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GUERREIRO, Marcos Lázaro da Silva. Influência do tratamento com benzonidazol na 
resposta imunológica de camundongos infectados com cepas do Trypanosoma cruzi de 
diferentes biodemas: comparação da resposta entre cepas suscetíveis e resistentes ao 
quimioterápico. Tese (Doutorado) - Fundação Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gonçalo 
Moniz, Salvador, 2014. 

 

 RESUMO 
 

A infecção pelo Trypanosoma cruzi determina uma resposta imunológica inata do hospedeiro 
vertebrado, decorrente da multiplicação parasitaria em macrófagos e a produção de Interferon 
gama (IFNy) pelas células T ativadas, além de estimulação policlonal de células do baço, com 
imunossupressão.  Por outro lado tem sido demonstrado que o tratamento com quimioterápico 
Benzonidazol em camundongos infectados, além de determinar uma destruição dos parasitos, 
tem também uma ação sobre o sistema imunológico em camundongos infectados com cepas 
do T. cruzi com diferentes graus de suscetibilidade ao Benzonidazol, como a cepa Y 
(suscetível ao quimioterápico) e a cepa Colombiana (resistente). No presente estudo procura-
se investigar a influência do tratamento com o Benzonidazol sobre a resposta imunológica em 
camundongos infectados com cepa suscetível (Cepa Y) ou resistente (Colombiana). Foram 
utilizados 320 camundongos, subdivididos em grupos experimentais: Infectados tratados cepa 
Y (YT) e não tratados (Y-NT); Colombiana tratados (COL-T) e não tratados (COL-NT), 
Tratados não infectados (TNI) e Controles sem tratamento (CI). O inóculo foi de 1,0 x 104 por 
via intraperitoneal. O tratamento foi iniciado no pico parasitêmico de cada cepa, sendo no 7º 
dia após a infecção nos animais infectados pela cepa Y e, nos tratados e não infectados, no 
18º dia de infecção na cepa Colombiana. A quimioterapia foi realizada em 60 doses 
(100mg/kg/dia de Benzonidazol-Benz). Os camundongos sacrificados na fase aguda e na fase 
crônica em todos os grupos tiveram as secções de coração e músculo esquelético coletadas, 
fixadas e processadas para o estudo histopatológico em secções coradas pela Hematoxilina & 
Eosina e Picro-Sirius. Investigou-se a resposta humoral pela sorologia (Imunofluorescência 
indireta) e pela reação de Elisa. A resposta celular pela proliferação celular do baço, e pela 
avaliação quantitativa das subpopulações celulares no baço de CD4+, CD8+, células de 
memórias CD62L, células B e macrófagos. Também foi investigada a hipersensibilidade tardia 
pelo teste cutâneo (DTH). Os títulos sorológicos variaram de negativo a 1/640 YT, de 1/80 a 
1/640 COL-T, de 1/80 a 1/2560 COL-NT, de negativo a 1/10 nos grupos TNI e CI. A dosagem 
das imunoglobulinas IgM, IgG1, IgG2a e IgG total, mostraram-se mais elevadas no grupo COL-
NT em relação aos grupos avaliados. A dosagem das citocinas circulantes IL-6 IL-10, MCP-1, 
INF-γ e TNF-α, foram mais elevados na cepa Y, e o tratamento com Benz, não foi capaz de 
alterar os índices circulantes nos animais TNI. As análises citométricas do baço na fase aguda 
demonstraram maior frequência de CD4+ e CD8+ no grupo TNI; de células de memória 
(CD62L/CD4 e CD8) no grupo YT; de CD11b no grupo COL-NT fase aguda e na YT na fase 
crônica; e de células B (B220) no grupo CI. Na fase crônica foi evidenciado maior frequência 
de CD4+ e CD8+ no grupo COL-T; de células de memória: (CD4/CD62L) no grupo YT e 
(CD8/CD62L) no COL-T; de CD11b no YT; e de células B (B220) CI. Em nossos resultados 
constatamos pela análise dos infiltrados inflamatórios (miocárdio e músculo esquelético) 
lesões mais extensas no grupo COL-NT em relação a todos os grupos analisados (COL-T, 
YT). A análise do teste cutâneo de hipersensibilidade tardia demonstrou maior celularidade 
evidenciada pelos infiltrados inflamatórios e pelo edema nos tempos de 48 e 72 horas no 
grupo YT. Nossos resultados sugerem que o tratamento com Benz tem influência sobre a 
resposta imunológica em camundongos.  
 
Palavras-chave: T. cruzi, Biodemas, Benzonidazol, Resposta imunológica, imunoregulação, 
susceptibilidade/resistência. 



 

GUERREIRO, Marcos Lázaro da Silva. Influence of treatment with Benzonidazol on the 
immunological response of mice infected with Trypanosoma cruzi strains of different 
Biodemes: comparison between susceptible and resistant strains to chemotherapy with BENZ. 
Tese (Doutorado) - Fundação Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz, Salvador, 
2014. 
 

 

ABSTRACT 
 

Infection with T. cruzi determines an immunological response in the vertebrate host, wit h 
parasites multiplication in macrophages, with production of TNFα by these cells an IFNγ, by 
stimulated T. cells: a polyclonal multiplication of spleen cells is present, with 
immunossuppression. Treatment of infected mice with BENZ showed that this chemotherapy 
determines  parasitic destruction and also stimulates the immunological system in mice 
infected either with the Y or the Colombian strain which differs in the susceptibility to 
chemotherapy with BENZ. In the present study we intend to investigate the influence of 
treatment with BENZ on the immunological response in mice infected either with  the Y strain 
(susceptible) or the Colombian strain (resistant). This study was performed  by comparing the 
results obtained with the groups of mice not infected and treated, and infected controls, not 
treated. Material and methods : Number of animals: 320, sub-divided  in the experimental 
groups:Ystrain infected and treated with BENZ(YT) or not-treated (YNT); Colombian treated 
(COL-T) and not-treated (COL-NT); treated not infected (TNI); Control not treated (COL-NT).  
Inoculum : 1x104 trypomastigotes, (blood forms) injected intraperitoneally. Treatment  was 
initiated in the peak of parasitemia for each strain:7th day for the Y strain and in the 18th day in 
the infection with the Colombian strain. Chemotherapy was performed in 60 doses (100mg x 
kg x day) of BENZ. Mice were killed  in the acute and chronic phases post infection; sections 
of the heart and skeletal muscles  were collected, fixed and processed for histopathology, in 
sections stained with Hematoxylin and Eosin, and with Picro-Sirius staining, for collagen. The 
humoral response was evaluated by serological reactium of indirect immununofluorescence 
and ELISA reaction. Celular responses were evaluated by celular proliferation in the spleen of 
CD4+, CD8+ and memory cells (CD62L) macrophages and B cells. DTH was evaluated by 
intradermal skin teste. Serological titles varied in ted several grupos follows: YT: 0 - 1/640; 
COL-T: 1/80 to 1/640; COL-NT: 1/80 to 1/2560; TNI and CI: 0 – 1/10. Immunoglobulins leves 
(IgM, IgG1, IgG2a and total IgG) were higher in the groups COL-NT as ampered with the other 
groups. Evaluation of serum cytokines leves (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-γ and TNF-α): They 
were higler in mice infected with the Y strain. Treatment with Benzonidazole/BENZ did not 
influence the levels of cytokines in the group TNI. Cytometric analysis of the spleen in the 
acute phase showed a higher frequency of CD4+ and CD8+ cells in the group TNI; B cells 
(B220) in the CI group. In the chronic phase it has been show a higler frequency of CD4+ AND 
CD8+ in the groups COL-T; memory cells (CD4/CD62L) in the group YT; CD8/CD62L in the 
group COL-T; CD11B in the group COL-T acute phases the YT acute chronic . Histopathology 
of the heart and muscles showed presence of inflammatory infiltrates more intense in the 
group COL-NT as compared whit the several groups. The Skin Test for DTH revealed a higler 
cellularity of the inflammatory infiltrates in the groups YT, with 48 and 72 hours. Results 
suggest an influence of treatment with BENZ on the immunological response.          
 
Key words: Trypanosoma cruzi, Chemotherapy-Benznidazole, Resistance, Susceptibility, 
Immunological response. 
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1   INTRODUÇÃO 

 

1.1 O TRYPANOSOMA CRUZI: ASPECTOS BIOLÓGICOS E TAXONÔMICOS  

 

 

O Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, é um parasito com 

ciclo de desenvolvimento heteroxênico complexo, que se alterna entre um 

hospedeiro vertebrado da classe Mamalia e um inseto vetor da Ordem Hemíptera 

família Reduviidea.  

 

Com relação ao comportamento do parasito no inseto vetor, esse pertence à seção 

Stercoraria, proposta por Hoare, onde estão incluídos os triponosomas que tem seu 

ciclo de desenvolvimento completado na porção retal do vetor com liberação das 

formas infectivas pelas fezes ou urina, pertencem a essa seção o T. cruzi e T. 

lewisi (WHO, 1978).  

 

Quanto à posição sistemática, esse protozoário flagelado pertence à classe 

Zoomastigofora, Ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae, Gênero 

Trypanosoma, Subgênero Schyzotripanum (CORLISS, 1994;  MYLER, 1993). 

O T. cruzi apresenta em seu ciclo vital, as formas amastigota, epimastigota e 

tripomastigota. Em hospedeiros vertebrados da classe Mamalia, ocorrem as formas 

tripomastigotas sanguícolas e amastigotas intracelulares (forma de reprodução no 

vertebrado). Em hospedeiros invertebrados e em meios de cultura predominam as 

formas epimastigotas.  

   

Durante seu repasto habitual, os triatomíneos se infectam ao sugarem um 

hospedeiro vertebrado, ingerindo formas tripomastigotas sanguícolas, iniciando-se 

uma nova fase de desenvolvimento intrínseco à espécie. Esse ciclo evolutivo dá-se 

na porção anterior do intestino médio do hemíptero, onde as formas tripomastigotas 
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sanguícolas transformam-se em esferomastigotas e posteriormente em 

epimastigotas. As formas epimastigotas, ao chegarem à porção posterior do 

intestino médio, encontram um ambiente bioquimicamente favorável, onde se 

instalam e mantêm a infecção durante toda a vida do inseto, restabelecendo a 

capacidade reprodutiva do parasito, através de uma multiplicação ativa por divisão 

binária. Essas formas ao chegarem ao intestino posterior dos triatomíneos, sofrem 

uma metamorfose retomando à forma tripomastigota. A transformação de 

epimastigotas em tripomastigotas metacíclicos (metaciclogênese), é um fenômeno 

intrínseco e determinante no ciclo de vida deste parasito (REY, 2002; SCHAUB, 

1989). 

 

1.2 CEPAS DE TRYPANOSOMA CRUZI   

 

Desde os estudos iniciais com Carlos Chagas (1909), até os dias atuais, os 

pesquisadores sempre procuram isolar as formas parasitárias em humanos, em 

animais naturalmente infectados e vetores.  Segundo LUMSDEN (1977), cepas de 

Trypanosoma cruzi são isoladas mantidas em laboratório através de passagens 

sucessivas em hospedeiros vertebrados ou em culturas axênicas, insetos vetores, 

meios de cultura e criopreservação, possuindo um ou mais caracteres específicos.  

 

Atualmente sabe-se que esses isolados, com relação à espécie Trypanosoma 

cruzi, são compostos de populações multiclonais com uma ampla diversidade de 

comportamento, susceptibilidade, tropismo celular, virulência, patogenicidade e 

polimorfismo (ANDRADE; 1974; TIBAYRENC et al., 1986; TIBAYREC & AYALA, 

1988).    
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1.3 BIODEMAS: TIPOS BIOLÓGICOS      

                  

ANDRADE et al., (1970) caracterizaram as cepas do T. cruzi em três tipos de 

acordo com parâmetros morfológicos e histopatológicos tais como: parasitemia, 

morfologia no sangue periférico, tropismo tissular, virulência e patogenicidade. 

