383-A90) para marcação das citocinas intracitoplasmáticas realizada com anticorpo anti-

IFNγ ou anti-IL-4, bovino conjugados com o fluorocromo ficoeritrina (PE), que reagem com citocinas 

caninas (AbD Serotec), conforme descrito na Tabela 2. 
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Tabela 2. Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromo utilizados para análise das citocinas 
intracitoplasmáticas em subpopulações leucocitárias 

Anticorpos Fluorocromo Clone Fabricante Marcador 

Anti-IFN-γ PE CC302 AbD Serotec Citocina 

Anti-IL4 PE CC303 AbD Serotec Citocina 

 

Após a incubação, as células foram lavadas com 100 µl de PBS-P e, em seguida, com 200 µl 

de PBS-W. As preparações celulares foram então fixadas em 200 µl de solução fixadora e estocadas 

a 4ºC ao abrigo da luz até leitura no citômetro de fluxo (FACScalibur® - Becton Dickinson Co.). Os 

dados foram adquiridos com ajuda do programa Cell Quest (Becton Dickinson Co.), no qual foram 

lidos 30.000 eventos. 

A produção de citocinas pelos linfócitos T CD4+ e CD8+ foi mensurada através da análise com 

o programa FlowJo® (TreeStar Inc.), em gráficos de distribuição pontual de granulosidade (SSC) 

versus FL1 para selecionar a população celular de interesse (R1 - gate CD4+ ou CD8+). Após a 

seleção da R1, a frequência de subpopulações celulares produtoras de citocinas, foi obtida em 

gráficos bidimensionais de distribuição pontual de fluorescência FL2 versus FL1 (Figura 4). 

  

Figura 4. Análise da produção de citocinas citoplasmáticas por linfócitos T CD4+ e CD8+. (A) Gráfico 
de distribuição pontual SSC versus FL1 (CD4 ou CD8) utilizado para a seleção da população de 
linfócitos (R2). (B) Gráfico de distribuição pontual FL1 versus FL2 utilizado para quantificar o 
percentual de células produtoras de citocinas em R2 (Q2). 

 

Os resultados de citocinas citoplasmáticas foram expressos como índice, calculado como: 

média da percentagem de células positivas da cultura estimulada dividida pela média da percentagem 

de células positivas da cultura não estimulada. 
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4.9. Avaliação histológica  

 

A eutanásia dos cães foi realizada com injeção de 0,5 ml/kg de peso corporal de 

Thionembutal® (Abbott Laboratórios do Brasil Ltda., São Paulo-SP, Brasil), com 0,03 g/ml de 

Tiopental sódico (Cristália Ltda., São Paulo-SP, Brasil) em solução salina 0,8%, por via endovenosa.  

Fragmentos do átrio direito foram coletados para análise histopatológica das alterações 

inflamatórias e do processo de reparo cardíaco. Os fragmentos cardíacos foram fixados em formol 

10%, tamponado em tampão fosfato (pH 7,2), desidratados em concentrações crescentes de álcool 

(70, 80, 90 e 100%), diafanizados em dois banhos de xilol e embebidos em parafina. Após o 

processamento, as amostras foram incluídas em parafina e submetidas à microtomia para obtenção 

de cortes histológicos com espessura de quatro µm para coloração.  

 

4.9.1. Colorações  

 

A coloração pela Hematoxilina e Eosina (H&E) foi utilizada para análise rotineira das 

alterações histológicas, incluindo a quantificação do processo inflamatório. Os cortes desparafinados 

e hidratados foram corados pela Hematoxilina, após serem lavados em água corrente para retirada 

do excesso do corante, foram contra corados pela Eosina, lavados em água corrente, desidratados e 

montados com lamínula e Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt - Alemanha).  

A coloração pelo Tricrômico de Masson foi utilizada para a avaliação da neoformação de 

colágeno. As lâminas foram desparafinadas e hidratadas, imersas no corante Sudam III/Fucsina, 

seguido por diferenciação em solução de ácido Fosfotúngstico/Fosfomolíbdico e contra coloração 

pela solução de Azul de Anilina. Entre cada uma dessas etapas as lâminas foram lavadas em água 

corrente. Posteriormente, foram desidratadas em álcool e montadas com lamínula e Entellan® 

(Merck).    

 

4.9.2. Análise morfométrica 

 

Para realizar a captura das imagens, foi utilizado o microscópio Leica DM5000B (Leica 

Microsystems Inc., Buffalo Grove-IL, USA) acoplado a uma microcâmera digital Leica, interligados a 

um computador com o software Leica Application Suíte (Versão 2.4.0 RI). Dessa forma, as imagens 

foram digitalizadas e processadas através do software Leica QWin V3.  

Para estabelecer o número mínimo de imagens (campos) microscópicas representativas por 

amostra foram realizadas análises em 50 campos aleatórios, determinados por sorteio com reposição 

sendo compostos subgrupos com 10, 15, 20, 30, 40 e 50 campos. Após cálculo da média e o desvio 
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padrão, o número mínimo representativo de campos microscópicos foi obtido a partir do momento em 

que o aumento no número de campos não alterava consideravelmente na redução do respectivo valor 

do desvio. 

 

4.9.2.1. Análise da infiltrado inflamatório cardíac o 

 

Nas lâminas coradas pela H&E, visualizadas com a objetiva de 40x, foram digitalizadas as 

imagens de 20 campos aleatórios (área total de 1,5 x 106 µm2) para quantificar o número médio de 

núcleos celulares presentes no miocárdio, com o objetivo de quantificar o infiltrado inflamatório 

cardíaco.  

 

4.9.2.2. Análise da área de colágeno cardíaca 

 

As lâminas coradas por Tricrômico de Masson, que distingue as fibras colágenas em cor azul 

e as fibras musculares em tons avermelhados, foram digitalizadas e analisadas semi-

automaticamente utilizando-se a função de segmentação de imagens. Logo, todos os pixels com tons 

azuis foram selecionados para a criação de uma imagem binária e posterior cálculo da área total 

ocupada por colágeno. Este mesmo procedimento foi usado para quantificar a área cardíaca ocupada 

por tecido muscular e adiposo, com a seleção dos pixels em vermelho e branco, respectivamente. 

Consequentemente, a soma das áreas de colágeno, de músculo e de tecido adiposo corresponde à 

área total de cada campo avaliado. Nos gráficos foi mostrada a área média de colágeno em cada 

grupo experimental. 

 

4.10. Análise do Ensaio de Imunoabsorção por Ligaçã o Enzimática (ELISA) 

 A avaliação da eficácia terapêutica do tratamento com Bz foi feita apenas por dosagem de 

anticorpos IgG anti –T. cruzi. Optou-se por se fazer apesar esta avaliação por ser a negativação da 

sorologia o parâmetro que mais demora a acontecer entre os demais parâmetros utilizados no critério 

de cura clássico (Cançado, 2002; WHO, 2002) e de mais difícil obtenção (sororeversão).  

A reação de ELISA foi realizada utilizando-se Ag obtido de formas epimastigotas da cepa Y 

do T. cruzi mantidas em meio LIT. Para isto, os parasitos foram isolados na fase exponencial de 

crescimento, tratados com solução de NaOH 0,15 M em banho de gelo durante 18 horas (Vitor e 

Chiari, 1987). O Ag obtido foi dosado pelo método de Lowry (1951) e conservado a -20ºC, até o 

momento do uso.  

  O teste de ELISA foi realizado conforme Voller et al. (1976), com amostras dos soros na 

diluição correspondente a 1:80, Ag na concentração de 4,5 µg/ml e conjugado de anti-imunoglobulina 

de cão da classe IgG. 
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Em microplacas de 96 poços de fundo chato de poliestireno foram realizadas as reações, 

sendo as placas sensibilizadas com 100µl/poço de Ag diluído em tampão carbonato pH 9,6 e 

incubadas por 18 a 24 horas em geladeira. Após a sensibilização, o excesso da solução antigênica foi 

removido das microplacas, por uma série de quatro lavagens com solução de lavagem (PBS-Tween 

0,05%). 

Em seguida as microplacas foram bloqueadas com 100µl/poços de solução PBS com soro 

fetal bovino, incubadas em estufa por 30 min a 37ºC, e posteriormente lavadas com solução de 

lavagem quatro vezes.  

Subsequentemente, as placas foram incubadas com 100 µl/poços de soro diluído 1:80 

durante 45 min a 37ºC, seguido por quatro lavagens com solução de lavagem. Posteriormente, as 

placas foram incubadas durante 45 min a 37ºC com 100 µl/poços do conjugado anti-IgG e diluído em 

PBS-Tween 0,05%. Ao término da incubação as placas foram lavadas novamente quatro vezes.  

Posteriormente foram adicionadas às placas 100 µl/poços de solução de substrato (3 mg de 

Orto-fenileno-diamino [OPD] + 3 µl de H2O2 vol. 30 + 15 ml de tampão citrato-fosfato). Estas placas 

foram incubadas a 37ºC por 15 min. A reação foi interrompida com a adição de 32 µl/poços de H2SO4 

2,5M.  

A leitura da reação foi realizada em leitor de ELISA (SOFT-MAX® PRO 4.0 – Life Sciences 

edition) com filtro de 490 nm. As amostras de soro com valores de absorbância iguais ou superiores 

ao ponto de corte ou cut-off (média das absorbâncias de 10 soros padrões não reativos + 2 desvios 

padrão) foram consideradas positivas. 

Para análise dos resultados, foi considerada sororeversão quando observada negativação 

dos testes nos tempos T4 e T5, bem como, a queda do título de anticorpos, considerando que a 

sorologia convencional pode permanecer positiva mesmo após um tratamento bem-sucedido (Krettli, 

2009).  

 

 

4.11. Análise Estatística 

 

Os testes estatísticos foram realizados com o apoio instrumental do software GraphPad Prism 

5 (Prism Software, Irvine-CA, EUA) utilizando o teste de análise de variância (ANOVA) One Way 

seguido pelo teste de Tukey, para comparar os grupos. Para análise da ELISA utilizou-se o teste não 

paramétrico de Wilcoxon. 

Os dados obtidos foram considerados estatisticamente significativos quando o valor de 

p<0,05. 
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Apresentação dos resultados 

 

Os resultados estão apresentados em duas partes. A primeira parte aborda o papel da 

infecção com cepas de diferentes DTUs e a segunda, a eficácia do tratamento etiológico com o 

Benznidazol. 

 

 

PARTE I 

INFECÇÃO PELA CEPA Y (TcII) OU COLOMBIANA (TcI) DO Trypanosoma cruzi 

 

Cães SRD

(n = 21)PARTE I

90 240 dias pós infecção

T0 T1 T2 T3 T4 T5

90 30 60

Inóculo Y Col

//

Infecção com cepa Y

Infecção com cepa Colombiana

Infectado cepa Y
(Y - n=3)

Não infectado
(NI - n=3)

Infectado cepa Colombiana
(Col - n=4)

Inóculo com cepa Y ou Colombiana

Tratamento com Benznidazol durante 45 dias

Dosagens bioquímicas; Análises hematológicas

Avaliação da produção de citocinas citoplasmáticas

Análises histológicas cardíacas

Imunofenotipagem das células do sangue periférico
Legenda

 

Delineamento experimental: PARTE I - cães sem raça definida (SRD) foram agrupados em NI (Grupo 
não infectado – n=3), Y (Grupo infectado com 2.000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa Y/kg, 
via intraperitoneal – n=3) e Col (Grupo infectado com 2.000 formas tripomastigotas sanguíneas da 
cepa Colombiana/kg, via intraperitoneal – n=4). Foram avaliadas as alterações bioquímicas, 
hematológicas e imunológicas no decorrer dos tempos: T0 (antes da infecção); T1 (09 dias pós-
infecção / antes do tratamento com Bz); T2 (30 dias pós-infecção / 15 dias após o início do tratamento 
com Bz); T3 (60 dias pós-infecção / 45 dias após o início do tratamento com Bz); T4 (90 dias pós-
infecção / 75 dias após o início do tratamento); e T5 (240 dias pós-infecção / 225 dias após o início do 
tratamento com Bz).   
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5.1. Avaliação da parasitemia no sangue periférico dos cães infectados pela cepa Y (TcII) 

ou Colombiana (TcI) do  T. cruzi   

 

Após a infecção, o exame de sangue a fresco foi realizado diariamente para detectar as 

formas tripomastigotas sanguíneas. O grupo infectado com a cepa Y do T. cruzi (TcII) apresentou 

período pré-patente de 10 dias. O período patente ocorreu entre o 11º e o 21º d.p.i., e o pico de 

parasitemia ocorreu no 15º d.p.i., com média do pico de parasitemia de 3.000 formas tripomastigotas / 

0,1 ml de sangue (Tabela 3).  

No grupo infectado com a cepa Colombiana (TcI) o período pré-patente foi de 20 dias e o 

período patente ocorreu entre o 21º e o 38º d.p.i.. O pico de parasitemia ocorreu no 33º d.p.i., e a 

média do pico de parasitemia deste grupo foi 7.800 formas tripomastigotas / 0,1 ml de sangue (Tabela 

3).  

A taxa de sobrevida foi de 100% em todos os grupos experimentais. 

 

Tabela 3. Valores da parasitemia no sangue periférico de cães infectados com as cepas Y ou 
Colombiana do Trypanosoma cruzi. 

 

Y, infectado com a cepa Y; Col, Infectado com a cepa Colombiana. 
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5.2. Avaliações bioquímicas nos cães infectados pel a cepa Y (TcII) ou Colombiana (TcI) do  T. 

cruzi   

  

Os resultados observados neste trabalho demonstraram aumento significativo na dosagem 

sérica de alguns analitos, comparado aos valores de referência. Esta faixa de referência foi calculada 

pela avaliação de todos os cães antes da infecção, somando-se ou subtraindo-se o valor de dois 

desvios padrões ao valor da média (média±2SD) para cada analito, identificada nos gráficos como 

linhas pontilhadas.  

A avaliação das enzimas hepáticas no grupo NI revelou diminuição significativa nos níveis de 

fosfatase alcalina em T4 comparado a T0, bem como em T5 em relação a T0, T1 e T2 (Figura 5 D).  

No grupo de cães infectados pela cepa Y foi observado aumento significativo de ALT em T1 e 

T2 em relação à T0, bem como, em T2 comparado ao grupo NI (Figura 5 A). Neste mesmo grupo foi 

observado aumento significativo de AST em T1 comparado a T0. Posteriormente os níveis dessa 

enzima voltaram ao normal em T2, T3 e T5 (Figura 5 B). Por outro lado, foi observada também 

redução significativa no nível sérico de fosfatase alcalina em T2, T3, T4 e T5 em comparação a T0 e 

T1. Em T5 também houve diminuição na quantidade desta enzima comparado a T2 (Figura 5 D). 

No grupo infectado pela cepa Colombiana o aumento significativo de ALT ocorreu apenas em 

T1 quando comparado a T0 (Figura 5 A). Neste mesmo grupo foi observada redução significativa no 

nível sérico de fosfatase alcalina em T2, T3, T4 e T5 em comparação a T0 e T1, sendo que em T5 

houve diminuição na quantidade desta enzima também quando comparado a T2 e T3 (Figura 5 D). 

No grupo Colombiana foi observado níveis séricos aumentados de ureia em T4 comparado a T0, T1, 

T3 e T5, (Figura 5 E). 

Os níveis séricos de gama-GT e CK-NAC não apresentaram diferença significativa nos 

grupos experimentais avaliados (Figura 5 C e F).  
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Figura 5 . Dosagem da alanina aminotransferase (ALT) (A), aspartato aminotransferase (AST) (B), 
gama-glutamil transferase (C), fosfatase alcalina (D), ureia (E) e creatina quinase (CK-NAC) (F) no 
soro dos animais não infectados (NI; barra branca) ou infectados com 2x10³ formas tripomastigotas 
sanguíneas/kg da cepa Y (Y; barra cinza) ou da cepa Colombiana (Col; barra preta) do Trypanosoma 
cruzi. Os resultados expressam os valores das médias da dosagem do analito ± erro padrão. 
Diferenças significativas foram consideradas quando p<0.05 apontadas como “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” 
para comparação com os tempos T0 (antes da infecção), T1 (09 dias pós-infecção), T2 (30 dias pós-
infecção), T3 (60 dias pós-infecção), T4 (90 dias pós-infecção) e T5 (240 dias pós-infecção), 
respectivamente. O símbolo “#” indica diferenças entre o grupo NI e os grupos infectados (Y ou Col). 
A linha tracejada indica Média ± dois Desvios padrões para todos os animais em T0, como valor de 
referência. 
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5.3. Avaliação hematológica nos cães infectados pel a cepa Y (TcII) ou Colombiana (TcI) do T. 

cruzi  

 

No grupo NI foi observado aumento significativo na quantidade de hemoglobina em T5 

comparado a T0. 

No grupo de cães infectados pela cepa Y foi observado aumento significativo na quantidade 

de hemoglobina em T5 comparado a T0. Por outro lado, nesse mesmo grupo foi observada redução 

da quantidade de plaquetas no sangue periférico em T1 em relação a T0.  

No grupo de cães infectados pela cepa Col foi observado aumento nos valores de eritrócito e 

hematócrito em T2, T4 e T5 quando comparado a T0. Houve também aumento da hemoglobina 

nesse mesmo grupo em T2, T3, T4 e T5 comparado a T0 (Tabela 4). 

 

Tabela 4 . Valores da série vermelha do hemograma no sangue periférico de cães não infectados ou 
infectados com as cepas Y ou Colombiana do Trypanosoma cruzi. 

Eritrócitos 
(10¹²/L)

Hemoglobina 
(g/dL)

Hematócrito
(%)

Plaquetas 
(109/L)

5.0–6.6 12.2–15.5 32.1–39.5 129.5–379.5

T0 5.9 ± 0.1 14.3 ± 0.3 35.8 ± 1.2 262.7 ± 40.8

T1 6.0 ± 0.5 15.3 ± 2.1 38.7 ± 3.8 191.7 ± 125.0

T2 6.5 ± 0.4 16.5 ± 1.6 40.8 ± 4.7 219.7 ± 76.2

T3 6.6 ± 0.1 16.6 ± 0.9 38.6 ± 0.6 206.3 ± 38.9

T4 6.8 ± 0.2 16.6 ± 0.3 41.8 ± 1.0 249.0 ± 48.7

T5 6.9 ± 0.1 17.5 ± 0.1 a 42.5 ± 1.6 195.3 ± 11.8

T0 6.1 ± 0.4 14.5 ± 0.7 37.7 ± 1.9 290.3 ± 96.4

T1 5.9 ± 0.6 14.2 ± 1.0 35.9 ± 2.1 90.3 ± 54.7 a

T2 6.3 ± 0.7 15.4 ± 1.9 38.8 ± 4.9 217.3 ± 33.6

T3 7.1 ± 0.9 16.8 ± 2.9 43.9 ± 7.5 249.3 ± 58.9

T4 6.4 ± 0.2 15.4 ± 0.5 37.4 ± 1.4 233.0 ± 60.0

T5 7.2 ± 0.4 17.6 ± 0.2 a 43.3 ± 1.8 277.3 ± 76.2

T0 5.6 ± 0.3 13.3 ± 0.6 34.5 ± 1.1 221.5 ± 40.0

T1 5.7 ± 0.4 13.5 ± 0.5 35.5 ± 1.4 245.3 ± 10.4

T2 6.7 ± 0.5 a 16.7 ± 1.3 a 41.6 ± 3.1 a 147.5 ± 52.5

T3 6.5 ± 0.4 16.3 ± 0.4 a 38.0 ± 2.8 155.8 ± 35.1

T4 7.3 ± 0.6 a 17.4 ± 1.5 a 43.5 ± 4.9 a 174.3 ± 56.2

T5 7.4 ± 1.0 a 18.2 ± 2.8 a 43.9 ± 6.4 a 146.8 ± 25.6

Valor de Referência

NI

Y

Col

Quantificação das células da série vermelha

 

NI, não infectado; Y, infectado com a cepa Y; Col, Infectado com a cepa Colombiana. 
As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” representam a comparação com os tempos T0 (antes da infecção), T1 (09 dias 
pós-infecção), T2 (30 dias pós-infecção), T3 (60 dias pós-infecção), T4 (90 dias pós-infecção) e T5 (240 dias 
pós-infecção), respectivamente.  Valor de referência (Média ± 2 Desvios padrões) para todos os animais em T0. 
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Em relação ao leucograma foi observada, no grupo de cães infectados com a cepa Y, 

redução significativa no número de leucócitos no sangue periférico em T1 comparado a T0. Além 

disso, foi observada diminuição significativa na quantidade de monócitos em T1 e em T5 comparado 

a T0.  

No grupo de cães infectados com a cepa Col foi observado diminuição significativa na 

quantidade de monócitos em T4 comparado a T0 (Tabela 5).  

 

Tabela 5 . Valores do leucograma do sangue periférico de cães não infectados ou infectados com as 
cepas Y ou Colombiana do Trypanosoma cruzi. 

Leucócito (mm³) Linfócito (mm³) Neutrófilo (mm³) Monóc ito (mm³)

8100 - 20500 2232 - 8779 99 - 15056 291 - 913

T0 11600 ± 2425 5413 ± 1711 5180 ± 919 497 ± 57

T1 9633 ± 1762 4207 ± 1548 5178 ± 647 302 ± 178

T2 11767 ± 3650 5216 ± 2419 5792 ± 1348 489 ± 231

T3 13000 ± 1652 5313 ± 1568 7021 ± 522 211 ± 113

T4 13266 ± 1379 4410 ± 1590 7705 ± 359 529 ± 141

T5 11467 ± 2324 3893 ± 774 6589 ± 1450 567 ± 216

T0 14800 ± 888 5116 ± 1941 7932 ± 2308 790 ± 108

T1 6300 ± 916 a 2224 ± 973 3647 ± 15 231 ± 55 a

T2 14700 ± 3158 6652 ± 2354 6519 ± 714 735 ± 157

T3 13033 ± 305 5344 ± 1181 6911 ± 1171 475 ± 189

T4 13533 ± 2470 4550 ± 1404 8119 ± 1375 465 ± 282

T5 11167 ± 2281 3802 ± 713 6811 ± 1390 359 ± 238 a

T0 15950 ± 3634 5891 ± 1819 9131 ± 5352 541 ± 104

T1 12975 ± 1072 4894 ± 1012 7110 ± 1532 487 ± 181

T2 11650 ± 4084 5567 ± 2284 5231 ± 1922 545 ± 140

T3 13550 ± 4047 5970 ± 927 6990 ± 3654 306 ± 115

T4 12350 ± 1701 3936 ± 1208 7730 ± 2876 232 ± 141 a

T5 11875 ± 3594 3213 ± 869 7824 ± 2853 429 ± 164

Quantificação das células da série branca

Valor de Referência

NI

Y

Col

 

NI, não infectado; Y, infectado com a cepa Y; Col, Infectado com a cepa Colombiana. 
As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” representam a comparação com os tempos T0 (antes da infecção), T1 (09 dias 
pós-infecção), T2 (30 dias pós-infecção), T3 (60 dias pós-infecção), T4 (90 dias pós-infecção) e T5 (240 dias 
pós-infecção), respectivamente.  
Valor de referência (Média ± 2 Desvios padrões) para todos os animais em T0. 
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5.4. Fenótipo das células mononucleares do sangue p eriférico dos cães infectados pela cepa Y 

(TcII) ou Colombiana (TcI) do T. cruzi  

 

A imunofenotipagem das células mononucleares do sangue periférico mostrou, no grupo Y, 

redução significativa no número de linfócitos T CD4+ em T1 comparado a T0, voltando à normalidade 

a partir de T3 (Figura 6 A). Por outro lado, houve aumento significativo no número de linfócitos T 

CD8+ em T2 comparado a T0 e T1, bem como neste mesmo tempo, houve aumento significativo em 

relação aos grupos NI e Col (Figura 6 B). No grupo Y foi observada diminuição significativa na 

quantidade de linfócitos B a partir de T1 e esta redução manteve-se até o último tempo avaliado. Por 

outro lado, o número de monócitos CD14+ foi extremamente variável no grupo Y, diminuiu 

significativamente em T1 comparado a T0, mas posteriormente aumentou em T2 em relação aos 

tempos T1, e T5 (Figura 6 D).  