Posterioemente ANDRADE  (1976), em amplo estudo, o qual reunia  um grupo 

diversificado de cepas de T. cruzi, correlacionou estes caracteres à ocorrência de 

tipos  biológicos característicos, ou Biodemas: 

 

1. Tipo I: amostras representadas pelas cepas Y e Peruana, com  

predominância de formas delgadas, picos parasitêmicos altos e precoces, 

reticulotropismo nas fases iniciais da infecção; 

 

2. Tipo II: definido por amostras do Recôncavo Baiano, 12SF, 21SF, as quais 

são cepas que apresentam evolução mais lenta de parasitemia, com picos 

irregulares entre 12º e 20º dias de infecção, predominância de formas 

largas, mas com ocorrência de formas delgadas no início da infecção, e 

macrofagotropismo e miotropismo predominantemente para o miocárdio.  

 

3. Tipo III: as amostras apresentam baixa multiplicação parasitária, com picos 

altos de parasitemia entre 20º e 30º dias da infecção, baixas taxas de 

mortalidade, predomínio de formas largas durante a infecção e tropismo 

para músculo esquelético, existindo  como protótipo a cepa Colombiana. 

 

Essa classificação biológica foi a primeira correlação feita de uma série específica 

de caracteres morfobiológicos e comportamentais no T. cruzi, sendo recomendada 

pela WHO (1986), e utilizado até os dias atuais.  
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1.4 ESTRUTURA CLONAL DAS CEPAS DO TRYPANOSOMA CRUZI  

 

Clones são isolados populacionais de parasitos, provenientes de uma única célula 

que por divisões mitóticas (fissão binária), dá origem a células filhas geneticamente 

idênticas entre si. 

 

Os estudos relacionados à genética de população utilizando o T. cruzi têm 

demonstrado que as cepas desse parasito apresentam uma estrutura 

multicloclonal, sendo compatível com a sua reprodução por divisão binária com 

ausência ou raras trocas gênicas (TIBAYRENC et al., 1986; DA SILVEIRA et al., 

2000; LANA et al., 2000).  

 

Posteriormente estudos experimentais utilizando cepas e clones de Trypanosoma 

cruzi, originárias de hospedeiros diversos, demonstraram haver uma ampla 

variação intra-específica dentro dessa espécie. Essa variação pode ser também 

explicada pela ampla diversidade filogenética e comportamental desse parasito 

(LANA et al., 2000).  Essa ampla diversidade gênica tem sido demonstrada 

fenotipicamente através de: isoenzimas; diferenças no polimorfismo do parasito em 

sangue periférico, virulência; capacidade de multiplicação no hospedeiro, 

patogenicidade, susceptibilidade frente a agentes quimioterápicos entre outras 

características causando implicações importantes na imunopatologia da doença de 

Chagas (BRENER e CHIARI 1963; BRENER, 1969; ANDRADE,1974; MILES et al., 

1980; ANDRADE et al., 1985;  ANDRADE et al., 1991; COURA e CASTRO , 2002; 

DEVERA et al., 2003).   

 

Análises posteriores utilizando técnicas moleculares específicas (RFLP & RAPD), 

em um grande número de isolados, correspondentes a genótipos clonais, 
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demonstraram haver uma grande variabilidade genética entre cepas e clones, 

concordantes com a heterogeneidade dentro da espécie (TIBAYREC e AYALA, 

1988; ANDRADE, 1990; TIBAYRENC et al., 1993; MACEDO e PENA, 1998). 

  

CAMANDAROBA et al. (2006), estudando o comportamento biológico e o 

histotropismo de clones isolados da cepa Colombiana por micromanipulação 

(DVORAK,  1985),  no 10º e no 30º da infecção, observaram que essas populações 

clonais apresentaram tropismo preferencialmente para músculo esquelético, 

reproduzindo  o mesmo comportamento da cepa parental. Os estudos moleculares 

dessa mesma cepa e de seus clones demonstraram homegeneidade genótipica 

atraves do RFLP do KDNA. 

 

CAMPOS & ANDRADE (1996), estudando  a cepa parental 21SF,  seus clones e 

subclones, demonstraram alta similaridade genotípica e fenotípica entre a cepa e 

seus clones. Esses achados confirmam a hipótese da predominância de um clone 

principal, responsável pelas características intrínsecas às cepas de T. cruzi 

(ANDRADE, 1999). 

  

1.5 HETEROGENEIDADE, DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA E POSIÇÃO 

FILOGENÉTICA ATUAL DO T.CRUZI 

Os primeiros estudos com linhagens diferentes datam da década de 60, quando 

reunidas diferentes cepas de T. cruzi, isoladas de pacientes chagásicos residentes 

em diferentes áreas geográficas (Colômbia/cepa Col; São Felipe-Ba/cepa 21SF e 

São Paulo/cepa Y), foi demonstrado que esses isolados apresentavam caracteres 

biológicos (Parasitemia, Mortalidade e padrões histopatológicos) que as 

diferenciavam (ANDRADE, 1964/1974). Esses achados foram recentemente 

ratificados através de múltiplos estudos comparativos (ZINGALES et al., 2009). 
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Os primeiros achados moleculares sobre a heterogeneidade das diferentes 

linhagens do gênero T. cruzi versam sobre os achados de MOREL et al. (1980), os 

quais,  estudando cepas isoladas de pacientes chagásicos de diferentes origens, 

demonstraram populações heterogêneas, através da análise do kDNA MOREL et 

al. (1986).  

 

Posteriormente, os estudos de genética de populações envolvendo as cepas de T. 

cruzi revelaram ser essa espécie composta de populações e subpopulações 

multiclonais  (TIBAYREC e AYALA, 1988; TIBAYRENC et al., 1986). Ainda na 

década de 80, por análise de marcadores polimórficos foi confirmada a grande 

diversidade gênica dentro da espécie já vista por outros métodos biopatológicos e 

bioquímicos já empregados (ANDRADE, 1974; ANDRADE et al., 1983;  ANDRADE 

et al., 1985).  

 

Análises realizadas a partir uma ampla diversidades de técnicas e métodos, a 

comunidade de pesquisadores que trabalha com a espécie T. cruzi, criou as 

expressões T. cruzi I e T. cruzi II, (SATELLITE MEETING, 1999), para identificar 

dois grandes grupos distintos ou linhagens, já  bem caracterizadas por vários 

pesquisadores. No centenário da doença Chagas, foi realizado um novo “Satellite 

Meeting” com objetivo correlacionar  a nomenclatura do T.cruzi com os marcadores 

de caracterização das cepas, visando melhorar a comunicação dentro da 

comunidade científica, sendo adotada nesse novo a taxonomia das cepas do 

T.cruzi, baseadas nas DTU’s (discrete typing units) sendo atualmente classificadas 

em T.cruzi I a VI (ZINGALES et al., 2009). Inicialmente foi proposto que o  Taxa T. 

cruzi I circulava principalmente  em mamíferos e triatomíneos silvestres, enquanto 

que o T. cruzi II estava associada ao ciclo doméstico da doença  e a infecção em 

humanos (FERNANDES et al., 1998;  FERNANDES et al., 1999; ZINGALES et al., 
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1998). Porém estudos mais recentes versando sobre ecologia do Trypanosoma 

cruzi em ambientes naturais têm demonstrado a presença do T. cruzi II, também 

compondo o ciclo silvestre bem como infectando pelo menos cinco ordens de 

mamíferos (LISBOA et al., 2008).  

 

Associação dessas linhagens filogenéticas em diferentes hospedeiros demonstrou 

que os ciclos silvestre e doméstico são conectados, com polimorfismo genético 

intragrupo (SANTOS et al., 2002). LISBOA et al., (2008), estudando o papel da 

ordem Chiroptera (morcegos) presentes em diversos biomas tropicais brasileiro, e 

sua possível correlação na manutenção da infecção pelo T. cruzi, demonstraram a 

presença dos dois Taxa: T. cruzi I e T. cruzi II bem com a presença de infecção 

mista. A caracterização de 11 cepas isoladas de humanos, triatomíneos e 

marsupiais, em Santa Catarina-BR,  utilizando múltiplos marcadores biológicos e 

moleculares  demonstrou ampla heterogeneidade intragrupo, bem como, mistura 

de cepas em um mesmo hospedeiro (ANDRADE et al., 2011).  

 

ANDRADE e MAGALHÃES (1997), em amplo estudo, tendo como alvo o 

comportamento biológico e bioquímico de 138 cepas de Trypanosoma cruzi, das 

várias regiões brasileiras e sulamericanas, ratificaram a correlação entre os 

Biodemas e Zimodemas: Tipo I e Z2b, Tipo II e Z2, Tipo III e Z1, confirmando a 

predominância do mesmo Biodema e do Zimodema para uma determinada área 

geográfica. Estudos multicêntricos envolvendo cepas e clones de Trypanosoma 

cruzi das mais diversas áreas geográficas têm revelados dados importantes sobre 

o comportamento biológico, bioquímico, molecular e filogenético das cepas deste 

parasito. A análise de 146 isolados de T. cruzi obtidos em países da América 

Latina, revelou diferenças significativas envolvendo a linhagem T. cruzi I e T. cruzi 
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II, tanto com relação aos aspectos clínicos da doença como a plasticidade gênica 

da Linhagem T. Cruzi II e  ampla distribuição da espécie (HIGO et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mapa representativo da distribuição das linhagens de T. cruzi I ou VI nas Américas do Norte 

e do Sul segundo a classificação pelos DTUs (Discrete Typing Units). As áreas em azul 

predominância do ciclo de transmissão silvestre e as em vermelho do ciclo doméstico. Fonte: 

Trypanosoma cruzi Strains. PP 58-59 (2010),  www.nature.com/outlooks .  

 

Esses achados sugerem que a redução na diversidade da fauna selvagem de 

mamíferos, em paralelo aos fluxos migratórios e o processo de urbanização 

descontrolada de áreas antes desabitadas, serem os possíveis fatores da 

interconexão dos ciclos doméstico e selvagem na espécie Trypanosoma cruzi. 

 

1.6  RELAÇÃO PARASITA – HOSPEDEIRO NA ESPÉCIE TRYPANOSOMA 

CRUZI 

 

1.6.1 Polimorfismo das formas sangüícolas do T. cruzi   

 

Análises morfológicas de tripomastigotas sangüícolas permitiram definir, 

claramente, a existência de heterogeneidade, detectada nas diferentes cepas 
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desde os primeiros trabalhos de Carlos Chagas (1909). Essas variações 

morfológicas, denominadas de polimorfismo, guardam relações importantes com a 

fisiopatologia intrínseca desse parasito.    

 

Em análises morfológicas de isolados de T. cruzi em esfregaços de sangue  

periférico fixados e corados, são identificados dois padrões morfologicamente  bem 

delineados: formas delgadas e largas.  O aparecimento das formas delgadas 

decorre da multiplicação parasitária intensa, enquanto que as formas largas 

prevalecem em cepas pouco virulentas no decurso da evolução da infecção 

(BRENER e CHIARI, 1963; ANDRADE, 1970; ANDRADE, 1974). 

 

As formas delgadas seriam mais infectantes para células e camundongos, 

desenvolvendo nesses, parasitemias mais precoces, porém mais sensíveis à ação 

de anticorpos circulantes. Já as formas largas são menos infectantes, apresentado 

parasitemias mais tardias em animais experimentais e mais resistentes a 

anticorpos circulantes, permanecendo assim mais tempo na corrente circulatória 

(BRENER, 1969). 

 

Com relação ao parasitismo e ao histotropismo, as formas delgadas têm 

preferência pelo sistema mononuclear fagocitário do baço e do fígado, sendo 

denominados de macrofagotrópicas. As cepas com predominância de formas 

largas possuem um tropismo tissular para as células musculares cardíacas, 

esqueléticas e da musculatura lisa, sendo denominadas de miotrópicas (ANDRADE 

et al., 1985; ANDRADE, 1990).  

 

1.6.2 Curvas de parasitemia e índices de mortalidade: Caracteres intrínsecos 

das cepas de T. cruzi. 
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As curvas de parasitemia representam a multiplicação parasitária durante o curso 

da infecção podendo ser utilizadas para análise das variações intra-específicas na 

caracterização de cepas de Trypanosoma cruzi.   