No grupo Col foi observada diminuição significativa na quantidade de linfócitos B 

progressivamente entre T0 e T2, permanecendo essa redução até T5 (Figura 6 C), não sendo 

observadas alterações significativas no número de linfócitos T CD4+ (Figura 6 A), T CD8+ (Figura 6 B) 

e monócitos CD14+ (Figura 6 D) neste grupo experimental.  
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Figura 6. Análise da imunofenotipagem dos linfócitos T CD4+ (A), T CD8+ (B), B (C), e monócitos 
CD14+ (D) no sangue periférico de animais não infectados (NI; barra branca) ou infectados com 2x10³ 
formas tripomastigotas sanguíneas/kg da cepa Y (Y; barra cinza) ou da cepa Colombiana (Col; barra 
preta) do Trypanosoma cruzi. Os resultados expressam a média da contagem absoluta de células ± 
erro padrão. Diferenças significativas foram consideradas quando p<0.05 apontadas como “a”, “b”, 
“c”, “d”, “e” para comparação com os tempos T0 (antes da infecção), T1 (09 dias pós-infecção), T2 (30 
dias pós-infecção), T3 (60 dias pós-infecção), e T5 (240 dias pós-infecção), respectivamente. O 

símbolo “#” indica diferenças entre o grupo NI e os grupos infectados (Y ou Col), e o símbolo “*” 
indica diferenças entre os grupos Y e Col. A linha tracejada indica Média ± dois Desvios padrões para 
todos os animais em T0, como valor de referência. 
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5.5. Avaliação das citocinas intracitoplasmáticas p roduzidas por linfócitos T na infecção pela 

cepa Y (TcII) ou Colombiana (TcI) do T. cruzi  

 

A avaliação das citocinas intracitoplasmáticas produzidas por linfócitos T CD4+ e T CD8+ foi 

realizada na presença de estímulo com antígeno de formas epimastigotas das cepas Y ou 

Colombiana.  

Após o estímulo das PBMCs do grupo NI, tanto com antígeno de EPI da cepa Y quanto da 

cepa Colombiana, não foi observada nenhuma diferença significativa, ou seja, o antígeno não foi 

capaz de estimular a produção das citocinas IFN-γ ou IL-4 pelos linfócitos T CD4+ e CD8+ dos animais 

não infectados. 

No grupo Y foi observado aumento significativo na quantidade de IFN-γ produzido por 

linfócitos T CD4+ em T3 e T5 quando comparado a T1 (Figura 7 A), ademais houve aumento 

significativo na produção de IFN-γ por linfócitos T CD8+ em T5 comparado a T1, T3, e ao grupo NI 

neste mesmo tempo (Figura 7 C). No grupo Y, a produção de IL-4 por linfócitos T CD8+ aumentou 

significativamente em T5 comparado à T1, T4 e ao grupo NI neste mesmo tempo (Figura 7 D).  

No grupo Col houve aumento significativo na produção apenas de IL-4 por linfócitos T CD8+ 

em relação ao grupo NI em T4 (Figura 7 H). 
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Figura 7. Produção de citocinas (IFN-γ e IL-4) por linfócitos T CD4+ e T CD8+ do sangue periférico de 
animais não infectados (NI; barra branca) ou infectados com 2x10³ formas tripomastigotas 
sanguíneas/kg da cepa Y (Y; barra cinza) ou da cepa Colombiana (Col; barra preta) do Trypanosoma 
cruzi. Figuras A, B, C e D: razão da citocina produzida por linfócitos T CD4+ ou CD8+ em cultura 
estimulada com antígeno de epimastigota da cepa Y. Figuras E, F, G e H: razão da citocina produzida 
por linfócitos T CD4+ ou CD8+ em cultura estimulada com antígeno de epimastigota da cepa 
Colombiana. Diferenças significativas foram consideradas quando p<0.05 apontadas como “a”, “b”, 
“c”, “d” para comparação com os tempos T1 (09 dias pós-infecção), T3 (60 dias pós-infecção), T4 (90 
dias pós-infecção), e T5 (240 dias pós-infecção), respectivamente. O símbolo “#” indica diferenças 
entre o grupo NI e os grupos infectados (Y ou Col). 
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5.6. Quantificação do processo inflamatório e da ne oformação de colágeno no coração de cães 

infectados com a cepa Y (TcII) ou Colombiana (TcI) do T. cruzi  

 

A infecção por ambas as cepas de T. cruzi Y e Colombiana favoreceu a migração de células 

inflamatórias para o tecido cardíaco, sendo observado infiltrado inflamatório focal composto 

predominantemente por células mononucleares no átrio direito (Figura 8).  

No grupo Y foi observado aumento significativo no número de células no miocárdio em 

comparação ao grupo NI, bem como, aumento significativo na área de colágeno em comparação aos 

grupos NI e Colombiana, sendo a fibrose classificada como moderada.  

No grupo Col foi observado aumento significativo no número de células no miocárdio em 

comparação ao grupo NI. Todavia, nesse grupo, não foi observada alteração significativa na área de 

colágeno em comparação aos demais grupos. 



DUZ, ALC                                                                                                                                                                                                                                                        Resultados 

43 

 

 

NI                    Y                 Col

A
ná

lis
e 

m
or

fo
m

ét
ric

a

Grupos

NI                                                               Y                                                          Col

C
él

ul
as

 in
fla

m
at

ór
ia

s/
7,

5x
10

4 µ
m

²
Á

re
a 

de
 c

ol
ág

en
o 

(µ
m

²)

0

50

100

150

200

250

# #

0

5000

10000

15000 * #

 
Figura 8. Número de células inflamatórias (coloração H&E) e área de colágeno (coloração Tricrômico de Masson) no átrio direito dos animais não infectados 
(NI; barra branca) ou infectados com 2x10³ formas tripomastigotas sanguíneas/kg da cepa Y (Y; barra cinza) ou da cepa Colombiana (Col; barra preta) do 
Trypanosoma cruzi. A quantificação aos 240 dias pós-infecção (T5) foi expressa como média do número de células ou área de colágeno ± erro padrão.  O 
símbolo “#” indica diferenças entre o grupo NI e os grupos infectados (Y ou Col), e o símbolo “*” indica diferenças entre os grupos Y e Col. Barra=50µm. 
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5.7. Dosagem dos níveis séricos de IgG  nos cães infectados com a cepa Y (TcII) ou 

Colombiana (TcI) do T. cruzi 

 

 Os resultados da cinética da dosagem sérica da imunoglobulina IgG-anti T. cruzi de cada 

animal componente dos grupos NI, e infectados pelas cepas Y e Col de T. cruzi estão expressos na 

Tabela 6. As absorbâncias em negrito apontam os resultados com valores iguais ou superiores a 

linha de corte, sendo então considerados como sorologia positiva.  

No grupo NI todos os animais apresentaram sorologia negativa em todos os tempos 

avaliados. 

Os animais dos grupos infectados com as cepas Y e Col apresentaram soroconversão entre o 

T1 (100% sorologia negativa) e o T2 (100% sorologia positiva), e posteriormente a sorologia 

manteve-se positiva até o T5 (240º d.p.i.).  

 

Tabela 6 . Cinética da dosagem sérica de IgG-anti T. cruzi em cães não infectados ou infectados com 
as cepas Y ou Colombiana do Trypanosoma cruzi. 

T0 T1 T2 T3 T4 T5
Cão 03 0,6 0,8 0,6 0,7 0,7 0,6
Cão 12 0,7 0,5 0,7 1,2 0,7 0,7
Cão 22 1,2 1,0 0,6 0,5 0,5 0,5
Cão 04 0,7 0,7 3,8 4,2 4,2 3,7
Cão 16 0,4 0,5 1,9 2,4 3,8 4,7
Cão 17 1,0 0,5 2,9 3,8 4,2 4,8
Cão 01 0,3 0,3 2,7 2,9 3,3 4,0
Cão 11 0,5 0,8 3,4 3,4 4,0 4,1
Cão 19 1,3 0,8 3,6 4,1 4,5 3,7
Cão 21 1,2 0,7 4,8 5,1 4,1 3,2

Dosagem sérica de IgG-anti T. cruzi

NI

Y

C

 

NI, não infectado; Y, infectado com a cepa Y; Col, Infectado com a cepa Colombiana. 
Tempos T0 (antes da infecção), T1 (09 dias pós-infecção), T2 (30 dias pós-infecção), T3 (60 dias pós-infecção), 
T4 (90 dias pós-infecção) e T5 (240 dias pós-infecção). 
Amostras de soro com valores de absorbância iguais ou superiores ao ponto de corte ou cut-off foram 
consideradas positivas (valores marcados em negrito). 
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PARTE II 

INFECÇÃO PELA CEPA Y (TcII) OU COLOMBIANA (TcI) DO Trypanosoma cruzi E 

TRATAMENTO COM BENZNIDAZOL NA FASE AGUDA 

 

Cães SRD

(n = 21)

Tratado

(NIBz - n=3)

Infectado cepa Y e tratado

(YBz - n=4)

Infectado cepa Colombiana e tratado

(ColBz - n=4)

PARTE II

90 240 dias pós infecção

T0 T1 T2 T3 T4 T5

90 30 60

75 225 dias pós-início Bz 15 45

Inóculo Y Col

//

//

Bz

Infecção com cepa Y

Infecção com cepa Colombiana

B
e
n
z
n
i
d
a
z
o
l

Inóculo com cepa Y ou Colombiana

Tratamento com Benznidazol durante 45 dias

Dosagens bioquímicas; Análises hematológicas

Avaliação da produção de citocinas citoplasmáticas

Análises histológicas cardíacas

Imunofenotipagem das células do sangue periférico
Legenda

 

Delineamento experimental: PARTE II – Ao ser detectada parasitemia patente (seta cinza para cepa 
Y ou seta preta para cepa Colombiana), grupos paralelos foram tratados com 7 mg de Benznidazol/kg 
(dividido em duas doses diárias durante 45 dias, por via oral), compondo o grupo NIBz (Grupo tratado 
com Bz – n=3), YBz (Grupo infectado com 2.000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa Y/kg, via 
intraperitoneal, e tratado com Bz – n=4) e ColBz (Grupo infectado com 2.000 formas tripomastigotas 
da cepa Colombiana/kg, via intraperitoneal, e tratado com Bz – n=4). Foram avaliadas as alterações 
bioquímicas, hematológicas e imunológicas no decorrer dos tempos: T0 (antes da infecção); T1 (09 
dias pós-infecção / antes do tratamento com Bz); T2 (30 dias pós-infecção / 15 dias após o início do 
tratamento com Bz); T3 (60 dias pós-infecção / 45 dias após o início do tratamento com Bz); T4 (90 
dias pós-infecção / 75 dias após o início do tratamento); e T5 (240 dias pós-infecção / 225 dias após o 
início do tratamento com Bz).   
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5.8. Avaliação da parasitemia no sangue periférico frente ao tratamento com Benznidazol na 

fase aguda da infecção pela cepa Y (TcII) ou Colomb iana (TcI) do T. cruzi  

 

A parasitemia foi avaliada com exame de sangue a fresco, o grupo infectado com a cepa Y do 

T. cruzi (TcI) e tratado com Bz (YBz) apresentou período pré-patente de 11 dias, posteriormente o 

período patente ocorreu entre o 12º e o 22º d.p.i.. A parasitemia máxima ocorreu no 13º d.p.i.. Neste 

dia a média do pico de parasitemia foi 4.500 formas tripomastigotas / 0,1 ml de sangue.  

No grupo infectado com a cepa Colombiana (TcI) e tratado com Benznidazol (ColBz) o 

período pré-patente foi de 20 dias e o período patente variou entre o 21º e o 37º d.p.i.. O pico de 

parasitemia ocorreu no 36º d.p.i., e a parasitemia máxima foi 4.500 formas tripomastigotas / 0,1 ml de 

sangue (Tabela 7).  

O tratamento com Bz iniciou ao ser detectada, pelo menos, uma forma tripomastigota 

sanguínea no animal. Após iniciado o tratamento, a partir do segundo dia, todos os animais dos 

grupos YBz e ColBz apresentaram parasitemia negativa, que foi confirmada pela avaliação do exame 

de sangue a fresco durante os próximos 5 dias consecutivos (Tabela 7). O tratamento com Bz no 

grupo não infectado iniciou concomitantemente aos grupos infectados e tratados.  

A taxa de sobrevida foi de 100% em todos os grupos experimentais. 

 

Tabela 7. Valores da parasitemia no sangue periférico sangue periférico de cães infectados com as 
cepas Y ou Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados com Benznidazol. 

 

YBz, infectado com a cepa Y e tratado com Bz; ColBz, infectado com a cepa Colombiana e tratado com Bz. 
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5.9. Avaliação bioquímica frente ao tratamento com Benznidazol na fase aguda da infecção 

pela cepa Y (TcII) ou Colombiana (TcI) do T. cruzi  

 

Ao quantificar a dosagem sérica dos analitos frente ao tratamento com Bz, no grupo NIBz foi 

observado aumento significativo no nível sérico de ALT em T5 comparado a T0, T1 e T2 (Figura 9 A). 