Segundo ANDRADE, et al. (1970), cepas que apresentam predomínio de formas 

largas desde a fase inicial da infecção geralmente têm um padrão de curva 

parasitêmica com ascensão lenta, picos máximos entre 20 e 30 dias, seguidos de 

diminuição lenta do número de parasitos e uma mortalidade variável, sendo a 

multiplicação do parasito um caráter próprio das cepas (ANDRADE, 1976). 

 

Essa multiplicação parasitária encontra-se associada a características intrínsecas 

das cepas, mas também depende de fatores extrínsecos do parasito, tais como, o 

estado imunológico e nutricional do hospedeiro, a idade do animal infectado e a 

dose do inóculo (ANDRADE, 1979). 

 

A taxa de mortalidade também é um outro critério biológico importante para 

caracterização das cepas de T. cruzi, permitindo correlações relevantes entre essa 

característica e outras, tais como: virulência e patogenicidade (ANDRADE, 1974).  

 

1.7 SUSCEPTIBILIDADE DAS CEPAS DE T. CRUZI AOS QUIMIOTERÁPICOS  

 

Dados da literatura chamam a atenção para os diferentes índices de 

susceptibilidade das cepas de T. cruzi, aos quimioterápicos. Os estudos sobre a 

quimioterapia da doença de Chagas têm demonstrado nítidas diferenças de 

suscetibilidade aos quimioterápicos Benzonidazol e  Nifurtimox, em diferentes 

cepas do T. cruzi  (ANDRADE e FIGUEIRA, 1977; FILARDI e BRENER, 1982;  

CANÇADO, 2002; NOGUEIRA et al, 2007; VIOTTI et al., 2011). O tratamento em 

pacientes residentes em áreas endêmicas em diferentes países ainda demonstram 
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resultados contraditórios (CAMPOS et al., 2005; CANÇADO et al.,1975; PINTO et 

al., 2009).  

 

As variações quanto ao grau de resistência e susceptibilidade foram relacionadas 

com os diferentes biodemas (ANDRADE e FIGUEIRA, 1977; ANDRADE et al., 

1977; ANDRADE et al., 1985a).  Estes estudos caracterizaram as cepas de Tipo I 

(Y e Peruana) como de alta suscetibilidade, as de Tipo II (cepas de São Felipe e 

Mambaí) como de média suscetibilidade e as de Tipo III (Colombiana e 

Montalvânia) como de alta resistência.  Enquanto as cepas de Tipo I e III 

apresentam respectivamente, índices de cura uniformes, as cepas de Tipo II 

apresentam uma alta variabilidade na resposta aos dois quimioterápicos 

(ANDRADE et al., 1985; CAMPOS et al., 2005).  

 

A resposta da cepa 21SF, Biodema Tipo II, Zimodema 2, T. cruzi II, e dos seus 

referidos ao tratamento quimioterápico com Benzonidazol por longo período, 

demonstrou um índice de susceptibilidade desses clones e da cepa ao 

quimioterápico entre 25 a 100% (CAMPOS et al., 2005). CAMANDAROBA, (1999), 

estudando o comportamento biológico e a resposta dos clones da cepa 

Colombiana (Biodema Tipo III, Zimodema I, incluída no Taxa T. cruzi I), 

demonstrou elevada resistência desses clones ao Benzonidazol, semelhante à 

cepa parental, indicando uma maior identidade entre os mesmos em relação à 

resposta ao quimioterápico.  

 

ANDRADE et al. (1992), em estudo experimental de onze cepas de T. cruzi, 

isoladas por xenodiagnóstico e por subinoculação a partir de pacientes da região 

central do Brasil, os quais foram submetidos à quimioterapia, revelou uma taxa de 

cura entre 66 e 100%, em camundongos infectados com cepas do Tipo II e de 0-
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9% nos animais infectados com cepas do Tipo III, a correlação entre os resultados 

do tratamento em pacientes e em camundongos foi de 81,8% (9 de 11 casos), 

envolvendo as cepas do Biodema Tipo II / T. cruzi II, os quais diferem quanto à 

susceptibilidade aos quimioterápicos, esses achados atualmente podem ser 

explicados pela composição multiclonal das cepas de T. cruzi (CAMPOS et al., 

2005).  

 

DE CASTRO et al. (2006), estudando a ação do tratamento com Benzonidazol em 

27 pacientes na fase crônica da doença de Chagas tratados e não tratados, 

observaram mudança no perfil da parasitemia via hemocultura, revelando um 

sucesso de 88,8% contra 11,2% de insucesso na reversão dessas parasitemias, 

onde concluíram ser o Benzonidazol, uma forte droga de efeito tripanocida. VIOTTI 

et al. (2011), avaliando a ação do tratamento com Benzonidazol em pacientes na 

fase crônica, revelaram ser o tratamento um fator de impacto sobre a sorologia 

específica, levando a uma sorologia negativa completa ou parcial nos níveis de 

anticorpos anti T. cruzi, que consistiu em uma possível eliminação ou redução da 

carga parasitária. 

 

DOS SANTOS et al. (2008) estudando a resistência de populações de T. cruzi ao 

benzonidazol, demonstraram que essas populações quando mantidas 

permanentemente através de passagens sucessivas in vivo ou in vitro, podem 

desencadear mecanismos de estabilidade/instabilidade fenotípicas tais como 

resistência a droga, bem como, aumento e diminuição da virulência. 
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1.8 QUIMIOTERAPIA NA DOENÇA DE CHAGAS E SUA AÇÃO SOBRE O 

SISTEMA IMUNOLÓGICO  

 

Diversos estudos clínicos e experimentais chamam a atenção para o papel 

sinérgico entre o tratamento com benzonidazol (N-benzyl-2-nitroimidazole 

acetamida) e o sistema imunológico (MURTA et al.,1999; OLIVEIRA-BAHIA et al., 

2000; OLIVIERI et al., 2002; VIOTTI et al., 2011).  Entre os fatores que podem 

estar envolvidos no maior ou menor grau de resistência ao tratamento, está a 

resposta imunológica determinada no animal experimental por diferentes cepas, 

tendo sido evidenciado uma menor capacidade de indução da citocina IL12 pelas 

cepas mais resistentes (MICHAILOWSKY et al., 2001). ROMANHA et al. (2002), 

investigando a resposta quimioterápica em camundongos infectados com a cepa Y 

(suscetível ao Benzonidazol) em camundongos  não geneticamente modificados 

(selvagens) e em camundongos knockout (KO) para o IFN-α e, o papel deste 

durante a infecção demonstraram correlações importante entre os níveis INF-α 

durante o tratamento com benzonidazol refletido nos índices de cura entre os 

animais selvagens. 

OLIVIERI et al. (2005), estudando o papel do tratamento com o benzonidazol sobre 

a resposta imune de camundongos infectados com uma cepa susceptível e, a 

diminuição nas taxas de apoptose em linfócitos duplo positivo CD4+/CD8+ no timo, 

verificaram menores índices de apoptose dessas células, nos camundongos 

infectados e tratados em relação aos camundongos infectados não tratados, 

correlacionando embora que parcialmente, a preservação da homeostasia do timo 

ao tratamento com benzonidazol.  
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Estes estudos sugerem um importante papel da resposta imunológica em relação à 

suscetibilidade ou resistência dos hospedeiros frente aos quimioterápicos. Deste 

modo é importante se investigar se a resistência/susceptibilidade das cepas de T. 

cruzi estaria relacionada com a resposta imunológica desenvolvida pelo 

camundongo à infecção e, a ação do Benzonidazol sobre a resposta imune de 

camundongos infectados com cepas de Trypanosoma cruzi de diferentes 

susceptibilidades.  

 

Experimentalmente a infecção pelo T. cruzi determina uma resposta celular do 

baço e nos linfonodos, órgãos linfóides, que apresentam na fase aguda da infecção 

uma ativação policlonal de linfócitos CD4+, CD8+ e B  (D’IMPERIO et al., 1985; 

OLIVIERI et al.,2006), traduzida morfologicamente por uma evidente 

esplenomegalia, linfoadenomegalia e alterações da sua estrutura e celularidade. A 

reação celular do baço na infecção pelo T. cruzi, é evidente, com proliferação de 

linfócitos e presença de células blásticas nas polpas branca e vermelha, hiperplasia 

dos centros germinais dos folículos linfóides (ANDRADE et al., 1985b). Esta reação 

difere cineticamente, conforme o tipo de cepa do parasito em relação à intensidade 

da proliferação celular no baço, bem como, dos níveis de imunoglobulinas no soro 

e na evolução da parasitemia nos camundongos infectados pelas diferentes de 

cepas (ANDRADE et al., 1985).  

 

 A ativação policlonal na infecção pelo T. cruzi, corresponde a uma 

imunossupressão que se traduz pela baixa resposta de anticorpos específicos na 

fase aguda e elevação das imunoglobulinas inespecíficas: IgG1, IgG2a, IgG2b, IgM 

(ANDRADE et al., 1985b). O estudo da resposta imunológica em seis diferentes 

linhagens isogênicas de camundongos e a avaliação quanto à variação dos níveis 
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de IgG durante o curso da infecção, revelaram que a infecção por cepas de T. cruzi 

de diferentes Biodemas,  leva a variações nos níveis de IgG circulantes (ANDRADE 

et al, 1985a).  

 

DOS SANTOS et al. (2009), em estudo experimental utilizando os diferentes Taxa 

(T. cruzi I e T. cruzi II) demonstraram que os diferentes genótipos clonais do T. 

cruzi são capazes de influenciar na expressão de diferentes classes de 

imunoglobulinas. Em relação à resposta dos órgãos linfóides em camundongos 

infectados e tratados com o Benzonidazol, observou-se no tratamento da infecção 

aguda com cepa Y, reversão total do aumento da massa absoluta do baço no 9º dia 

pós-tratamento e a expansão das células T foi revertida no 14º dia pós tratamento 

(OLIVIERI et al., 2006). LIMA et al. (2001), verificaram que o tratamento com o 

Benzonidazol na fase aguda da infecção, inibe a produção de TNF-α pelos 

macrófagos do baço, diminuindo a necrose tissular e elevando os índices sobrevida 

dos camundongos.  

 

1.9 ASPECTOS GERAIS À RESPOSTA IMUNE NA INFECÇÃO PELO T.  CRUZI 

 

A infecção pelo T. cruzi em hospedeiros vertebrados promove a ativação e o 

desenvolvimento de  reações imunopatológicas cruciais, ativando e recrutando uma 

diversidade de subpopulações do sistema imune incluídos macrófagos, linfócitos B, 

linfócitos T CD4+, CD8+, células NK,  moléculas protéicas e enzimáticas, como a 

via alternativa do complemento (C’) e a secreção hepática de da proteína C reativa 

de fase aguda  (BRENER e GAZZINELLI,  1997; CARDILLO et al., 1996; 

MEDRANO–MERCADO et al., 1996). 
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Após a infecção, células do sistema mononuclear fagocitário (macrófagos) quando 

infectados passam à secretar citocinas e quimiocinas responsáveis pelo 

desenvolvimento,  ativação e recrutamento de várias populações celulares 

envolvidas na regulação da resposta imune (LAUCELLA et al., 1996). Estudos 

mostram que os macrófagos e cardiomiócitos quando infectados podem produzir e 

responder a quimiocinas após a infecção com o T. cruzi.  Essas quimiocinas 

facilitam a produção de TNF-α pelos macrófagos infectados atuando em sinergia 

com IFN-γ para mediar à morte do parasito (ALIBERTI et al., 1999).  

 

Inicialmente a resposta humoral inata realizada por anticorpos, em associação com 

as células fagacíticas, corroboram com o sistema imune inato, opsonizando as 

formas circulantes e ou eliminando-as através da amplificação da fagocitose e da 

ativação do sistema complemento. Múltiplos estudos chamam a atenção sobre a 

importância das duas populações celulares centrais TCD4 e  TCD8 na imunidade 

celular durante a  infecção pelo T. cruzi. A reação celular do baço na infecção pelo 

T. cruzi, é evidente, com proliferação de linfócitos e presença de células blásticas 

nas polpas branca e vermelha, hiperplasia dos centros germinais e dos folículos 

linfóides (ANDRADE et al., 1985b).  

 

Em modelos experimentais TARLETON et al. (1992) foi evidenciado que a deleção 

de células TC8+ em camundongos C57BL/6 (resistentes) e C3H (susceptíveis), 

bem como, animais duplamente deficientes em células T CD4 e T CD8, e 

posteriormente infectados pelo T. cruzi, passavam a desenvolver altos índices de 

parasitemia e mortalidade já nas fases inicias da infecção, quando comparados 

com animais normais que controlavam a parasitemia frente a inóculos similares 

(ROTTENBERG et al., 1993; TARLETON et al., 1992). Foi posteriormente 
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demonstrado no tocante à imunidade celular que a depleção de células T CD8+, 

durante infecção pelo T. cruzi resultou no aumento da resposta inflamatória e no 

crescimento do parasitismo tissular do miocárdio, sugerindo o papel crucial dessas 

populações no controle do parasitismo tanto na fase aguda como na fase crônica 

da infecção em humanos e animais (MARTIN e TARLETON, 2005).  

 

Em paralelo, a resposta humoral dá-se pela ativação policlonal de linfócitos B nos 

centros germinais no baço e linfonodos, sendo essa ativação regulada através das 

células T CD4+ e pela secreção de suas citocinas que induzem essas células a se 

diferenciarem em plasmócitos e a concomitante secreção de imunoglobulinas 

protetoras, tendo o Isotipo IgG papel crucial na imunoproteção (ANDRADE, 2000; 

ANDRADE et al., 1983/1985; TAKEARA et al., 1981 OCHSENBIEN e 

ZINKERNAGEL, 2000;). ANDRADE , et al. (1985) analisando a resposta 

imunológica em camundongos infectados com diferentes cepas de T. cruzi, 

observaram altos níveis de imunoglobulinas coincidentes com os altos níveis de 

parasitemia e mortalidade. ANDRADE et al. (1985b), analisando aspectos 

imunológicos em seis diferentes linhagens de camundongos detectaram níveis 

mais elevados de IgG2a e IgG2b nos animais infectados com a cepa Colombiana 

com relação às cepas Peruana e 21SF, tendo essas imunoglobulina papeis cruciais 

para o controle e resistência, desses animais à infecção. POSTOL et al. (2001), 

avaliando a resposta humoral em camundongos C57Bl/6 knockout para células B e 

animais normais, infectados por uma cepa do Taxa   T. cruzi II biodema Tipo II, 

demonstraram  que animais deficientes de células B  apresentaram altos níveis de 

parasitemia em comparação com os normais, sugerindo uma relativa importância 

das células B na resposta imune à infecção pelo Trypanosoma cruzi. 
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1. 10 A DOENÇA DE CHAGAS: O PAPEL DO T. CRUZI E AS FORMAS CLÍNICAS  

 

A doença de Chagas apresenta-se com uma doença polimórfica complexa e 

multifatorial. Muitos aspectos associados à patogenia da doença estão associados 

a mecanismos imunoregulatórios com uma participação especial de células 

dendriticas, linfócitos CD4+ e CD8+ (ANDRADE et al., 2000; PORTELLA e 

ANDRADE, 2009; MARTIN e TARLETON,  2004).  A infecção do hospedeiro 

vertebrado ocorre quando esse entra em contato com as dejeções intestinais do 

inseto vetor (triatomíneo), contaminadas com as formas tripomastigotas 

metacíclicas, através das mucosas ou alternativamente por outros mecanismos não 

vetoriais (LARANJA, 1953).  Quanto aos aspectos sintomatológicos (fases aguda e 

crônica) e clínicos da doença, bem como, suas manifestações desenvolvidas, 

podemos classificar as diferentes formas clínicas: cardíaca (CARD), digestiva (DIG) 

ou cardiodigestiva (CDG) e indeterminada (IND).  

 

A fase aguda caracteriza-se pelas primeiras manifestações clínico-imunológicas, 

em resposta à interação parasito-hospedeiro, desencadeada pela penetração do 

parasito nas células alvo. Nos humanos e no animal experimental, essa fase inicial 

da infecção, dá-se pela intensa multiplicação do parasito, tendo como 

conseqüência o surgimento dos primeiros focos inflamatórios (ANDRADE, 1979). 

Com relação ao quadro clínico da doença na fase aguda, o indivíduo pode 

manifestar sinais característicos variáveis como o sinal de Romaña, que é 

caracterizado pelo desenvolvimento de edema bipalpebral, unilateral, elástico, 

indolor e de coloração róseo-violácea, acometendo na grande maioria das vezes 

apenas um dos lados da face. (ROMAÑA, 1935).    
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Outra característica marcante da fase aguda é a parasitemia. Esta é bem evidente, 

tornando fácil a visualização do parasito em amostras de sangue periférico 

coletadas do indivíduo, ficando na dependência da quantidade de parasitos que 

consegue infectar o indivíduo, conforme discutido por ROMANHA e TERRACINI 

(1945).  

 

Na infecção em humanos alguns indivíduos apresentam um quadro de alterações 

sistêmicas, como o edema subcutâneo, aumento de volume dos linfonodos, 

hepatoesplenomegalia, complicações cardíacas e meningoencefálicas, podendo 

haver uma mortalidade nessa fase variando entre 6% a 10% dos indivíduos 

infectados. Na infecção experimental é evidenciado parasitismo tissular 

dependente da cepa, ocasionando lesões em diferentes orgãos, com parasitemias 

de curso mais precoce (cepa Y),  de curso mais lento (cepa 21SF) e mais tardio 

(cepa Colombina), com consequente destruição de miócitos e cardiomiócitos, 

gerando intensa miosite, miocardite e lesões de arterite e periarterite (ANDRADE e 

FREITAS, 1987; ANDRADE et al., 1985; SILVA et al., 1985).  

 

No coração a inflamação assume um padrão difuso, com presença de células 

inflamatórias mononucleares e edema de miocárdio, que se estende ao sistema de 

condução, nervos e gânglios nervosos autônomos, estando inflamação geralmente 

acompanhada por necrose de células parasitadas ou não, além de alterações 

eletrocardiográficas, arritmias, falha e colapso cardíaco (ANDRADE, 1990; 

ANDRADE, 1984; ANDRADE e ANDRADE, 1968).  

 

1.11 ASPECTOS IMUNOPATÓLOGICOS DA FASE CRÔNICA 

Os pacientes que sobrevivem à fase aguda passam a uma fase crônica, em que a 

maior parte dos pacientes apresenta-se na forma indeterminada da doença, sendo 
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esta caracterizada pela ausência de manifestações clínicas, eletrocardiográficas e 

radiológicas em pacientes sorologicamente positivos e com xenodiagnóstico 

também positivo.    

 

Achados epidemiológicos apontam que cerca de 30% dos indivíduos infectados 

evoluem para uma fase crônica cardíaca. Essa transição ocorre provavelmente 

devido a uma imunomodulação existente entre o hospedeiro e o parasita, aliado a 

um com complexo multifatorial envolvendo o tamanho do inóculo, tipo de cepa  e o 

grau de resistência e susceptibilidade do individuo (ANDRADE, 1999). 

A forma crônica cardíaca da doença de Chagas se caracteriza por uma miocardite 

progressiva associada ao recrutamento e a presença de células inflamatórias 

mononucleares, áreas de necrose de fibras cardíacas e musculares, formação de 

trombos, envolvimento do sistema nervoso autônomo e do sistema excito- condutor 

do coração, dilatação de câmaras cardíacas e fibrose cicatricial, associada a um 

considerável infiltrado inflamatório difuso, composto por linfócitos T e macrófagos, 

num processo característico da reação de hipersensibilidade tardia (ANDRADE, 

1979; ANDRADE, 2000; ANDRADE, 1999).  

 

Estudos clínicos e experimentais avaliando o perfil das lesões inflamatórias e das 

populações celulares na fase crônica, através da imunohistoquímica evidenciaram 

ampla destruição de fibras cardíacas com presença ou ausência de parasitismo, 

áreas necrótico-fibrosas, apoptose de miocélulas em associação com a presença 

de linfócitos T CD4+ e T CD8+, sendo essas células essenciais na imunoproteção 

e também na geração das lesões (ALVAREZ et al., 2008; ANDRADE, 2000;  

GRIMAUD e ANDRADE, 1984; REIS et al., 1994).  
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A miocardite crônica chagásica fibrosante observada na infecção pelo T. cruzi, e as 

lesões de necrose arteriolar e de destruição focal de células cardíacas não-

parasitadas, sugere a participação de mecanismos imunológicos geradores da 

hipersensibilidade tardia na imunopatogenia dessas lesões. A hipersensibilidade 

tardia pode ser explicada através das células especializadas na apresentação de 

antígenos (dendríticas), que ao reconhecerem os antígenos do T. cruzi mantêm a 

estimulação da resposta celular em camundongos cronicamente infectados. 

PORTELLA e ANDRADE (2009), estudando aspectos imunopatológicos na fase 

crônica da infecção em cepas suscetíveis e resistentes, demonstraram um papel 

importantes das células dendríticas intersticiais do miocárdio na apresentação de 

antígenos parasitários às células T CD4 no baço, e concomitante ativação e 

recrutamento de linfócitos TCD8, bem como, manutenção de focos inflamatórios 

difusos e focais no miocárdio e persistência dos títulos sorológicos em animais 

tratados e curados.  

 

A avaliação da participação das células dendríticas intersticiais sobre os 

mecanismos de hipersensibilidade tardia e, sua co-relação na ativação dos 

mecanismos regulatórios em animais infectados com a cepa Colombiana, foi 

evidenciada predominância quantitativa de células T CD8+ através de anticorpos 

monoclonais, nas lesões necrótico-inflamatórias do baço, músculo esquelético e 

miocárdio, demonstrando a participação efetora dessas células (THÉ et al., 2013) 

Nesse mesmo estudo, animais infectados e tratados com ciclofosfamida, droga 

capaz de promover a desregulação dos mecanismos imunoregulatórios, 

apresentaram lesões necrótico-inflamatórias mais intensas quando comparado com 

animais não tratados.   
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1.12 O PAPEL DAS CITOCINAS NA INFECÇÃO PELO T. CRUZI 

 

Outro componente importante do processo imunopatológico envolvido nessas 

lesões, são as citocinas pró-inflamatórias do tipo Th1 (TNF-α, IFN-γ, IL2, IL12). A 

resistência à infecção pelo T. cruzi, caracteriza-se por uma resposta Th1 precoce 

de ampla ação, quando comparada com animais suscetíveis (ZHANG e 

TARLETON 1996). Estudos clínicos e experimentais têm demonstrado a influência 

das citocinas IL-2, IL-12, TNF-α, e IFN-γ, sobre a evolução das lesões inflamatórias 

em múltiplos órgãos (ANDRADE et al., 2006; MARIANO et al., 2008; VILLANI et al., 

2010).  CUTRULLIS et al. (2011), estudando o papel das citocinas na infecção 

experimental demonstraram a influência do IFN-ƴ sobre as lesões e a modulação 

da expressão gênica do cardiomiócito levando a conseqüências no sistema de 

condução muscular e no ritmo cardíaco. 

 

 SANOJA et al. (2013), estudando a participação de linfócitos TCD4+, e seu papel 

nos infiltrados inflamatórios no coração de camundongos de duas linhagens 

diferentes, demonstraram uma correlação entre aumento de TNF-α no soro e o 

aumento dos infiltrados inflamatórios nesses camundongos infectados em relação 

aos não infectados. Esses estudos demonstram serem essas citocinas (IFN-ƴ  e 

TNF-α) importantes no recrutamento de populações inflamatórias e na geração de 

lesões.   

 

GUEDES et al. (2009), estudando a evolução da cardiopatia crônica no modelo 

canino e a influência das citocinas IFN-ƴ, TNF- α e IL-10, demonstraram in vitro e in 

vivo que os animais com alta produção de IFN-ƴ, TNF- α apresentavam maiores 

índices de miocardite, cardiomegalia e fibroses, tanto na fase aguda como na fase 

crônica, e baixos níveis de IL-10. Outras investigações, no entanto, chamam a 
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atenção do papel protetor dessas citocinas pró-inflamatórias na defesa do 

hospedeiro e na imunidade contra ao T. cruzi (BERMEJO et al., 2013; GUTIERREZ 

et al., 2009; SILVA et al., 1991; SILVA et al., 1992). Outras citocinas tais como 

TGFβ, IL-11 e IL-6, estão relacionadas com o aumento da expressão de moléculas 

de adesão tais como: CAM, LFA, VLA-4 e VCAM; dados da literatura sugerem que 

tanto as citocinas inflamatórias como as antiinflamatórias determinam um padrão 

de resposta celular e consequentemente gravidade das lesões. 