Por outro lado, esse grupo apresentou diminuição significativa do nível de fosfatase alcalina, 

progressivamente entre T3 e T5 (Figura 9 D). Ademais, no grupo NIBz foi observado aumento 

significativo no nível de ureia sérica em T2 comparado a T1 (Figura 9 E).  

No grupo YBz o nível sérico de ALT aumentou significativamente em T1 comparado a T0, e 

em relação ao grupo NIBz neste mesmo tempo, além disso o nível de ALT foi menor em T2 e T3 

comparado a T1. Ademais foi observado aumento significativo de ALT em T5 comparado a T0 (Figura 

9 A). Todavia, no grupo YBz foi observado diminuição significativa do nível sérico de fosfatase 

alcalina, progressivamente entre T3 e T5 (Figura 9 D). Neste mesmo grupo, o nível da ureia sérica 

aumentou significativamente em T4 comparado a T1 e T3 (Figura 9 E). 

No grupo ColBz o nível de ALT foi significativamente superior em T5 comparado a T0, T2 e 

T3, porém em T3 o nível de ALT foi significativamente inferior comparado ao grupo NIBz neste 

mesmo tempo (Figura 9 A). No grupo ColBz foi observada diminuição significativa do nível sérico de 

gama-GT em T4 comparado ao grupo NIBz (Figura 9 C). Tal como observado nos outros grupos 

experimentais, o grupo ColBz apresentou diminuição significativa do nível de fosfatase alcalina entre 

T3 e T5 (Figura 9 D). 

 Os níveis séricos das enzimas AST e CK-NAC não apresentaram diferença significativa nos 

grupos experimentais (Figura 9 B e F).  
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Figura 9. Dosagem da alanina aminotransferase (ALT) (A), aspartato aminotransferase (AST) (B), 
gama-glutamil transferase (C), fosfatase alcalina (D), ureia (E) e creatina quinase (CK-NAC) (F) no 
soro dos animais não infectados e tratado com Benznidazol (NIBz; barra branca hachurada) ou 
infectados com 2x10³ formas tripomastigotas sanguíneas/kg da cepa Y (YBz; barra cinza hachurada) 
ou da cepa Colombiana (ColBz; barra preta hachurada) do Trypanosoma cruzi e tratados com 
Benznidazol. Os resultados expressam os valores das médias das dosagens dos analitos ± erro 
padrão. Diferenças significativas foram consideradas quando p<0.05 apontadas como “a”, “b”, “c”, “d”, 
“e”, “f” para comparação com os tempos T0 (antes da infecção), T1 (09 dias pós-infecção / antes do 
tratamento com Bz), T2 (30 dias pós-infecção / 15 dias após o início do tratamento com Bz), T3 (60 
dias pós-infecção / término do tratamento com Bz), T4 (90 dias pós-infecção / 30 dias após o término 
do tratamento), e T5 (240 dias pós-infecção / 180 dias após o tratamento com Bz), respectivamente. 
O símbolo “#” indica diferenças entre o grupo NIBz e os grupos infectados e tratados (YBz ou ColBz). 
A linha tracejada indica Média ± dois Desvios padrões para todos os animais em T0, como valor de 
referência. 
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5.10. Avaliação hematológica frente ao tratamento c om Benznidazol na fase aguda da infecção 

pela cepa Y (TcII) ou Colombiana (TcI) do T. cruzi  

 

A avaliação hematológica frente ao tratamento com Bz revelou, no grupo NIBz, aumento 

significativo na quantidade de eritrócitos em T3 comparado a T0, e em T5 comparado a T0 e T1, 

respectivamente.  

No grupo YBz o nível de eritrócitos foi significativamente superior em T3 comparado a T0, T1 

e T2, seguido por redução significativa em T4 e T5, comparado a T3. Além disso, de maneira 

semelhante, a quantidade de hemoglobina foi significativamente maior em T3 comparado a T0 e T1, 

seguida por redução significativa em T4 comparado a T3. Foi também observado aumento 

significativo na quantidade de hematócrito em T2 comparado a T0, além de aumento em T3 em 

relação a T0, T1, e comparado ao grupo ColBz neste mesmo tempo. Todavia, posteriormente, nos 

tempos T4 e T5 foi observada diminuição significativa na quantidade de hematócrito comparado a T3. 

Quanto ao número de plaquetas no sangue periférico, o grupo YBz apresentou trombocitopenia em 

T1 comparado a T0, com posterior aumento no número de plaquetas em T2, T3, T4 e T5 comparado 

a T1. 

No grupo ColBz foi observado aumento significativo na quantidade de hemoglobina em T5 

comparado a T0 (Tabela 8). 
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Tabela 8 . Valores da série vermelha do hemograma no sangue periférico de cães não infectados ou 
infectados com as cepas Y ou Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados com Benznidazol. 

Eritrócitos 
(10¹²/L)

Hemoglobina 
(g/dL)

Hematócrito 
(%)

Plaquetas
(109/L)

5.0–6.6 12.2–15.5 32.1–39.5 129.5–379.5

T0 5.5 ± 0.3 13.7 ± 0.8 34.4 ± 1.6 239.7 ± 84.2

T1 5.3 ± 0.6 13.1 ± 1.7 34.1 ± 4.6 184.0 ± 140

T2 6.5 ± 0.4 16.9 ± 1.2 40.8 ± 3.2 229.3 ± 38.6

T3 6.8 ± 0.2 a 17.2 ± 0.1 42.4 ± 1.4 223.0 ± 6.1

T4 6.6 ± 0.6 16.5 ± 1.3 40.5 ± 2.1 247.0 ± 68.6

T5 7.1 ± 0.4 a,b 18.0 ± 1.6 43.7 ± 3.8 194.3 ± 41.6

T0 5.8 ± 0.2 14.1 ± 0.6 35.5 ± 1.6 201.5 ± 49.6

T1 5.8 ± 0.3 14.2 ± 0.7 36.5 ± 2.1 100.0 ± 33.8 a,c,d,e,f

T2 6.5 ± 0.2 16.3 ± 0.8 42.1 ± 2.1 a 205.3 ± 45.2

T3 7.7 ± 0.8 a,b,c,e,f 19.0 ± 2.2 a,b,e 48.1 ± 4.3 a,b, e, f  * 182.0 ± 38.3

T4 6.5 ± 0.4 15.8 ± 1.5 39.4 ± 2.4 191.0 ± 21.1

T5 6.6 ± 0.4 16.5 ± 1.3 41.0 ± 3.3 178.3 ± 16.4

T0 6.1 ± 0.5 14.7 ± 1.4 37.8 ± 2.9 230.3 ± 73.6

T1 6.2 ± 0.5 15.2 ± 1.3 39.1 ± 2.4 213.8 ± 43.6

T2 6.8 ± 0.3 17.4 ± 1.0 42.2 ± 2.2 186.5 ± 34.4

T3 7.0 ± 0.1 17.4 ± 0.3 41.4 ± 1.5 191.3 ± 22.9

T4 6.9 ± 0.5 17.3 ± 1.2 42.2 ± 4.9 159.5 ± 76.2

T5 7.1 ± 0.7 17.7 ± 2.0 a 43.3 ± 5.5 165.3 ± 23.8

NIBz

YBz

ColBz

Quantificação das células da série vermelha

Valor de Referência

 

NIBz, não infectado e tratado com Bz; YBz, infectado com a cepa Y e tratado com Bz; ColBz, infectado com a 
cepa Colombiana e tratado com Bz. 
As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” representam a comparação com os tempos T0 (antes da infecção), T1 (09 dias 
pós-infecção / antes do tratamento com Bz), T2 (30 dias pós-infecção / 15 dias após o início do tratamento com 
Bz / 30 dias após o término do tratamento), T3 (60 dias pós-infecção / término do tratamento com Bz), T4 (90 
dias pós-infecção / 30 dias após o tratamento com Bz) e T5 (240 dias pós-infecção / 180 dias após o tratamento 
com Bz), respectivamente. 
“*” indica diferenças entre os grupos YBz e ColBz. 
Valor de referência (Média ± 2 Desvios padrões) para todos os animais em T0. 
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Em relação ao leucograma, no grupo NIBz o tratamento não alterou significativamente a 

quantidade de leucócitos ou de subtipos celulares no sangue periférico. 

No grupo YBz foi observada diminuição significativa de vários subtipos de células do sangue 

periférico, com leucopenia em T1 comparado a T0, bem como, leucocitose em T2, T3 e T4 

comparado a T1. Além disso, foi observada diminuição significativa na quantidade de linfócitos e 

neutrófilos em T1 comparado a T0, com posterior aumento significativo no número destas células em 

T2 e T3 comparado a T1. Também foi observada diminuição significativa do número de monócitos em 

T1 comparado a T0, porém no tempo T5 foi observado aumento significativo do número de monócitos 

no sangue periférico comparado a T1.  

No grupo ColBz foi observada diminuição significativa na quantidade de monócitos presente 

no sangue periférico em T4 comparado a T0 e em relação ao grupo NIBz no mesmo tempo (Tabela 

9). 
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Tabela 9. Número de leucócitos e diferentes subtipos de células no sangue periférico de cães não 
infectados ou infectados com as cepas Y ou Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados com 
Benznidazol. 

Leucócito (mm³) Linfócito (mm³) Neutrófilo (mm³) Monóc ito (mm³)

8100 - 20500 2232 - 8779 99 - 15056 291 - 913

T0 11633 ± 3014 4494 ± 550 6576 ± 3017 448 ± 256

T1 9100 ± 7038 4303 ± 2985 4108 ± 3994 288 ± 290

T2 12800 ± 1819 5410 ± 1637 6444 ± 42 601 ± 137

T3 13400 ± 1179 5239 ± 1479 7607 ± 737 322 ± 237

T4 11.866 ± 550 3890 ± 962 7063 ± 837 552 ± 51

T5 10800 ± 1509 3416 ± 104 6919 ± 1451 320 ± 105

T0 14175 ± 3340 5424 ± 1145 7530 ± 2234 502 ± 102

T1 7000 ± 1936 a,c,d,e 2980 ± 1131 a,c,d 3545 ± 534 a,c,d 197 ± 93 a,f

T2 14975 ± 1801 6969 ± 1350 6871 ± 498 432 ± 185

T3 14600 ± 2507 5956 ± 996 8166 ± 1766 289 ± 134

T4 11450 ± 1721 4904 ± 1250 5921 ± 918 269 ± 138

T5 10775 ± 1236 3798 ± 876 5829 ± 1326 574 ± 161

T0 14675 ± 2087 5666 ± 1008 8069 ± 2711 497 ± 141

T1 13575 ± 4736 5525 ± 2328 7162 ± 1936 4734 ± 121

T2 13275 ± 3215 5942 ± 1100 6575 ± 2658 425 ± 84

T3 13375 ± 1735 5382 ± 1034 7398 ± 1181 249 ± 137

T4 10325 ± 4590 3340 ± 1581 6315 ± 2471 206 ± 108 a #

T5 11025 ± 2769 3339 ± 1667 6859 ± 1353 470 ± 165

Quantificação das células da série branca

Valor de Referência

NIBz

YBz

ColBz

 

NIBz, não infectado e tratado com Bz; YBz, infectado com a cepa Y e tratado com Bz; ColBz, infectado com a 
cepa Colombiana e tratado com Bz. 
As letras “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” representam a comparação com os tempos T0 (antes da infecção), T1 (09 dias 
pós-infecção / antes do tratamento com Bz), T2 (30 dias pós-infecção / 15 dias após o início do tratamento com 
Bz / 30 dias após o término do tratamento), T3 (60 dias pós-infecção / término do tratamento com Bz), T4 (90 
dias pós-infecção / 30 dias após o tratamento com Bz) e T5 (240 dias pós-infecção / 180 dias após o tratamento 
com Bz), respectivamente. 
“#” indica diferenças entre o grupo NIBz e os grupos infectados e tratados (YBz ou ColBz). 
Valor de referência (Média ± 2 Desvios padrões) para todos os animais em T0. 
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5.11. Fenótipo das células mononucleares do sangue periférico frente ao tratamento com 

Benznidazol na fase aguda da infecção pela cepa Y ( TcII) ou Colombiana (TcI) do T. cruzi  

 

A imunofenotipagem das células mononucleares do sangue periférico revelou, frente ao 

tratamento com Bz, no grupo NIBz diminuição significativa no número de linfócitos T CD4+ em T1 

comparado a T0, e aumento em T5 comparado a T1 (Figura 10 A).  