 

Desta forma, os estudos imunopatológicos da cardiopatia crônica nos diversos 

modelos revelam que os fenômenos descritos acima, estão associados a infiltrados 

inflamatórios difusos e focais, compostos de subpopulações de macrófagos, 

linfócitos e plasmócitos, sendo a intensidade das lesões variáveis de acordo com a 

cepa, tamanho do inóculo e com a susceptibilidade do hospedeiro. 
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2   HIPÓTESE DE INVESTIGAÇÃO 

 

 

Dados da literatura chamam a atenção para os diferentes índices de 

susceptibilidade das cepas de T. cruzi, aos quimioterápicos. CAMPOS et al. (2005) 

estudando a susceptibilidade/resistência da cepa 21 SF (São - Felipe/Ba) e de seus 

clones em relação à cepa parental, frente à quimioterapia com Benzonidazol, 

detectaram variabilidade nos índices de cura que variaram de 25 % a 100%, 

demonstrando que essas populações diferem quanto ao grau de resistência ao 

quimioterápico. A ação conjunta do tratamento com recombinante de IL-12 na 

indução de IFN-α associado ao tratamento com Benzonidazol, elevou os índices de 

eficácia do quimioterápico em camundongos infectados e tratados 

MICHAILOWSKY et al. (1998). A investigação do efeito do tratamento com 

Benzonidazol sobre a resposta imune em camundongos infectados com cepa Y do 

T. cruzi (susceptível) demonstrou alta diminuição da carga parasitária, redução da 

massa absoluta do baço e dos linfonodos, menores índices de apoptose de 

Linfócitos CD4+/CD8+ duplo positivos, bem como impediu o esgotamento clonal 

dessas células mantendo parcialmente a homeostasia do timo (OLIVIERI et al., 

2005; OLIVIERI et al., 2006). Estes resultados permitem sugerir que o 

Benzonidazol interfere na resposta imunológica em camundongos infectados pelo 

T. cruzi, o que concorreria para aumentar a ação anti-parasitária do quimioterápico. 

 

Baseados  nestas investigações elaboramos a seguinte hipótese: 

 

Sendo o Benzonidazol um quimioterápico largamente utilizado no tratamento da 

doença de Chagas, a ação desta droga, potencializaria mecanismos 

imunoregulatórios em camundongos infectados com cepas de T. cruzi de diferentes 

Biodemas, as quais diferem nos índices de susceptibilidade ao quimioterápico, com 
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a possível influência desta resposta nos mecanismos imunoregulatórios e na 

resposta ao tratamento.  
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3   JUSTIFICATIVA  

 

Investigações experimentais já demonstraram que a variabilidade no que tange a 

susceptibilidade à infecção pode ser influenciada por fatores diversos dentre eles, 

a resposta imune do hospedeiro e o tipo de cepa do parasito (ANDRADE, 1979; 

ANDRADE, V. et al, 1985a; MAGALHÃES e ANDRADE, 1991).  

Os achados da presente investigação poderão contribuir para uma melhor 

interpretação dos estudos experimentais que versam sobre o tema, assim como, 

dos casos clínicos observados em pacientes infectados por cepas de T. cruzi de 

diferentes Biodemas, presentes nas diversas áreas endêmicas do continente 

americano, as quais diferem quanto ao nível de susceptibilidade aos 

quimioterápicos. Vale ressaltar também, que o presente estudo investigará de 

forma conjunta o papel do quimioterápico (Benzonidazol) sobre a resposta imune 

com cepas de diferentes susceptibilidade na fase aguda e crônica da infecção. 

Assim os resultados encontrados na presente investigação poderão contribuir de 

forma somatória para uma melhor compreensão dos mecanismos 

imunoregulatórios, envolvidos na susceptibilidade/resistência das diferentes cepas 

de T. cruzi.  
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4   OBJETIVO GERAL 

Investigar a resposta imunológica em camundongos infectados com cepas do T. 

cruzi de diferentes Biodemas (atualmente incluídas em diferentes Taxa T. cruzi I e 

T. cruzi II) suscetíveis (cepa Y) e (Colombiana) resistentes ao quimioterápico, 

procurando verificar a influência do tratamento com Benzonidazol sobre os 

mecanismos imunoregulatórios envolvidos na infecção pelo T. cruzi.  

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 1 – Estudar o efeito do benzonidazol sob a resposta imunológica em 

camundongos Suíços nas fases aguda e crônica da infecção, infectados com as 

cepas Y e Colombiana  

2 - Avaliar os componentes celulares do processo inflamatório no coração e 

músculo esquelético, em animais infectados tratados e não tratados nas fases 

aguda e crônica da infecção pelas cepas Y e Colombiana, animais tratados não 

infectados (TNI) e controle; 

 

3 - Investigar as alterações na resposta humoral pela dosagem total de 

imunoglobulinas e, sorológica pelos níveis de anticorpos específicos através da 

imunofluorescência indireta (sorologia); 

4 - Quantificar as populações celulares (linfócitos B, CD4+,CD8+, células de 

memória, macrófagos) no baço em animais infectados não tratados, infectados e  

tratados e nos tratados e não infectados, na fase aguda e crônica da infecção 

através da citometria de fluxo; 
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5 – Investigar os níveis e circulantes de citocinas durante o tratamento na fase 

aguda e na fase crônica da infecção, em todos os grupos experimentais. 
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5   CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

Para a realização do presente estudo, o projeto foi submetido à avaliação pelo 

Comitê de Ética e pesquisa no uso de animais de Laboratório (CEUA), do Centro 

de Pesquisa Gonçalo Moniz / Fiocruz - Unidade Bahia, sendo seu número de 

aprovação (013/09). Todas as atividades relacionadas ao uso e manipulação 

desses animais estão de acordo com as normas éticas exigidas pelo referido 

comitê.  

 

6   MATERIAL E MÉTODOS  

 

6.1 CEPAS DE TRYPANOSOMA CRUZI 

 

Foram utilizadas as cepas Y (suscetível) e Colombiana (resistente) com diferentes 

índices de susceptibilidade ao Benzonidazol. Essas cepas vêm sendo mantidas 

através de passagens sucessivas em camundongos, em meio de cultura acelular e 

criopreservação no Laboratório de Chagas Experimental Autoimunidade e 

Imunologia Celular - LACEI. Essas foram classificadas de acordo com seu 

comportamento biológico (parasitemia, morfologia do parasito em sangue 

periférico, virulência, patogenicidade, tropismo tissular), como Biodemas Tipo I e III 

e zimodemas Z1 e Z3, sendo incluídas no Taxa T. cruzi I e T. cruzi II. 
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6.2  INOCULAÇÃO E CÁLCULO DO INÓCULO 

 

Os animais em todos os grupos experimentais foram inoculados por via 

intraperitoneal, com 1 x 104 formas tripomastigotas sanguícolas de sangue citratado 

provenientes dos animais infectados com as  referidas cepas.  

 

6.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS E ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Para o estudo da resposta imunológica ao tratamento foram utilizados 140 

camundongos Suíços albinos, não isogênicos, de ambos os sexos, com 18 a 25 

gramas de peso corporal, mantidos no Biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo 

Moniz-FIOCRUZ. Os camundongos foram divididos em grupos de animais os quais 

compuseram os diferentes grupos experimentais: infectados e tratados (YT – COL-

T), infectados e não tratados (COL-NT), Tratados não infectados (TNI) e controles 

com gavados com PBS (Controles). 

 

7   PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

Os camundongos de todos os grupos experimentais foram avaliados quanto ao 

comportamento biológico (parasitemia, mortalidade, estudo histopatológico), bem 

como, a resposta humoral e celular. Para a realização dos procedimentos 

experimentais, todos os camundongos foram eutanasiados seguindo os protocolos 

do comitê de ética e experimentação animal (CEUA).     

 

7.1 TRATAMENTO QUIMIOTERÁPICO 

O benzonidazol foi administrado na dose de 100mg/kg/dia por entubação esofágica 

nos grupos experimentais YT, COL-T, TNI.  
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O tratamento foi realizado em 60 doses sendo iniciado no sétimo dia de infecção 

para cepa Y e no 180 para a cepa Colombiana, correspondendo à evolução da 

parasitemia nos respectivos grupos experimentais. No grupo tratado e não 

infectado (TNI) seguiu-se o mesmo esquema quimioterápico. 

 

7.2  PARASITEMIA 

 

A parasitemia referente a todos os grupos experimentais (Infectados e tratados e 

Infectados e não tratados, cepas Y e Colombiana), foi avaliada em dias alternados 

a partir do 7º dia de infecção até sua negativação. A avaliação foi feita pela 

contagem do número de formas tripomastigotas sanguícolas circulantes, obtidas 

pela secção da cauda de cada animal infectado, e examinado entre lâmina 

lamínula 22 x 22 mm, em 50 campos microscópicos (40 x 10). O acompanhamento 

da parasitemia de cada grupo, foi realizada com uma amostra de cinco animais 

sendo os resultados representados pela média aritmética das contagens obtidas 

nos cinco animais (ANDRADE, 1974). Para a geração das curvas parasitêmicas, 

foi utilizado o graphPad Prism 5.0.  

 
7.3 TAXA DE MORTALIDADE 

 
A taxa de mortalidade foi avaliada durante todo o estudo sendo determinada pela 

porcentagem em relação ao número de animais sobreviventes, excluído-se os 

animais sacrificados para o estudo histopatológico. 
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7.4 EUTANÁSIA  

 

Todos os animais pertencentes aos vários grupos foram submetidos à eutanásia 

por exsanguinação após serem anestesiados com Ketamina/Xilaxina diluídas em 

PBS, na proporção volumétrica de 1/1. 

 
7.5 EUTANÁSIA E SACRIFÍCIOS 

O período de sacrifício em todos os grupos experimentais teve início como base os 

grupos infectados e tratados. Os sacrifícios foram iniciados 48 horas após o inicio 

do tratamento e, seguiram posteriormente de forma seqüenciada até após 60º 

dose do quimioterápico. A seqüência sistemática dos intervalos deu-se em: 48 

horas após início do tratamento; cinco  dias; dez dias; 15 dias; 20 dias; 25 dias 

correspondendo a fase aguda e opôs a 30º  e 60 doses fase crônica. A avaliação 

da fase crônica deu-se, em todos os grupos tratados e não tratados, exceto na 

cepa Y não tratada devido a mortalidade total no 12 dia pós infecção. 

 
7.6 ESTUDO HISTOPATOLÓGICO 

Para a obtenção das secções histopatológicas a serem estudadas, os fragmentos 

de músculo esquelético, coração, baço e fígado, foram coletados (após serem 

submetidos à perfusão pela injeção no ventrículo esquerdo de PBS 1x pH 7.4, 

gelado após a secção da veia porta), e fixados em formol Milloning,  encaminhados 

ao laboratório de Histotecnologia Fiocruz / Unidade Bahia, para serem incluídos em 

parafina e posteriormente obtidas secções de 5µm, corados em Hematoxilina e 

Eosina ou pelo método do Picro-sirius para identificação de fibrose do miocárdio e 

de músculo esquelético  (H&E) para o referido estudo. 

O estudo histopatológico foi realizado em todos os grupos experimentais (cepa Y 

animais tratados, cepa Colombiana animais tratados e não tratados, animais 
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tratado não infectados e controles sem tratamento). Os animais foram sacrificados 

de acordo com o esquema do tratamento quimioterápico, comparando-se a 

intensidade das lesões fibrótico-inflamatórias do miocárdio, músculo esquelético, 

baço e fígado entre os grupos infectados e tratados (YT, COL-T), infectados não 

tratados (COL-NT) e tratados não infectados (TNI). Os animais controles serviram 

de parâmetro para as respectivas análises. 

 

A análise realizada foi semi-quantitativa, sendo a intensidade das lesões 

inflamatórias expressas em +, ++ e +++ com a seguinte correspondência: (+) lesão 

discreta, correspondendo ao escasso (difuso e focal) infiltrado mononuclear e/ou 

pequenos focos de inflamação monuclear; (++) lesão moderada, representada por 

difuso infiltrado mononuclear mais acentuado com focos inflamatórios localizados e 

lesão de miócitos; (+++) lesão intensa que corresponde a denso infiltrado difuso 

e/ou infiltrados focais extensos e confluentes, correspondendo à necrose de 

miócitos. Os casos representativos de fibrose, nos vários grupos, foram 

selecionados para a obtenção de secções coradas com Picro-sírius red.  

 

7.7 PESO DO BAÇO 

 

Para avaliar o peso do baço, os animais de todos os grupos  experimentais, após 

serem eutanasiados e perfundidos, tinham o órgão retirado através de remoção 

cirúrgica e pesado em balança tipo analítica. O peso obtido em grama do baço foi 

catalogado para posterior geração do gráfico representativo dos valores em grama. 

Para a geração do gráfico foi utilizado o graphPad Prism 5.0. 

 

7.8 IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA (SOROLOGIA) 
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Para realização da imunofluorescência indireta (INF), cada animal teve o seu 

sangue coletado através de secção da veia da porta, sendo o sangue posto em 

tubo da marca Falcon, refrigerado no gelo por um período de 1 hora, em seguida 

centrifugado por três minutos a 1000 G, o soro obtido foi acondicionado em tubos 

de 100 μL e congelado até a realização do teste. 

Para a Titulação dos anticorpos foram preparadas diluições seriadas do soro em 

PBS de 1/10 a 1/256 em placas de múltiplos poços, de fundo em U.  Após essa 

etapa o volume de 10 µL das diluições de cada poço foi distribuído nas lâminas 

contendo o antígeno de T. cruzi. Em seguida as lâminas foram incubadas em 

câmera úmida a 37ºC por um período de 30 minutos. Passado o período de 

incubação as lâminas foram submetidas a três lavagens sequenciais com PBS 1X 

pH 7.4, por um período de 5 minutos em cubetas próprias e secas a temperatura 

ambiente. Posteriormente, foram aplicadas 10 µl do anticorpo IgG anti-mouse 

conjugado ligado à fluoresceína (Sigma), sobre cada poço das várias laminas 

sendo em seguida incubadas a 37ºC na estufa por mais 30 minutos. 

Retiradas da estufa após o período de incubação as lâminas foram submetidas a 

três lavagens seguidas com PBS de 5 minutos, secadas e montadas com tampão 

Carbonato/Bicarbonato pH 9.6 (0,02M) e analisadas no microscópio Zeiss de 

epifluorescência.  

 

 

 

7.9  DOSAGEM DE ISOTIPOS DE IMUNOGLOBULINAS: MÉTODO DE ELISA 

 

As placas de poliestireno, foram sensibilizadas com antígeno bruto do T. cruzi 

diluído em tampão carbonato 0,05M, pH 9,6 numa concentração de 1,0 µg/poço 

(estabelecida previamente) e incubadas durante a noite, a 4ºC. As placas foram 
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lavadas com PBS na concentração de 1,0%, pH7,4, os sítios livres bloqueados 

pela adição de leite desnatado (5%) diluído em PBS-Tween (0,3%) e incubadas em 

câmera úmida durante uma hora à temperatura ambiente. Antes de cada etapa de 

incubação foram realizadas lavagens com PBS-Tween 0,05%. Em seguida as 

amostras de soro dos camundongos foram diluídas em PBS-Tween 1:100 

(previamente testada) e novamente incubadas um hora a 4ºC. Na etapa seguinte, 

as placas foram incubadas com anti-imunoglobulina (Ig) de camundongo para os 

seguintes isotipos, IgG total, IgG1, IgG2a e IgM (SIGMA) nas diluições de 1:1000, 

em PBS-Tween 0,05% e incubadas por uma hora a 370C. Como substrato, foi 

utilizado tetrametil benzidina (TMB)-peroxidase (SIGMA) para detectar interação 

antígeno-anticorpo. A reação foi interrompida com a adição de H2SO4 2N e a 

leitura da placa foi feita em espectrofotômetro com o comprimento de onda de 

490nm. 

 

7.10 DOSAGEM DAS CITOCINAS  

 

As citocinas IL-6, IL-10, MPC-1, TNF e IFN-γ foram dosadas no plasma dos 

camundongos (infectados e tratados cepa Y, infectados tratados e não tratados 

cepa Colombiana e tratados não infectados) através do Kit Cytometric Bead Array - 

CBA (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). Para a detecção o das 

concentrações o Kit possui beads de captura específica (FL3) para cada citocina de 

interesse, que são esferas ligadas a um anticorpo específico com intensidades de 

fluorescência distintas, e um anticorpo de detecção conjugado a ficoeritrina (PE - 

FL2). Os anticorpos proporcionam um sinal fluorescente proporcional com a 

quantidade de citocinas capturadas. Uma curva padrão para cada citocinas foi 

utilizada como referência de concentrações conhecidas, e abrange um conjunto 
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definido de concentrações de 20 a 5.000 pg/mL. Para construção da curva padrão 

foi realizada uma diluição seriada. Para isso utilizamos um tubo falcom de 15mL 

(Top Standert), ao qual transferimos as esferas do Standert e acrescentamos 2 mL 

do Assay diluente, incubamos por 15 minutos em temperatura ambiente. Foram 

identificados oito ependorffs (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:264), nos quias 

foram acrescentados 300 μL do ensaio diluente para a realização da diluição 

seriada. Após essa etapa, acrescentamos a diluição seriada num volume de 25μL 

da solução em cada poço da placa (96 poços, fundo U) devidamente identificados 

para posterior aquisição. Posteriormente as amostras de plasma foram distribuidas 

nos poços, seguintes aos da curva padrão, na concentração de 25 μL. 

Para a realização da dosagem as amostras de plasma dos animais representativos 

dos vários grupos e os padrões, foram incubados com as beads e o PE por três 

horas. Para a distribuição das beads foi feito um mix, constituído por uma alíquota 

de 5 μL de cada bead de captura para cada poço de ensaio a ser analisado, 

incluido os padrões. (ex. 5 μL da Bead Capture IL-8 × 20 poços = 100 μL).  

Seguindo a distribuição do mix de beads adicionamos 25μL do PE (anticorpo de 

detecção) a cada poço e incubamos por três horas na geladeira e protegido da luz. 

Após a incubação foi feita a lavagem com 200 μL com o tampão de lavagem 

(centrifugação refrigerada, 1500 rpm, 10min), em seguida descartamos o 

sobrenadante vagarosamente e ressuspendemos as amostras e os padrões com 

200 μL com o tampão de lavagem.  

Os dados foram adquiridos por citometria de fluxo (BD FACSArray) e a análise 

realizada pelo Software FCAP Array (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, 

USA) considerando uma curva padrão (pg/mL). 
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7.11  PREPARAÇÃO DAS CÉLULAS DO BAÇO PARA COLORAÇÃO E 

QUANTIFICAÇÃO POR CITOMETRIA DE FLUXO. (FACS) 

 

Inicialmente o baço foi extraído cirurgicamente dos camundongos provenientes dos 

diferentes grupos experimentais, e então suavemente divulsionados para obtenção 

das células. Estas células foram lavadas por 2 vezes, por centrifugação a 1000 

rpm por 15 minutos a 4º C. Após a primeira centrifugação, o sobrenadante foi 

ressuspendido em PBS pH 7.4  e após os primeiros artefatos ou “debris”, se 

depositarem sobre o fundo do tubo, retirou-se a solução em outro tubo a fim de 

que sejam excluídos os artefatos depositados.  Posteriormente, foi efetuada uma 

nova centrifugação e por fim a ressuspensão em cerca de 3 mL de RPMI 

incompleto.  Para preservação das células viáveis, as mesmas foram mantidas em 

gelo.  Após as lavagens, o número de células foi determinado pela contagem em 

câmara de Neubauer.  Ao se obter o número de células por mililitros, foram 

preparadas diluições contendo 2 x 106  células em cada 100 μL. Em seguida a 

esse procedimento as células foram plaqueadas em placas de 96 poços (“Falcon”), 

sendo adicionando 2 x 106 células/poço, e posteriormente centrifugadas a 394 x G 

por 3 segundos. O próximo passo foi à ressuspensão cuidadosa  por “agitação” 

utilizado-se o Vortex, e imediatamente  adicionado em cada poço cerca de 100 μL 

de tampão de FACS, constituído de PBS, 5% (v/v) Soro Fetal Bovino e 0,1% (p/v) 

Azida. Alíquotas de 100µL das suspensões celulares foram então incubadas, por 

30 minutos a 40C e protegidos da luz, com os seguintes anticorpos monoclonais 

(mAbs) anti-camundongos: anti-CD4 e anti-CD8 conjugados com isotiocianato de 

fluoresceína (FITC); anti-CD45RB, anti-CD62L e CD11b em seguida, as células 

foram lavadas 3 vezes por centrifugação e ressuspensas em 0,5 mL de PBS.  As 
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suspensões de células foram submetidas à leitura em citômetro de fluxo 

(FACScan, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA).  

 

7.12  TESTE CUTÂNEO  

 

Os animais dos grupos experimentais (YT e COL-T) foram submetidos à injeção 

intradérmica, com antígeno de formas epimastigotas de T. cruzi (das respectivas 

cepas) obtidas de meio de cultura, como meio de avaliação da reação de 

hipersensibilidade tardia.  

 

7.13  OBTENÇÃO DOS ANTÍGENOS DE FORMAS EPIMASTIGOTAS DO T. 

CRUZI  

 

As formas epimastigotas provenientes de cultura mantidas em meio WARREN 

(1960), foram concentradas após centrifugação (1500 rpm por 20') em tubos novos 

e autoclavados da marca Falcom de volume correspondente a 50 mL. Os 

precipitados referentes aos conteúdos das amostra, foram reunidos num único 

tubo e lavados sucessivas vezes com PBS (pH 7,4). posteriormente a essas 

sucessivas lavagens, fez-se uma última centrifugação do material que fora re-

suspendido em PBS, recolhendo-se em seguida o precipitado e descartando o 

sobrenadante.  

O precipitado colhido foi então submetido a dez ciclos de congelamento em 

nitrogênio líquido (-196ºC), sendo logo em seguida  descongelado (banho Maria ) à 

37ºC. Através dos procedimentos acima descrito obteve-se a fratura da membrana 

plasmática do T. cruzi, permitindo que o conteúdo protéico fosse liberado.O 

conteúdo final foi centrifugado, sendo agora o sobrenadante coletado para uso. 
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Este conteúdo foi filtrado em filtro milipore dentro de um fluxo laminar para evitar 

contaminação por outros agentes. 

Foi realizada a dosagem protéica pelo método BCA. Onde foi  utilizando o “BCA 

Protein Assay Kit”  da PIERCE (catálogo numero 2161297A). Ao referido  kit é 

aplicado   a  técnica baseada em uma detecção colorimétrica através da utilização 

do ácido bicinconinico (BCA), onde é possível a detecção e quantificação do total 

de proteínas numa amostra. A amostra obtida foi submetida ao protocolo da 

técnica sendo a sua concentração protéica medida através espectrofotômetro e 

posteriormente ajustada para 2mg/mL. 

 

7.14  TESTE DE AVALIAÇÃO DA HIPERSENSIBILIDADE TARDIA  

 

Os animais infectados dos respectivos grupos experimentais (YT e COL-T) 

receberam o antígeno preparado na concentração de 2mg/mL. A pata traseira 

direita recebeu um volume de 0,5 mL do antígeno enquanto a pata traseira 

esquerda recebeu o mesmo volume de solução salina fosfatada (PBS). Os 

camundongos infectados e não tratados cepa Y e Colombiana não foram 

submetidos ao teste devido à insuficiência de animais por mortalidade em ambos 

os grupos. 