No grupo YBz foi observada diminuição significativa na quantidade de linfócitos T CD4+ em 

T1 comparado a T0 e aumento significativo desta célula em T2, T3 e T5 comparado a T1 (Figura 10 

A). Por outro lado, nesse grupo foi observado aumento significativo do número de linfócitos T CD8+ no 

sangue periférico em T2 comparado a T0 e T1, e aos grupos NIBz e ColBz neste mesmo tempo. Além 

disso, a quantidade de linfócitos T CD8+ foi significativamente menor em T3 comparado a T1 (Figura 

10 B). Não houve alteração significativa da quantidade de linfócitos B (Figura 10 C) e monócitos 

CD14+ (Figura 10 D) no sangue periférico neste grupo. 

No grupo ColBz não foi observada diferença significativa na quantidade desses subtipos 

celulares (Figura 10 A, B, C e D). 
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Figura 10 . Análise da imunofenotipagem dos linfócitos T CD4+ (A), T CD8+ (B), B (C), e monócitos 
CD14+ (D) no sangue periférico de animais não infectados e tratados com Benznidazol (NIBz; barra 
branca hachurada) ou infectados com 2×10³ formas tripomastigotas sanguíneas/kg da cepa Y (YBz; 
barra cinza hachurada) ou da cepa Colombiana (ColBz; barra preta hachurada) do Trypanosoma 
cruzi e tratados com Benznidazol. Os resultados expressam a média da contagem absoluta de 
células ± erro padrão. Diferenças significativas foram consideradas quando p<0.05 apontadas como 
“a”, “b”, “c”, “d”, “e” para comparação com os tempos T0 (antes da infecção), T1 (09 dias pós-infecção 
/ antes do tratamento com Bz), T2 (30 dias pós-infecção / 15 dias após o início do tratamento com 
Bz), T3 (60 dias pós-infecção / término do tratamento com Bz), e T5 (240 dias pós-infecção / 180 dias 
após o tratamento com Bz), respectivamente. “#” Diferenças entre o grupo NIBz e os grupos 
infectados (YBz ou ColBz). O símbolo “#” indica diferenças entre os grupos NI e grupos infectados e 
tratados (YBz ou ColBz), e o símbolo “*” indica diferenças entre os grupos YBz e ColBz. A linha 
tracejada indica Média ± dois Desvios padrões para todos os animais em T0, como valor de 
referência. 
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5.12. Avaliação das citocinas intracitoplasmáticas produzidas por linfócitos T frente ao 

tratamento com Benznidazol na fase aguda da infecçã o pela cepa Y (TcII) ou Colombiana (TcI) 

do T. cruzi  

 

A avaliação das citocinas intracitoplasmáticas produzidas por linfócitos T CD4+ e T CD8+ foi 

realizada na presença de estímulo com antígeno de formas epimastigotas das cepas Y ou 

Colombiana.  

No grupo NIBz não foi observada nenhuma diferença significativa, ou seja, o antígeno não foi 

capaz de estimular a produção das citocinas IFN-γ ou IL-4 pelos linfócitos T CD4+ e CD8+ dos animais 

não infectados e tratados com Bz. 

No grupo YBz foi observado aumento significativo na quantidade de IFN-γ e IL-4 produzida 

por linfócitos T CD4+ em T3. Especificamente, a produção de IFN-γ foi significativamente superior em 

T3 comparado a T1, e ao grupo NIBz neste mesmo tempo, bem como nos tempos T4 e T5 a 

produção de IFN-γ foi significativamente inferior comparado a T3 (Figura 11 A). A produção de IL-4 foi 

significativamente maior em T3 comparado a T1 (Figura 11 B).  

No grupo ColBz não foi observada diferença significativa na produção de IFN-γ ou IL-4 por 

linfócitos T CD4+ e CD8+ em nenhum dos tempos avaliados (Figura 11 E, F, G e H). 
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Figura 11. Produção de citocinas (IFN-γ e IL-4) por linfócitos T CD4+ e T CD8+ do sangue periférico 
de animais não infectados e tratados com Benznidazol (NIBz; barra branca) ou infectados com 2x10³ 
formas tripomastigotas sanguíneas/kg da cepa Y (YBz; barra cinza hachurada) ou com a cepa 
Colombiana (ColBz; barra preta hachurada) do Trypanosoma cruzi e tratados com Benznidazol. 
Figuras A, B, C e D: razão da citocina produzida por linfócitos T CD4+ ou CD8+ em cultura estimulada 
com antígeno de epimastigota da cepa Y. Figuras E, F, G e H: razão da citocina produzida por 
linfócitos T CD4+ ou CD8+ em cultura estimulada com antígeno de epimastigota da cepa Colombiana. 
Diferenças significativas foram consideradas quando p<0.05 apontadas como “a”, “b”, “c”, “d” para 
comparação com os tempos T1 (09 dias pós-infecção / antes do tratamento com Bz), T3 (60 dias pós-
infecção / término do tratamento com Bz), T4 (90 dias pós-infecção / 30 dias após o término do 
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tratamento), e T5 (240 dias pós-infecção / 180 dias após o tratamento com Bz), respectivamente. O 
símbolo “#” indica diferenças entre o grupo NIBz e os grupos infectados e tratados (YBz ou ColBz). 
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5.13. Quantificação do processo inflamatório e da n eoformação de colágeno no coração frente 

ao tratamento com Benznidazol na fase aguda da infe cção pela cepa Y (TcII) ou Colombiana 

(TcI) do  T. cruzi  

 

A avaliação qualitativa dos cortes histológicos do coração dos animais tratados com Bz, de 

modo geral, não mostrou inflamação, lesão tecidual ou parasitismo. Apenas um dos quatro animais 

do grupo ColBz apresentou focos de infiltrado inflamatório moderado.  

Ao quantificar o número de células e a área de colágeno no átrio direito não foi observada 

diferença significativa entre os grupos NIBz, YBz e ColBz (Figura 12). 
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Figura 12. Número de células inflamatórias (coloração H&E) e área de colágeno (coloração Tricrômico de Masson) no átrio direito dos animais não infectados e 
tratados com Benznidazol (NIBz; barra branca hachurada) ou infectados com 2x10³ formas tripomastigotas sanguíneas/kg da cepa Y (YBz; barra cinza 
hachurada) ou da cepa Colombiana (ColBz; barra preta hachurada) do Trypanosoma cruzi e tratados com Benznidazol. Detalhe do infiltrado inflamatório focal 
moderado, observado em somente um dos quatro animais do grupo ColBz. A quantificação aos 240 dias pós-infecção (T5) foi expressa como média do número 
de células ou área de colágeno ± erro padrão.  O símbolo “#” indica diferenças entre o grupo NIBz e os grupos infectados (YBz ou ColBz), e o símbolo “*” indica 
diferenças entre os grupos YBz e ColBz. Barra=50µm. 
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5.14. Dosagem dos níveis séricos de IgG  frente ao tratamento com Benznidazol na fase aguda 

da infecção pela cepa Y (TcII) ou Colombiana (TcI) do T. cruzi 

 

 Os resultados da cinética da dosagem sérica da imunoglobulina IgG-anti T. cruzi de cada 

animal componente dos grupos NIBz, YBz e ColBz estão expressos na Tabela 10. As absorbâncias 

em negrito apontam os resultados com valores iguais ou superiores a linha de corte, sendo então 

considerados como sorologia positiva.  

No grupo NIBz não foi observada imunoreatividade em todos os animais nos tempos 

avaliados. 

No grupo YBz, ao avaliar os resultados de cada animal em cada coleta, aponta-se sorologia 

positiva em T2 em dois animais (cão 06 e cão 08), já em T3 somente um animal apresentava 

sorologia positiva (cão 06). No tempo T4 dois animais apresentaram sorologia positiva (cão 05 e cão 

06), e no tempo T5 somente um animal apresentou sorologia positiva (cão 05). Salienta-se que o cão 

06 apresentou sororeversão, uma vez que foi observada diminuição progressiva nos títulos de 

anticorpos durante todos os tempos (T2 a T5), e sorologia negativa em T5.   

No grupo ColBz no tempo T2 foi observada sorologia positiva em três animais (cão 09, cão 13 

e cão 20), todavia, em T3 somente um animal apresentava sorologia positiva (cão 20), os outros 

animais previamente com sorologia positiva negativaram a sorologia. No tempo T4 dois animais 

apresentaram sorologia positiva (cão 13 e cão 20). No tempo final, T5, somente um animal 

apresentava sorologia positiva (cão 13). O cão 20 apresentou sororeversão, uma vez que foi 

observada diminuição nos títulos de anticorpos durante os tempos T2 a T5, e no tempo T5 

apresentou sorologia negativa.   

Desta forma, tanto no grupo YBz quanto no grupo ColBz 75% dos animais apresentaram 

sororeversão, considerando os animais que apresentaram sorologia negativa tanto no tempo T4 

quanto no tempo T5, bem como, os que apresentavam diminuição dos títulos de anticorpos ao longo 

dos tempos e negativação no T5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DUZ, ALC                                                                                                                                                  Resultados 

61 

 

Tabela 10. Cinética da dosagem sérica de IgG-anti T. cruzi em cães não infectados ou infectados 
com as cepas Y ou Colombiana do Trypanosoma cruzi e tratados com Benznidazol. 

T0 T1 T2 T3 T4 T5
Cão 10 0,7 0,5 0,7 0,8 0,6 0,6
Cão 15 0,7 0,8 0,6 0,6 0,6 0,5
Cão 18 0,6 0,4 0,5 0,4 0,5 0,4
Cão 05 1,0 0,7 1,1 1,4 3,9 3,2
Cão 06 1,1 0,8 2,7 2,4 2,0 1,3
Cão 08 0,8 0,8 2,0 1,2 1,3 0,8
Cão 14 0,8 0,6 1,4 1,1 0,9 0,8
Cão 02 0,4 0,4 1,0 0,7 0,7 0,6
Cão 09 0,3 0,4 1,7 0,9 1,0 0,8
Cão 13 0,9 0,7 2,0 1,2 2,8 3,0
Cão 20 1,4 0,8 4,2 2,9 1,6 1,3

YBz

ColBz

Dosagem sérica de IgG-anti T. cruzi

NIBz

 

NIBz, não infectado e tratado com Bz; YBz, infectado com a cepa Y e tratado com Bz; ColBz, infectado com a 
cepa Colombiana e tratado com Bz. 
Tempos: T0 (antes da infecção), T1 (09 dias pós-infecção / antes do tratamento com Bz), T2 (30 dias pós-
infecção / 15 dias após o início do tratamento com Bz / 30 dias após o término do tratamento), T3 (60 dias pós-
infecção / término do tratamento com Bz), T4 (90 dias pós-infecção / 30 dias após o tratamento com Bz) e T5 
(240 dias pós-infecção / 180 dias após o tratamento com Bz). 
Amostras de soro com valores de absorbância iguais ou superiores ao ponto de corte ou cut-off foram 
consideradas positivas (valores marcados em negrito). 
 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.0. Discussão
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Na América Latina são encontradas diferentes cepas correspondentes a distintos DTUs do T. 

cruzi responsáveis pelas distintas formas da DC crônica. Embora vários estudos tenham esclarecido 

inúmeros aspectos sobre a relação entre o parasito e as alterações clínicas, ainda não existe uma 

associação clara frente às alterações imunopatológicas com relação às DTUs do parasito. Portanto, 

este trabalho teve como objetivo avaliar aspectos imunopatológicos das fases aguda e crônica 

recente da DC, na infecção experimental de cães com cepas de diferentes DTUs que apresentam 

distintos graus de susceptibilidade ao Bz.  

Há relatos, na infecção experimental com o T. cruzi, de comprometimento hepático e 

presença de parasitos viáveis no fígado de camundongos (Sardinha et al., 2010). Este parasitismo 

favorece a migração de numerosas células inflamatórias, como monócitos, linfócitos T CD4+, T CD8+ 

e células NK para o parênquima e o espaço porta hepático, local onde este infiltrado inflamatório tem 

importância em controlar o parasito (Sardinha et al., 2010). Tendo em vista a relevância do fígado 

como sítio de migração e controle do parasito, avaliamos a função hepática mediante dosagens 

laboratoriais no soro dos animais.  