 

7.15  MEDIÇÃO DA ESPESSURA DA PATA  

 

Utilizando um paquímetro (FISHERBRAND DIGITAL CALIPERS, TRACEABLE, 

FISHER SCIENTIFIC) todos animais tiveram suas patas medidas em períodos que 

seguiram a seguinte sistemática: antes da injeção,  24, 48 e 72 horas, após a 

exposição aos antígenos.  A unidade de medida utilizada foi o milímetro (mm) e as 

medidas obtidas foram protocoladas para posterior análise. 
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8  RESULTADOS 

 

Os resultados da presente investigação da avaliação experimental nos grupos: 

Controle, Tratados não infectados (TNI), cepa Y Infectados e tratados (YT), cepa 

Colombiana infectados e tratados (COL-T), e não tratados (COL-NT). 

 

8.1 ANÁLISE DA PARASITEMIA (CURVAS PARASITÊMICAS) 

 

8.1.1 Número de formas tripomatigostas circulantes em camundongos suíços 

infectados com as cepa Y suscetível e Colombiana resistente ao 

Benzonidazol. 

 

As curvas de parasitemia representam o acompanhamento dos níveis de parasitas 

em sangue periférico. As curvas parasitêmicas nos vários grupos (infectados e 

tratados e infectados não tratados) apresentaram ascensão inicial a partir do 50 dia 

da infecção, com picos irregulares entre o 50 e 120 dias de infecção cepa Y 

suscetível e entre o 170 e  240 dias cepa Colombiana resistente. A negativação da 

parasitemia no grupo infectado e tratado Cepa Y ocorreu 90 dia de infecção e, na 

Cepa Colombiana no 240 dia. A diminuição no grupo infectado não tratado cepa Col 

deu-se a partir 330 de infecção, com negativação parasitêmica a partir do 420 dia de 

infecção.  A curva parasitêmica referente aos animais infectados e não tratados 

cepa Y, não foi avaliada devido a mortalidade dos animas no 120 dia pós infecção.  

 

 

 

 

      

Parasitemia em camundongos Suíços infectados com a cepa Y  
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suscetível e, colombianas resistentes ao Benzonidazol 
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Figura 2. Números de parasitas circulantes. Camundongos Suíços infectados  por via 

intraperitoneal com 10 mil formas tripomastigotas sanguícolas com as cepas Colombiana (resistente) 

e Y (suscetível). Em detalhe o gráfico representa os grupos experimentais: infectados e tratados 

cepa Y e Colombiana,  infectados não tratados cepa Y e Colombiana , sendo os níveis circulantes 

dos parasitas acompanhado em dias alternados durante todo decurso da infecção e tratamento. A 

avaliação da estatística em todos os grupos revelou índices de significância de p<0,0001 no grupo 

infectado pela cepa Colombiana e não tratado (COL NT), em relação aos demais grupos. O teste 

realizado foi não paramétrico de Kruskal-Wallis. 

 

 

8.2  TAXA DE MORTALIDADE 

 

As taxas de mortalidade foram acompanhadas durante todo o decurso da infecção 

em todos os grupos. A mortalidade cumulativa nos grupos experimentais 

apresentou as seguintes taxas: Cepa Y camundongos infectados e não tratados 

100% no 12º dia de infecção e, 11% nos camundongos infectados e tratados; na 
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cepa colombiana 12% camundongos infectados e tratados, e de 35% nos não 

tratados. No grupo tratado não infectado e nos controles intactos (sem tratamento) 

não foi observada mortalidade durante todo o estudo.  

               

 

     

Mortalidade Cumulativa

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100
Cepa YT

Cepa Y-NT

Cepa ColT

Cepa Col-NT

TNI

CI

* p<0,0001

**p=0,0253

   # p<0,0001

*

** #

Dias pós infecção

M
o

rt
a

li
d

a
d

e
 C

u
m

u
la

ti
v

a
 (

%
)

 

 

Figura 3. Taxa de mortalidade cumulativa. Camundongos Suíços infectados  por via 

intraperitoneal com 10 mil formas tripomastigotas sanguícolas com as cepas Colombiana 

(resistente) e Y (suscetível), tratados não infectados e controles intactos. A avaliação da estatística 

pelo teste t Student grupos revelou índices de significância de * p<0, 0001, entre os grupos YT e 

YNT. A avaliação intergrupos entre os grupos COL-NT e YNT, demonstrou índice de significância 

com p=0,0253 e, a análise entre os grupos YNT e Col-NT demonstrou diferença estatística com o 

valor de 
# 
p<0, 0001.    
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8.3 AVALIAÇÃO SOROLÓGICA EM CAMUNDONGOS SUÍÇOS TRATADOS E 

NÃO TRATADOS COM BENZONIDAZOL  E INFECTADOS PELO T. CRUZI (FASE 

AGUDA E CRÔNICA) 

 

Os títulos de anticorpos IgG dentro dos vários grupos experimentais infectados com 

as cepas Y suscetível e Colombiana resistente e tratado com Benzonidazol  (YT, 

COL-T), infectados não tratados (COL-NT), tratado não infectados (TNI) e controle 

sem tratamento (Controles), variaram de  negativo a 1/2560. No grupo infectado e 

tratado cepa Colombiana fase aguda os títulos sorológicos variaram de 1/80 a 1/320 

no grupo infectado não tratado de 1/80 a 1/640. Na fase crônica os títulos variaram 

de 1/80 a 1/640 no grupo infectado e tratado e no grupo não tratado de 1/160 a 

1/2560 (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Sorologia de camundongos infectados com as cepas Y (suscetível) e Colombiana 

(resistente), animais tratados não infectados e controles sem tratamento. Os títulos sorológicos 

representam os níveis de IgG obtidos dos soros dos animais infectados durante a fase aguda, nos 

animais não infectados e tratados e nos controles sem tratamento, as amostras foram obtidas no 

mesmo período do esquema de tratamento correspondente ao dos animais infectados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificação Inóculo Nº Camundongos 
Sorologia  

 
Menor Título 

Sorologia  
 

Maior Título 

 
Cepa Y Trat. 
 

5 x 10
4
 12 1/ 40 1/ 320 

 
Cepa Col Trat. 
 

5 x 10
4
 12 1/ 80 1/ 320 

 
Cepa Col Não Trat. 
 

5 x 10
4
 12 1/ 80 1/ 640 

 
Não infec. Trat. 

0 12 Neg. 1/10 

 
Controles 
 

0 12 Neg. 1/10 

Total 
                               

                          60 Soros 60 unidades 
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No grupo infectado e tratado cepa Y os títulos sorológicos variaram de 1/40 a 1/320 

fase aguda e de negativo a 1/40 na fase crônica (Tabela 2).  

 

Tabela 2.  Sorologia de camundongos suíços não isogênicos infectados com as cepas Y (suscetível) 

e Colombiana (resistente), animais tratados não infectados (TNI) e controle sem tratamento 

(Controles). Os títulos sorológicos representam os níveis de IgG obtidos dos soros dos animais 

infectados durante a fase crônica, nos animais não infectados e tratados e nos controles sem 

tratamento, as amostras foram obtidas no mesmo período do esquema de tratamento 

correspondente ao dos animais infectados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificação Inóculo 
Nº 

Camundongos 

Sorologia  
 

Menor Título 

Sorologia  
 

Maior Título 

 
 
Cepa Y Trat. 
 

5 x 10
4
 10 Neg. 1/ 40 

 
Cepa Col Trat. 
 

5 x 10
4
 10 1/ 80 1/ 640 

 
Cepa Col Não Trat. 
 

5 x 10
4
 09 1/ 160 1/ 2560 

 
Não infec. Trat. 
 

0 10 Neg. 1/10 

 
Controles 
 

0 06 Neg. 1/10 

Total                                45    Soros 45 unidades 
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8.4 DOSAGEM PLASMÁTICA DO ISOTIPO IgM 

 

Pela reação de Elisa, foram detectados níveis maiores da imunoglobulina IgGM, 

nos camundongos infectados não tratados pela cepa Colombiana (COL-NT) 

resistentes ao Benzonidazol  na fase crônica em relação a todos os grupos 

(Controles, TNI, COL-T e YT) tanto na fase aguda como na crônica (Fig 4). A 

análise intergrupos (Controles, TNI, COL-NT, COL-T e YT) nas mesmas fases da 

infecção (aguda e crônica e do tratamento) revelou diferenças estatísticas entre os 

grupos COL-T e YT  p=0,0031 na fase aguda e, entre os grupos COL-T e COL-NT 

p=00423 na fase crônica. A análise entre grupos considerando as fases aguda e 

crônica só revelou diferença significativa para o grupo YT com o valor de p= 0,0030. 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Dosagem do isotipo IgM, em camundongos Suíços infectados pelas cepas Y tratados (YT)  

e Colombiana tratados e não tratados (COL-T e COL-NT), animais tratados não infectados (TNI) e 

controles.  

 

 

 

8.5  DOSAGEM DO ISOTIPO IgG1 
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Pela reação de ELISA, foram detectados níveis maiores das imunoglobulinas IgG1, 

nos camundongos infectados não tratados pela cepa Colombiana na fase crônica 

em relação a todos os grupos analisados tanto na fase aguda (Controles, TNI, COL-

T e YT) quanto na crônica (Fig. 5). A análise intergrupos (Controles, TNI, COL-NT, 

COL-T e YT) nas mesmas fases da infecção (aguda e crônica) não revelou 

diferenças estatísticas. A análise entre grupos, considerando as fases aguda e 

crônica, revelou diferenças significativas entre os grupos YT valor de p= 0, 0030 e 

Col NT p= 0, 0201. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Dosagem do isotipo IgG1, em camundongos suíços infectados pelas cepas Y (YT)  e 

Colombiana (COL-T e COL-NT), animais tratados não infectados (TNI) e controles durante a fase 

crônica e aguda. 
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8.6 DOSAGEM DO ISOTIPO IgG2a  

 

Pela reação de Elisa, foram detectados níveis mais elevados do isotipo IgG2a, nos 

camundongos infectados pela cepa Colombiana não tratados na fase crônica em 

relação a todos os grupos (Controles, TNI, COL-T e YT) analisados tanto na fase 

aguda como na fase crônica da infecção. A análise estatística realizada pelo teste t 

de Student da fase aguada revelou diferença significativa p= 0,03 entre os grupos 

COL-T e YT (Fig. 6). As análises nos demais grupos, não revelaram diferenças 

significativas. A avaliação intergrupos (Controles, TNI, COL-T e YT), considerando 

as fases aguda e crônica, revelaram diferenças significativas nos grupos TNI p= 

0,0275, YT p= 0,0116 e COL- NT p=0,006. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Dosagem do isotipo IgG2a, em camundongos suíços infectados pelas cepas Y (YT)  e 

Colombiana (COL-T COL-NT), animais tratados não infectados (TNI) e controles pelo fármaco 

Benzonidazol.  
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8.7 DOSAGEM DA IMUNOGLOBULINA IGG TOTAL 

Pela reação de ELISA, não foi detectado níveis maiores das imunoglobulinas IgG 

Total, nos camundongos infectados não tratados pela cepa Colombiana na fase 

crônica em relação a todos os grupos analisados tanto na fase aguda como crônica 

(Controles, TNI, COL-T e YT). A análise intergrupos (Controles, TNI, COL-T e YT) 

da fase aguada não demonstrou diferenças significativas em nenhum dos grupos 

analisados. A avaliação entre os níveis de IgG total, considerando as fases aguda e 

crônica, revelou diferença significativa nos grupos COL-NT p= 0,0001 e YT p= 

0,0201 (Fig. 7).  