Dentre as enzimas hepáticas avaliadas, observamos aumento no nível sérico de ALT e AST 

frente à infecção com a cepa Y, tal como, aumento do nível sérico de ALT na infecção com a cepa 

Colombiana. Sabe-se que em casos de lesão tissular ou doença afetando o parênquima hepático 

ocorre a liberação de maior quantidade dessas enzimas para a corrente sanguínea (Bergmeyer et al., 

1978).  

Resultados semelhantes também foram relatados na infecção experimental, com aumento 

nos níveis séricos de ALT e AST em quatis (Nasua nasua) (Herrera et al., 2002) e em cães infectados 

com Trypanosoma evansi (Aquino et al., 2002) ou com T. cruzi (Barr et al., 1991), demonstrando que 

a infecção pode levar a uma lesão inicial nesse órgão, que após o controle do parasitismo não é mais 

observada.  

Além disso, o aumento do nível sérico de AST é comumente detectado em pacientes com 

infarto agudo do miocárdio (Stryer, 2000). Quanto o modelo cão, Kley et al. (2003) descreveram uma 

peculiaridade do nível sérico de AST, a dosagem não se altera em função da idade, sexo ou raça do 

animal, portanto acreditamos que o aumento no nível sérico de ALT seja diretamente relacionado a 

infecção experimental com o T. cruzi. 

Frente ao tratamento com Bz todos os grupos apresentaram aumento do nível sérico de ALT, 

fato semelhante a este também foi demonstrado no trabalho de Rojas et al. (2012), no qual foi 

observado aumento no nível de ALT tanto em ratos infectados com o T. cruzi quanto nos animais 

infectados e tratados com Bz, todavia esta alteração não foi observada nos animais controles (não 

infectados e não tratados). Este aumento das enzimas hepáticas no soro dos animais tratados com 

Bz pode estar relacionado ao estresse oxidativo que este fármaco induz, tal como demonstrado por 

Pedrosa et al. (2001), que avaliaram biomarcadores do estresse oxidativo no fígado de ratos 30 dias 

após o tratamento com Bz, observando aumento da atividade da glutationa redutase e catalase. Além 

disso, dentre os efeitos colaterais indicados na bula deste fármaco está elencado o risco de 
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insuficiência hepática. Conjuntamente, estes resultados podem sugerir que o Bz associado à 

infecção, mesmo em dose terapêutica, pode ser ainda mais lesivo ao fígado.  

A dosagem do nível sérico de fosfatase alcalina apresentou resultado que aparentemente não 

tem relação com a infecção experimental com T. cruzi, uma vez que todos os grupos experimentais 

apresentaram diminuição do nível sérico de fosfatase alcalina, o que pode demonstrar que o nível 

desta enzima está diretamente relacionado ao crescimento do animal, uma vez que no início do 

protocolo experimental os animais tinham aproximadamente 3 meses e ao término, 11 meses de 

idade. Esse resultado corrobora com o descrito por outros autores que avaliaram 308 cães de 

diferentes raças e idades (Kley et al., 2003). 

Ao avaliar a função renal foi observado aumento do nível sérico de ureia no grupo Col. 

Semelhantemente, lesão renal foi observada em cães da raça Beagle experimentalmente infectados 

com cepas do T. cruzi isoladas de Didelphis marsupialis, Dasypodidae ou Canis lupus familiaris 

infectados (Barr et al., 1991). Em estudo detalhado sobre o parasitismo dos rins de hamster, 

detectaram antígeno solúvel e DNA do T. cruzi em amostra de urina (Castro-Sesquen et al., 2013), 

bem como, parasitismo na região cortical e medular renal e peri-renal, com infiltrado inflamatório e 

permeabilidade vascular renal aumentada. Outro estudo apontou que a infecção experimental murina 

com o T. cruzi ocasionou redução da excreção urinária e depuração de creatinina, com elevação 

acentuada da proporção do volume de urina em relação aos rins e o peso corporal, o que sugeriu que 

o parasito pode comprometer a função renal (Lemos et al., 2013).  

No presente estudo foi observado aumento do nível sérico de ureia nos grupos NIBz e YBz. 

Ademais, o estudo de De Souza et al. (2006) apontou que o tratamento com Bz não foi capaz de 

controlar esta lesão renal ocasionada pelo parasito em camundongos. Logo, estes dados podem 

sugerir que o tratamento com Bz pode acarretar em algum tipo de lesão renal, uma vez que a 

insuficiência renal é indicada na bula deste medicamento como um possível efeito colateral. 

De modo a avaliarmos lesão muscular, o nível sérico da enzima CK-NAC foi dosado e não 

apresentou diferença significativa nos grupos experimentais. Todavia, apesar de não ser observada 

diferença estatística, salienta-se que os níveis de CK-NAC foram superiores ao valor de referência, 

nos grupos Y e YBz, bem como, no grupo ColBz. De maneira semelhante Cano et al. (2000) também 

observaram aumento do nível de creatina quinase no plasma de camundongos infectados com as 

cepas K-1, X-1 e Tulahuen em comparação a animais não infectados.  

Portanto, de maneira geral, neste trabalho observamos que a infecção pelo T. cruzi, 

independente da cepa/DTU (TcI ou TcII), favoreceu a lesão hepática e renal, tal como demonstrado 

em outros modelos experimentais, camundongos, cães e coatis infectados com T. cruzi (Barr et al., 

1991; Aquino et al., 2002; Herrera et al., 2002; de Souza et al., 2006). Além disso, observamos 

quadro de lesão hepática e renal em modelo experimental frente ao tratamento com Bz, tal como 

descrito por Strauss et al. (2013), que apontam áreas de necrose, infiltrados inflamatórios periportais 

e congestão vascular no fígado, além de ninhos de amastigotas e infiltrados inflamatórios no rim dos 

camundongos infectados e tratados com Bz. Com esses resultados podemos concluir que o 
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tratamento com Bz pode, até mesmo, ter favorecido o agravo da lesão hepática e renal na fase aguda 

da infecção chagásica. 

Os parâmetros hematológicos, frente à infecção, de modo geral foram majoritariamente 

alterados nos cães infectados com a cepa Colombiana, com aumento significativo na quantidade de 

hemoglobina, eritrócito e hematócrito no grupo Col. Por outro lado, o grupo Y apresentou aumento 

significativo somente na quantidade de hemoglobina. Aparentemente o TcI, DTU da cepa 

Colombiana, favorece o aumento dos subtipos celulares da série vermelha.  

Semelhantemente, foi descrito que a infecção experimental com T. cruzi, em rato, favoreceu 

maior viscosidade do plasma e aumento da percentagem de hematócrito, com alterações 

morfológicas nas células vermelhas do sangue (Berra et al., 2005). Todavia, resultados contraditórios 

foram observados em outros estudos que avaliaram a infecção experimental canina com T. cruzi, na 

qual houve quadro de anemia na infecção com a cepa Sylvio X10/4 (Quijano-Hernández et al., 2012), 

ou mesmo diminuição na quantidade de eritrócitos na infecção com as cepas Y, ABC ou Be-78 em 

cães Beagle (Guedes et al., 2012). Por outro lado, cães sem raça definida infectados com as cepas 

Be-62 ou Be-78 não apresentaram alterações hematológicas (Lana et al., 1992). Da mesma forma, na 

infecção experimental de macacos Rhesus com formas tripomastigotas metacíclicas da cepa 

Colombiana não se observou diferença significativa na quantidade de eritrócito e hemoglobina na 

fase aguda (Bonecini-Almeida et al., 1990). Essa variedade de resultados sugere que tanto o modelo 

experimental quanto a cepa do T. cruzi podem influenciar o impacto da infecção chagásica sob as 

alterações hematológicas. 

No presente trabalho, o tratamento com Bz alterou o padrão descrito na infecção chagásica, 

sendo observado aumento significativo na quantidade de eritrócito no grupo NIBz, de hematócrito, 

eritrócito e hemoglobina no grupo YBz, e aumento significativo de hemoglobina no sangue periférico 

no grupo ColBz. Sugerimos que o tratamento com Bz, apesar de ter impactado a quantidade das 

células da série vermelha no sangue periférico nos grupos NIBz e YBz ao aumentar alguns subtipos 

que não haviam sido alterados na infecção chagásica, o mesmo não foi observado frente à infecção 

com a cepa Colombiana.    

Quanto à quantidade de plaqueta no sangue periférico, observamos trombocitopenia na 

infecção com a cepa Y, independente do tratamento com Bz. Este resultado é condizente com a 

redução do número de plaquetas na fase aguda da DC em pacientes (Shikanai-Yasuda et al., 1990), 

em camundongos (Cardoso e Brener, 1980; Marcondes et al., 2000) e em cães experimentalmente 

infectados com T. evansi (La Rue et al., 1997). Todavia, Guedes et al. (2012) não observaram essa 

diminuição do número de plaqueta no sangue periférico na infecção experimental de cães da raça 

Beagle com as cepas Y, Be-78 e ABC, provavelmente devido a uma particularidade desta raça. 

Ao avaliar a série branca, este estudo demonstrou na infecção canina com a cepa Y 

leucopenia e monocitopenia, além disso, o grupo YBz apresentou diminuição significativa na 

quantidade de leucócitos, linfócitos, neutrófilos e monócitos no sangue periférico. Bem como, na 

infecção com a cepa Colombiana foi observada diminuição na quantidade de monócitos, 

independente do tratamento com Bz.  
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Desta forma, independente das variações dos subtipos celulares na infecção com cada cepa, 

a infecção favoreceu leucopenia, quadro já descrito no modelo murino infectado com T. cruzi 

(Marcondes et al., 2000). O estudo de Aquino et al.  (2002), com modelo canino infectado com T. 

evansi, apontou diminuição significativa no número de leucócitos e neutrófilos entre a segunda e 

quinta semana pós-infecção, sendo que posterior a este período os valores normalizaram, apesar de 

continuarem inferiores em relação ao grupo não infectado. O número de linfócitos também diminuiu 

no sangue periférico, mas permaneceu dentro da faixa de referência.  

De maneira geral, na infecção experimental com as cepas Y ou Colombiana, as curvas de 

parasitemia apresentaram diferentes períodos pré-patentes e patentes. Na infecção com a cepa Y o 

período patente ocorreu entre o 11º e o 21º d.p.i. e o pico de parasitemia ocorreu no 15º d.p.i.. Neste 

grupo o aumento significativo da quantidade sérica das enzimas hepáticas ALT e AST ocorreu entre o 

9º e o 30º d.p.i. e as alterações hematológicas ocorreram em diferentes momentos, com diminuição 

da quantidade de plaquetas, leucócitos e monócitos aos 9 d.p.i., seguido de aumento significativo de 

hemoglobina aos 240 d.p.i.. Por outro lado, na infecção com a cepa Colombiana a parasitemia 

apresentou valor superior, com período patente entre o 21º e o 38º d.p.i. e pico no 33º d.p.i., ou seja, 

posterior ao pico de parasitemia da cepa Y. No grupo Col foi observado aumento significativo do nível 

sérico de ALT aos 9 d.p.i., e de eritrócito, hemoglobina e hematócrito a partir do 30º d.p.i.. Logo, 

apesar de não ter sido observada uma correlação direta entre o dia do pico de parasitemia e as 

alterações hepáticas e hematológicas, vários analitos apresentaram alterações evidentes no período 

patente da infecção com as cepas Y e Colombiana, o que corrobora com os achados de Guedes et 

al. (2012), que descreveram uma relação direta entre as alterações hematológicas e a parasitemia na 

infecção canina experimental com as cepas Y, Berenice-78 e ABC de T. cruzi. 

Interessantemente, neste trabalho, o tratamento com Bz foi eficaz em negativar a parasitemia 

em até dois dias após o início da terapia. Essa supressão da parasitemia patente frente ao tratamento 

com Bz também foi amplamente descrita em modelo murino (Fernández et al., 2010; Olivieri et al., 

2010; Oliveira-Silva et al., 2015) e canino (Guedes et al., 2002; Caldas et al., 2008; Santos et al., 

2012). 

Na fenotipagem do sangue periférico dos animais foi observada redução significativa na 

quantidade de linfócitos T CD4+ e posterior aumento das células T CD8+ na infecção com a cepa Y, 

independente do tratamento com Bz. Este mesmo padrão de diminuição dos linfócitos T CD4+ 

seguido pelo aumento dos T CD8+ foi observado no modelo experimental canino infectado com a 

cepa Be-78 (Carneiro et al., 2007). Nota-se que ambas as cepas, Y e Be-78, pertencem à DTU TcII, o 

que indica que esta resposta celular poderia ser relacionada à genética do parasito. Por outro lado, a 

infecção com a cepa Colombiana não alterou significativamente a quantidade de linfócitos T CD4+ e 

CD8+. Desta forma podemos sugerir que a cepa TcI é mais ”silenciosa” comparada à TcII, ao não 

alterar a quantidade das subpopulações de linfócitos.  

Ademais observamos, na fase aguda, que a infecção com a cepa Y favoreceu a inversão da 

razão de linfócitos T CD4+/CD8+, independente do tratamento com Bz. Este resultado corrobora com 

o descrito por Carneiro et al. (2007) que indicaram que a inversão da razão de linfócitos T CD4+/CD8+ 
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foi uma característica imunológica intrínseca a infecção com T. cruzi. Além disso essa alteração não 

foi relacionada à idade do animal (Reis et al., 2005). Portanto, de modo peculiar, o presente estudo 

sugere que esta inversão das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ pode ser relacionada a 

algumas cepas do T. cruzi, tal como Be-78 (Carneiro et al., 2007) e Y (TcII), uma vez que não foi 

observada na infecção com a cepa Colombiana (TcI), o que enfatiza os distintos padrões de resposta 

imune em função da respectiva DTU do parasito.  

Poucos estudos estão disponíveis na literatura especializada sobre a análise qualitativa da 

resposta imune de pacientes durante a infecção chagásica aguda. Todavia a ativação de 

mecanismos inatos é importante para controlar a parasitemia ao favorecer a produção de citocinas 

pró-inflamatórias, como IFN-γ e TNF-α (Dutra et al., 2014). Além disso, o linfócito T CD4+ participa no 

controle do parasito ao favorecer a expansão dos linfócitos citotóxicos T CD8+ e a produção de IFN-γ, 

uma citocina pró-inflamatória que estimula a produção de óxido nítrico pelos macrófagos, controlando 

assim a replicação do parasito e promovendo a síntese de isotipos de imunoglobulinas (Brener e 

Gazzinelli, 1997). Todavia, este quadro de inflamação exacerbada pode lesionar o tecido, e a 

transição da fase aguda para a fase crônica da DC é acompanhada pela diminuição da parasitemia e 

parasitismo, bem como, controle da resposta imune. Possivelmente, este controle da resposta 

inflamatória é realizado por citocinas anti-inflamatórias, dentre IL-10 considerada uma importante 

citocina imunomoduladora produzida por linfócitos T e monócitos (Dutra et al., 2014).  

No presente trabalho foi observado aumento na produção de IFN-γ por linfócitos T CD4+ e T 

CD8+ e produção de IL-4 por linfócitos T CD8+ na infecção de cães com a cepa Y. Sugerimos que o 

aumento na produção de IFN-γ pode contribuir para a resposta pró-inflamatória, tal como observado 

na infecção experimental com a cepa Be-78 (TcII) em modelo murino, que favoreceu a produção 

precoce de IFN-γ coincidentemente à inflamação cardíaca, que posteriormente apresentou perfil 

imunoregulatório (Vieira et al., 2012).  

No entanto, na infecção com a cepa Colombiana foi observado aumento significativo na 

produção de IL-4 pelos linfócitos T CD8+, não sendo observada alteração significativa na produção de 

IFN-γ. Especulamos que a cepa Colombiana, TcI, tem ”perfil mais silencioso” ao não ativar a 

expressão de citocina pró-inflamatória na fase aguda, uma vez que somente foi observado aumento 

na produção de citocina anti-inflamatória na fase crônica.  

Petray et al. (1993) avaliaram a influência do tratamento anti-IFN-γ e anti-IL-4 no curso da 

infecção murina com duas cepas reticulotrópicas, RA e Tulahuén, e a cepa Colombiana, miotrópica. 

Os autores observaram que na infecção com a cepa Colombiana o tratamento anti-IFN-γ e anti-IL-

4 não influenciou o curso da infecção, enquanto que na infecção com as cepas reticulotrópicas o 

tratamento anti-IFN-γ aumentou a susceptibilidade do hospedeiro ao parasito. Por outro lado, o 

tratamento anti-IL-4 aumentou a resistência do hospedeiro.  

Esses resultados corroboram com os dados clínicos de pacientes chagásicos, visto que 

comparando indivíduos chagásicos aos não infectados foi observada maior produção das citocinas 

IFN-γ, IL-4 e TNF-α pelos linfócitos T CD4+ frente à infecção chagásica (Lorena et al., 2010). Além 

disso, foi relatado aumento no nível sérico de IFN-γ no início da infecção, sendo essa a citocina 
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predominante até os primeiros 30 d.p.i.. Posteriormente, foi verificado que aos 60 d.p.i., ocorreu a 

inversão no perfil inflamatório do tipo 1 para o tipo 2 com predomínio de IL-4 e IL-10. Ressalta-se que 

o IFN-γ está associado à diminuição do parasitismo e pode favorecer o controle da inflamação 

cardíaca no modelo murino (Talvani et al., 2000). 

A relação entre o perfil da expressão de citocina e a forma clínica da DC humana já foi 

bastante estudada. Todavia ainda não está completamente caracterizada (de Melo et al., 2012). 

Ainda existem controvérsias, uma vez que alguns estudos indicam que na forma indeterminada há 

predomínio de citocinas pró-inflamatórias e na forma cardíaca o perfil predominante seja o anti-

inflamatório (de Melo et al., 2012). Por outro lado, resultados discordantes foram descritos por Abel et 

al. (2001), Gomes et al.  (2003), Souza et al. (2007) e Dutra et al. (2014), que indicaram níveis 

elevados de IFN-γ e TNF-α na forma cardíaca, sendo estas citocinas pró-inflamatórias produzidas por 

linfócitos, por outro lado, na forma indeterminada foi observado nível elevado de IL-10, produzido 

majoritariamente por monócitos CD14+, o que sugere um perfil modulador.  

Ressalta-se que ao relacionar a expressão de citocinas com a dilatação cardíaca foi 

observado predomínio na expressão de IFN-γ em cultura de sangue periférico de pacientes com a 

forma cardíaca dilatada e, por outro lado, predomínio na expressão de IL-4 em cultura de sangue 

periférico de pacientes com a forma cardíaca sem dilatação (Lorena et al.,  2010), o que pode sugerir 

uma relação entre o perfil das citocinas e a cardiomegalia, e que a cardiopatia tem impacto direto com 

a perda da qualidade de vida do paciente. 

De maneira complementar, na presença de estimulo in vitro com antígeno do T. cruzi, o 

padrão de expressão de citocinas pode se alterar. De maneira geral, em cultura de célula não 

estimulada, linfócitos T CD4+ e monócitos de pacientes chagásicos cardíacos produzem citocinas pró-

inflamatórias enquanto que PBMCs de pacientes com a forma indeterminada produzem citocinas anti-

inflamatórias. Todavia, frente ao estímulo com antígeno in vitro esse padrão de citocinas produzidas 

se altera, os pacientes cardíacos apresentam predomínio de citocinas regulatórias e pacientes com a 

forma indeterminada apresentam predomínio de citocinas pró-inflamatórias (Vitelli-Avelar et al., 2008). 

De modo contraditório, os resultados de Dutra et al. (1997) apontaram que a cultura de 

PBMCs de pacientes chagásicos crônicos apresentou maior expressão de IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-γ 

comparado a indivíduos não infectados, porém ao incubar as culturas com antígeno do parasito foi 

observado aumento na expressão de IFN-γ e diminuição nos níveis de IL-10.  

Ademais, salientamos que a produção de IFN-γ tem papel paradoxal ao ser relacionada tanto 

a cardiomiopatia chagásica crônica (Dutra et al., 1997; Gomes et al., 2003; Vitelli-Avelar et al., 2008; 

Lorena et al., 2010; Dutra et al., 2014) quanto a cura parasitológica (Bahia-Oliveira et al., 1998). Esta 

dúbia participação do IFN-γ foi apontado no estudo de Bahia-Oliveira et al. (1998) que avaliou grupos 

de pacientes chagásicos e tratados com Bz na fase aguda versus pacientes chagásicos crônicos. No 

grupo tratado, as PBMCs dos pacientes curados produziram maior quantidade de IFN-γ comparado a 

dos pacientes não curados. Por outro lado, o grupo crônico não tratado apresentou níveis maiores de 

IFN-γ comparado a pacientes com a forma indeterminada. 



DUZ, ALC                                                                                                                                                  Discussão 

69 

 

Neste trabalho, o tratamento de cães com Bz frente à infecção com a cepa Y favoreceu o 

aumento na produção de IFN-γ e IL-4 por linfócitos T CD4+. Semelhantemente, Sathler-Avelar et al. 

(2006) observaram em pacientes chagásicos que o tratamento com Bz favoreceu a produção de IFN-

γ e IL-10 por linfócitos T CD4+, fato esse que se torna relevante, uma vez que o Bz na presença da 

citocina IFN-γ favorece a fagocitose e a morte do parasito (Romanha et al., 2002). Todavia, o 

tratamento com Bz não favoreceu a produção de IFN-γ pelos linfócitos T CD8+, o que foi observado 

no grupo de cães infectados com a cepa Y, a diminuição na produção desta citocina após o 

tratamento de crianças com Bz também foi descrita por Cutrullis et al. (2011). 

Semelhantemente, o tratamento com Bz pode estar relacionado a mecanismos 

imunoregulatórios, ao modificar o balanço entre mediadores pró e anti-inflamatórios (Revelli et al., 

1999), uma vez que crianças tratadas com Bz apresentaram, na imunidade inata, aumento da 

quantidade de macrófagos e monócitos pró-inflamatórios. Todavia o aumento destas células não se 

relacionou com os níveis de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-γ e IL-12. Na imunidade adaptativa 

o tratamento favoreceu a produção de IL-10 por linfócitos T CD4+ e B. Desta forma, o tratamento com 

Bz controlou a resposta imune exacerbada em pacientes chagásicos (Sathler-Avelar et al., 2006; 

Sathler-Avelar et al., 2009). Além disso, o tratamento nos estágios iniciais da infecção chagásica, na 

maioria dos casos, é associado a níveis muito mais elevados de cura e desfechos clínicos 

satisfatórios (Galvão et al., 1993). 

Quanto aos linfócitos B, no presente estudo, foi observada diminuição na quantidade desta 

célula no sangue periférico dos animais infectados com as cepas Y e Colombiana. Essa diminuição 

do número de células B circulantes nos momentos iniciais da infecção do T. cruzi pode estar 

relacionada a apoptose (Zuñiga et al., 2000), bem como alguns pesquisadores apontaram a relação 

entre a ativação policlonal e a diminuição da proporção deste subtipo celular (Minoprio et al., 1989; 

Montes et al., 2002). Uma vez que o linfócito B tem importância em controlar a parasitemia, o 

parasitismo e favorecer a ativação de outras células que tem papel crítico na resistência ao patógeno 

intracelular. Este quadro de diminuição na quantidade de linfócitos B no sangue periférico foi 

previamente descrito por Carneiro et al.  (2007), que observaram na infecção experimental com T. 

cruzi em modelo canino a redução dos níveis de linfócitos CD21+. Com isto, sugerimos que a 

diminuição do número de linfócitos B pode não ser diretamente relacionada à cepa/DTU do parasito. 

Frente ao tratamento com Bz não foram observadas diferenças significativas no número de linfócitos 

B circulantes no sangue periférico dos diferentes grupos, o que pode sugerir que o tratamento foi 

importante ao proteger esta célula, que favorece a produção de citocinas IFN-γ e IL-12, a 

manutenção das células T efetoras de memória, bem como exerce papel crucial na manutenção dos 

linfócitos T CD8+ (Cardillo et al., 2007), tal como demonstrado na infecção experimental murina. 

Ademais, as células apresentadoras de antígeno, tal como os monócitos, são relevantes para 

direcionar a resposta imune pelos linfócitos T. Neste trabalho observamos monocitopenia nos animais 

infectados com a cepa Y ou Colombiana, independente do tratamento com Bz. Similarmente, esta 

diminuição do número de monócitos foi observada em cães naturalmente infectados por T. cruzi e 

soropositivos (Cruz-Chan et al., 2009). Sendo assim, aparentemente a diminuição do número de 
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monócitos no sangue periférico estaria relacionada à migração desta célula para os tecidos-alvo, nos 

diferentes estágios da infecção de acordo com a cepa infectante.  

Especificamente, ao quantificarmos os monócitos CD14+, a quantidade desta célula foi 

variável no grupo Y com diminuição primeiramente e posterior aumento, variação esta não observada 

no grupo tratado com Bz. Similarmente, esta redução no nível de monócitos CD14+ foi considerada a 

alteração mais relevante na fase aguda da infecção experimental com a cepa Be-78 do T. cruzi 

(Carneiro et al., 2007) e pode estar relacionada a migração dos macrófagos para o infiltrado 

inflamatório cardíaco (de Souza 2010). 

Sob o ponto de vista clínico, os monócitos apresentam diferenças funcionais conforme a 

forma clínica do paciente. Desta forma os monócitos CD14+ de pacientes chagásicos com a forma 

indeterminada apresentam características imunomoduladoras relacionada a baixa expressão de 

molécula de superfície HLA-DR e alta expressão de IL-10. Todavia monócitos CD14+ de pacientes 

chagásicos com a forma cardíaca favorecem a resposta imune pró-inflamatória com a alta expressão 

de TNF-α (Souza et al., 2004). Ou seja, a dicotomia entre a produção de citocina pró-inflamatória e 

anti-inflamatória aparentemente reflete no quadro clínico, uma vez que pacientes cardíacos 

apresentam maior produção de TNF-α e IFN-γ, que se correlacionam com a piora da função cardíaca 

e agravo do prognóstico da doença. Por outro lado, pacientes com a forma indeterminada, sem sinais 

clínicos aparentes, apresentam maior produção de IL-10. Estes dados sugerem que a produção de 

citocinas imunoreguladoras tem papel em controlar a progressão da doença nos pacientes com a 

forma indeterminada. Já nos pacientes chagásicos crônicos a expressão desta citocina não é 

suficiente para controlar o agravo da doença (Gomes et al., 2003; Talvani et al., 2004; de Araujo et 

al., 2011). Frente ao tratamento com Bz foi observada diminuição da capacidade fagocítica dos 

monócitos do sangue periférico dos pacientes com a forma indeterminada. Todavia essa redução não 

alterou o nível intracitoplasmático de óxido nítrico. Por outro lado, o tratamento de pacientes com a 

forma cardíaca não alterou a capacidade fagocítica e favoreceu a expressão das citocinas IL-10 e 

TGF-β pelos monócitos (Campi-Azevedo et al., 2015).  

Neste estudo, a análise histológica do átrio direito dos animais infectados mostrou a presença 

de infiltrados inflamatório no coração, com aumento significativo do número de células no miocárdio 

dos grupos infectados com as cepas Y e Colombiana na fase crônica em comparação ao grupo não 

infectado, similar ao observado na fase crônica da infecção experimental no modelo canino (Caliari et 

al., 2002; Guedes et al., 2009; Diniz et al., 2010). Ao avaliar o infiltrado inflamatório cardíaco de 

pacientes com CCC este é composto predominantemente por linfócitos T CD8+. Contudo, vale a pena 

salientar que esta inflamação tecidual depende de linfócitos previamente sensibilizados (Higuchi et 

al., 1997). 

Todavia, esta inflamação cardíaca descrita na infecção chagásica foi controlada frente ao 

tratamento com Bz na fase aguda, não sendo observada diferença significativa no número de células 

no átrio direito dos grupos de cães NIBz, YBz e ColBz, com exceção de somente um animal do grupo 

ColBz, que apresentou focos de infiltrado inflamatório. Esse quadro de inflamação cardíaca em um 

animal do grupo infectado com a cepa Colombiana e tratado é compreensível, visto que, esta cepa é 
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miotrópica e que respostas distintas podem ser desencadeadas frente ao tratamento, em diferentes 

indivíduos. Porém, de modo geral, o tratamento com Bz teve importante papel ao controlar a lesão e 

inflamação cardíaca, tal como demonstrado por Olivieri et al. (2010) e Oliveira-Silva et al. (2015) em 

camundongos experimentalmente infectados com T. cruzi. 

Quanto à análise da fibrose cardíaca, observamos aumento da área de colágeno no 

miocárdio no grupo infectado com a cepa a Y em comparação aos outros dois grupos experimentais 

(NI e Col). Esta fibrose é caracterizada pela deposição de colágeno intrafascicular, tal como 

previamente descrito em outros estudos com o modelo experimental canino por Lana et al. (1992), 

Guedes et al. (2009) e Diniz et al. (2010). Estas áreas de fibrose acarretam na desorganização e 

isolamentos dos cardiomiócitos, o que provavelmente contribui para as alterações 

eletrocardiográficas observadas tanto no modelo canino quanto na CCC (Caliari et al., 2002; Caldas 

et al., 2013). Contudo, frente ao tratamento com Bz não foi observada diferença significativa na área 

de fibrose no átrio direito dos animais infectados em relação aos não infectados. Os dados sugerem 

que a terapia com Bz controlou a deposição de colágeno e formação de áreas de fibrose, 

independente da cepa infectante. Isso seria esperado, uma vez que o tratamento com Bz previne a 

deposição de fibronectina, laminina e de moléculas da matriz extracelular, quadro este já descrito na 

infecção chagásica experimental (Olivieri et al., 2010). 

No conjunto, os dados demonstram que o tratamento com Bz na fase aguda foi eficiente em 

controlar a infecção chagásica, semelhante ao observado por diferentes autores (Guedes et al., 2002; 

Fernández et al., 2010; Olivieri et al., 2010; Santos et al., 2012). Além disso, a terapia com Bz 

minimizou a inflamação e fibrose cardíaca (Olivieri et al., 2010; Oliveira-Silva et al., 2015). 

Em pacientes chagásicos, a produção de IgG aumenta progressivamente, de maneira lenta 

no início da infecção, com pico de produção no 30º d.p.i. e mantendo-se elevada até o 93º d.p.i. 

(Grauert et al., 1993). Semelhantemente, no presente trabalho, observamos aumento do título do 

anticorpo IgG-anti T. cruzi na infecção com as cepas Y e Colombiana entre o 9º e o 30º d.p.i.. Esse 

resultado corrobora com outros trabalhos que avaliaram o comportamento sorológico na infecção 

experimental com T. cruzi no modelo canino.  Lana et al. (1991) observaram níveis de IgG superiores 

aos de IgM após a quinta semana de infecção, permanecendo até o 30º mês de infecção no modelo 

canino. Carneiro et al. (2007) apontaram pico de reatividade de IgG no 14º dia após a infecção 

experimental com a cepa Be-78 em cães sem raça definida. Essa detecção de IgG precocemente 

também foi observada na infecção experimental de cães da raça Beagle com diferentes cepas do T. 

cruzi, com aumento nos níveis de IgG a partir da segunda semana pós-infecção (Guedes, 2006).  

No presente trabalho, a eficácia do tratamento com Bz foi baseada na dosagem de IgG-anti T. 

cruzi nos diferentes tempos, através da reação de ELISA, por ser a negativação da sorologia 

convencional a última a negativar entre os exames (xenodiagnóstico, PCR e lise mediada pelo 

complemento) indicados para avaliação pós-tratamento segundo o critério clássico de cura de 

Cançado (2002) e WHO (2002). Aqui foi considerada negativa a sorologia abaixo do valor de corte 

nos tempos T4 e T5, bem como, a queda do título de anticorpos ao longo dos tempos pós-tratamento 
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até sua negativação (Krettli et al., 2009), identificado pela queda no título de IgG de T3 a T5, sendo a 

dosagem em T5 abaixo valor de corte.  

Portanto, baseado nesses critérios, observamos sororeversão em 75% dos animais dos 

grupos YBz e ColBz aos 180 dias após o tratamento com Bz. Estes resultados corroboram com os 

descritos por outros pesquisadores que observaram redução significativa no nível de IgG em cães 

infectados com cepas Y (Diniz et al., 2010) ou camundongos infectados com clones representantes 

das linhagens T. cruzi I e II (dos Santos et al., 2009) e tratados com Bz na fase aguda da infecção 

experimental.  

Semelhantemente, no acompanhamento clínico de 231 crianças tratadas com Bz na fase 

aguda foi observada soreversão em 88,2% e 93,9% dos pacientes aos 18 e 36 meses pós-infecção, 

respectivamente (Escribà et al., 2009). Ressalta-se que uma proporção significativa de casos com 

sorologia positiva no primeiro exame sororeverteu no segundo exame, particularmente os pacientes 

jovens, além disso, dentre os pacientes soropositivos no segundo exame 51% apresentavam clara 

tendência a soreversão, com diminuição significante nos títulos de anticorpo (Escribà et al., 2009). 

Com isso, o tratamento com Bz, mesmo na fase crônica levou a diminuição do título de anticorpo anti-

IgG principalmente nos pacientes tratados na forma indeterminada (Lana et al., 2009), porém seu 

desaparecimento só pode ser observado lentamente. Pois estes mesmos pacientes que 

apresentaram quedas de anticorpos, permaneceram sororeativos numa avaliação realizada 5 anos 

mais tarde (Machado-de Assis et al., 2013).  

Interessantemente, ao traçar um paralelo entre os resultados observados na análise 

histológica com os níveis de IgG-anti T. cruzi, frente ao tratamento com Bz na fase aguda, 

observamos que nos casos de sororeversão também foi observada melhora do quadro histológico 

cardíaco. 

Com relação aos casos em que não foi observada sororeversão, o cão 05 foi o único animal 

do grupo YBz a apresentar sorologia positiva aos 180 dias após o tratamento com Bz.  A análise 

histopatológica do átrio direito deste animal mostrou processo inflamatório cardíaco semelhante aos 

outros animais do grupo, contudo a área de fibrose foi qualitativamente intensa comparado aos outros 

animais. Conjuntamente, podemos sugerir que a infecção com a cepa Y favoreceu o início da 

inflamação cardíaca precocemente, e que na fase crônica do único animal com sorologia positiva, o 

processo de reparo tecidual estava em andamento, ou seja, a lesão persistia. 

 Quanto ao grupo ColBz, apenas o cão 13 apresentou sorologia positiva aos 180 dias após o 

tratamento e este foi o único animal que apresentou focos de infiltrado inflamatório moderado no 

tecido cardíaco, não observado nos outros animais desse grupo. Todavia, a área de fibrose foi 

semelhante em todos os animais do mesmo grupo. De maneira geral, esse dado corrobora com a 

caracterização de que a cepa Colombiana é “silenciosa” sob o ponto de vista da resposta 

imunológica, o que sugere que a inflamação do tecido cardíaco possivelmente se iniciou de maneira 

mais lenta. Desta forma, na fase crônica, quando não houve sororeversão foi observado processo 

inflamatório ativo e processo de reparo inicial, enquanto que nos animais com sorologia negativa o 

tratamento com Bz minimizou a inflamação cardíaca.  
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Logo, no presente trabalho, procuramos contribuir para a melhor compreensão das alterações 

imunopatológicas relacionadas à DTUs distintas do T. cruzi, bem como, elucidar a participação do 

tratamento com Bz frente à infecção chagásica experimental. Entretanto, acreditamos que a avaliação 

da cura através de outras metodologias pode corroborar os achados relatados, bem como, 

ressaltamos ainda que a avaliação de outras cepas/DTUs será importante.  
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A infecção com cepas pertencentes a diferentes DTUs tem impacto distinto sobre a resposta 

imunopatológica do hospedeiro. A infecção com a cepa Y do T. cruzi (TcII) desencadeou uma 

infecção com alterações na quantidade e na expressão das células mononucleares no sangue 

periférico, o que pode ter favorecido a migração destes subtipos celulares para os tecidos, o que 

causou inflamação tecidual, e subsequente fibrose cardíaca.  

A infecção com a cepa Colombiana do T. cruzi (TcI) favoreceu aumento do número de células 

da série vermelha, com discretas as alterações nas células imunes periféricas, permitindo a migração 

do parasito para o tecido, o que favoreceu as lesões inflamatórias, sem o início imediato do reparo 

cardíaco por tecido fibroso.  

 O tratamento com Benznidazol na fase aguda da infecção pode ter favorecido a lesão 

hepática e renal na fase aguda. Além disso, alterou, de modo discreto, a quantidade e expressão de 

algumas células mononucleares, mas a maior relevância do tratamento com Bz foi reduzir/suprimir a 

parasitemia na fase aguda, bem como, a inflamação e fibrose cardíaca na fase crônica independente 

da cepa infectante. 
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