 

 

            

            

            

            

            

            

            

             

Figura 7. Dosagem do isotipo IgG Total em camundongos suíços infectados pelas cepas Y (YT)  e 

Colombiana tratados e não tratados (COL-T e COL-NT), animais tratados não infectados (TNI) e 

controles.    
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8.8  CINÉTICA DOS NÍVEIS PLASMÁTICOS DE IL-6, EM CAMUNDONGOS 

SUÍÇOS DURANTE A INFECÇÃO EXPERIMENTAL POR CEPA SUSCETÍVEL E 

RESISTENTE DO T. CRUZI, SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM 

BENZONIDAZOL 

 

A dosagem plasmática dos níveis de IL-6 em camundongos durante às trintas 

doses iniciais do fármaco Benzonidazol por via intragástrica, demonstrou no grupo 

infectado tratado pela cepa Y, ascensão precoce já após o nono dia de infecção 

(correspondente ao 2º dia de tratamento), com picos irregulares durante todo o 

tratamento (Fig. 8). Na cepa Colombiana a ascensão inicial deu-se em torno do 25º 

de infecção (correspondendo ao 5º dia de tratamento), com pico máximo em 

torno do 30º dia pós-infecção, o que corresponde ao 10º dia de tratamento e, com 

concomitante decréscimo ao longo do tratamento.  

A avaliação entre os grupos da cepa Colombiana camundongos tratados (COL-T) e 

não tratados (COL-NT), revelou níveis maiores nos animais não tratados no 30º dia 

de infecção. O grupo tratado não infectado (TNI) não apresentou nenhuma 

alteração ao longo do tratamento. Nesse grupo o nível máximo de IL-6 plasmático 

detectado foi em torno de 18,96 pg/mL no 30º dia de tratamento, não sendo visível 

no gráfico, quando comparado com os níveis nos animais infectados tratados e não 

tratados.  
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Figura 8. Níveis plasmáticos de IL-6 em camundongos tratados não infectados (TNI), infectados e 

tratados cepa Y (YT), infectados pela cepa Colombiana animais tratados (COL-T) e não tratados 

(COL-NT). Os resultados são expressos em pm/mL.  

A análise estatística realizada comparando os números de doses do quimioterápico revelou valores 

significantes comparando os grupos COL-T e COL-NT nos pontos correspondente aos números de 

doses: 2 doses p= 0,0442; 5 doses p= 0,0084 e 30 doses p=  0,003. Os pontos correspondentes as 

doses 10 e 25 doses não revelaram significância estatística. A avaliação intergrupos comparando as 

cepas Y e Colombiana (animais tratados) revelaram nos pontos de 2 doses p< 0,0001; 5 doses p= 

0,0037 e 30 doses p=  0,0301. Os pontos correspondentes as doses 10 e 25 doses não revelaram 

significância estatística. A análise estatística foi realizada através do teste t de Student.  
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RESISTENTE DO T. CRUZI, SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM 

BENZONIDAZOL 

 

A dosagem plasmática dos níveis de IL-10, em camundongos durante as trintas 

doses iniciais com o fármaco Benzonidazol (Fig 9). O grupo representado pela 

cepa Y tratados  (YT), foram detectados picos irregulares durante todo o decurso 

do tratamento, sendo níveis mais elevados no 25º dia de tratamento (32º dia pós-

infecção) e, posterior decréscimo ao longo do tratamento.   

A dosagem nos animais infectados e não tratados (COL-NT) a ascensão inicial 

deu-se a partir 23º dia de infecção se mantendo ao longo do tratamento com pico 

máximo detectado foi após 10 doses do Benzonidazol, correspondendo ao 30º dia 

de infecção. Posteriormente, o índice plasmático de IL-10 nesse grupo foi decaindo 

ao longo do tratamento.  No grupo infectado tratado pela cepa Colombiana 

(COL-T), foram detectados valores mínimos durante todo o tratamento. O 

grupo tratado não infectado (TNI) não apresentou nenhuma alteração detectável ao 

longo do tratamento. Nesse grupo o nível máximo de IL-10 plasmático foi em torno 

de 16,43 pg/ml no 30º dia de tratamento, não sendo visível no gráfico, quando 

comparado com os níveis detectados nos animais infectados.  
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Figura 9. Níveis plasmáticos de IL-10 em camundongos tratados não infectados (TNI), infectados e 

tratados cepa Y (YT), infectados pela cepa Colombiana animais tratados (COL-T) e não tratados 

(COL-NT). Os resultados são expressos em pm/ml. A análise estatística realizada comparando os 

números de doses do quimioterápico  revelou valores significantes comparando os grupos COL-T e 

COL-NT nos pontos correspondente aos números: 2 doses p= 0,0209; 5 doses p< 0,0001 e 10 

doses p=  0,0001. Os pontos correspondentes as doses 25 e 30 doses não revelaram significância 

estatística. A avaliação intergrupos comparando as cepas Y e Colombiana (animais tratados) não 

revelaram significância estatística em nenhum dos pontos analisados. A análise estatística foi 

realizada através do teste t de Student. 
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A avaliação plasmática dos níveis de MCP-1, em camundongos durante as trintas 

doses iniciais com o fármaco Benzonidazol, revelou ascensão precoce em todos os 

grupos analisados. Foram detectados níveis mais elevados nos animais infectados 

e tratados pela cepa Y (YT) durante todo o tratamento, quando comparados com os 

animais infectados e tratados pela Colombiana (COL-T). A análise nos 

camundongos infectados não tratados pela cepa colombiana (COL-NT) demonstrou 

pico máximo no 30º dia de infecção, correspondendo a 10ª dose do fármaco 

Benzonidazol.  O grupo tratado não infectado (TNI) revelou níveis mais elevados 

em torno de 6,92 pg/ml, no 30º dia de tratamento, sendo levemente visível no 

gráfico, quando comparado com os níveis detectados nos animais infectados 

tratados e não tratados.     

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Figura 10. Níveis plasmáticos de MCP-1, em camundongos tratados não infectados (TNI), 

infectados e tratados cepa Y (YT), infectados pela cepa Colombiana animais tratados (COL-T) e não 

tratados (COL-NT). Os resultados são expressos em pm/ml. 
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pontos correspondentes as doses 2; 5;  25 e 30 doses, não revelaram significância 

estatística. A avaliação intergrupos comparando as cepas Y e Colombiana (animais 

tratados) não revelaram significância estatística em nenhum dos pontos analisados. 

A analise estatística foi realizada através do teste t de Student. 

 

8.11 CINÉTICA DOS NÍVEIS PLASMÁTICOS DE IFN-γ, EM CAMUNDONGOS 

SUÍÇOS DURANTE A INFECÇÃO EXPERIMENTAL POR CEPA SUSCETÍVEL E 

RESISTENTE DO T. CRUZI, SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM 

BENZONIDAZOL 

  

A análise plasmática dos níveis de IFN-γ, em camundongos durante às trintas 

doses iniciais do fármaco Benzonidazol, demonstrou ascensão inicial em todos os 

grupos experimentais infectados tratados e não tratados logo no início da infecção 

e tratamento. O grupo representado pela cepa Y, animais infectados e tratados 

(YT) revelou índices maiores de IFN-γ, em relação a todos os grupos analisados 

em torno do 12º dia de infecção (cinco doses de tratamento), com posterior 

decréscimo ao longo do tratamento.  

Na cepa Colombiana a ascensão inicial deu-se entre o 18 e 23 º dias pós-

infecção, com picos irregulares nos animais não tratados (COL-NT) ao longo 

do estudo. No grupo infectado tratado pela cepa Colombiana (COL-T) o pico 

máximo detectado foi após 5 doses do Benzonidazol correspondendo ao 23º dia de 

infecção. A avaliação continuada demonstrou decréscimo ao longo do tratamento.  

O grupo tratado não infectado (TNI) não apresentou nenhuma alteração ao longo 

do tratamento. Nesse grupo o nível máximo de IFN-γ plasmático detectado foi em 

torno de 2,47 pg/ml no 10º dia de tratamento, não sendo visível no gráfico, quando 
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comparado com os níveis detectados nos animais infectados tratados e não 

tratados.    

   

     

 

            

            

                

            

            

            

        

Figura 11. Níveis plasmáticos de IFN-γ, em camundongos tratados não infectados (TNI), infectados 

e tratados cepa Y (YT), infectados pela cepa Colombiana animais tratados (COL-T) e não tratados 

(COL-NT). Os resultados são expressos em pm/ml. 

   

A análise estatística realizada comparando os números de doses do quimioterápico 

não revelou valores significantes comparando os grupos COL-T e COL-NT.  A 

avaliação intergrupos comparando as cepas Y e Colombiana (animais tratados) 

revelaram nos pontos de 5 doses p= 0,0383 e 30 doses p=  0,0025. Os pontos 

correspondentes as doses 2; 10 e 25 doses não revelaram significância estatística. 

A análise estatística foi realizada através do teste t de Student.  

 

8.12 CINÉTICA DOS NÍVEIS PLASMÁTICOS DE TNF-α, EM CAMUNDONGOS 
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A cinética plasmática dos níveis de TNF-α, em camundongos durante as trintas 

doses iniciais com o fármaco Benzonidazol, revelou ascensão precoce em todos os 

grupos analisados. Foram detectados níveis mais elevados nos animais infectados 

e tratados pela cepa Y (YT) no 25º dia de tratamento (31º dia pós-infecção) e 

posterior decréscimo ao longo do tratamento.   

Na cepa Colombiana animais infectados e não tratados (COL-NT) a ascensão 

inicial deu-se a partir 20 se mantendo ao longo do tratamento. No grupo infectado 

tratado pela cepa Colombiana (COL-T), o pico máximo detectado foi após 10 

doses do Benzonidazol, correspondendo ao 30º dia de infecção. Posteriormente os 

índices neste grupo foram caindo ao longo do tratamento.   

O grupo tratado não infectado (TNI) não apresentou nenhuma alteração ao longo 

do tratamento. Nesse grupo o nível máximo de TNF-α plasmático detectado foi em 

torno de 4,9 pg/ml no 30º dia de tratamento, não sendo visível no gráfico, quando 

comparado com os níveis detectados nos animais infectados tratados e não 

tratados.    
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Figura 12. Níveis plasmáticos de TNF-α, em camundongos tratados não infectados (TNI), 

infectados e tratados cepa Y (YT), infectados pela cepa Colombiana animais tratados (COL-T) e não 

tratados (COL-NT). Os resultados são expressos em pm/mL.  

A análise estatística realizada comparando os números de doses do quimioterápico revelou valores 

significantes comparando os grupos COL-T e COL-NT nos pontos correspondente ao número de 30 

doses p < 0,0001. Os pontos correspondentes as doses 2; 5; 10 e 25, não revelaram significância 

estatística. A avaliação intergrupos comparando as cepas Y e Colombiana (animais tratados) 

revelou valores significantes no ponto de 25 doses p=  0,016. Os pontos correspondentes as doses 

2; 5; 10 e 30 doses não revelaram significância estatística. A análise estatística foi realizada através 

do teste t de Student.  

 

8.13 AVALIAÇÃO DA CELULARIDADE (HIPERPLASIA) DO BAÇO EM ANIMAIS 

SUÍÇOS INFECTADOS E TRATADOS COM BENZONIDAZOL, INFECTADOS E 

NÃO TRATADOS E TRATADOS E NÃO INFECTADOS 

 

A avaliação do peso do baço representa a hiperplasia ou celularidade dos centros 

germinais em reação em consequência infecção experimental pelo T. cruzi. A 

análise do peso do baço no grupo representado pelos animais infectados com a 

cepa Colombiana tratados e não tratados, demonstraram tanto na fase aguda como 

na fase crônica, maior peso em granas quando comparado com animais  tratados 

com a cepa Y em ambas as fases. Nos animais tratados com Benzonidazol e não 

infectados (TNI), não foi evidenciado aumento da celularidade ou qualquer 

alteração no decurso do estudo. 
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Figura 13. Avaliação do peso do baço. Peso do baço de animais não isogênicos infectados pelas 

cepas Y tratados e, Colombiana tratados e não tratados com Benzonidazol e tratados não 

infectados. A avaliação estatística pelo teste estatístico t Student (p<0,0003) n=12, revelou 

diferença estatística significante nos animais infectados e tratados pelas cepas Y suscetível e 

Colombiana resistentes na fase crônica quando comparados. A mesma avaliação aplicada na fase 

aguda, não revelou resultado estatisticamente significativo em nenhum dos grupos avaliados. 
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8. 14 ANÁLISE CITOMÉTRICA   

 

8.14.1 Avaliação quantitativa das populações de linfócitos T CD4+ no baço de 

camundongos Suíços. 

 

Podemos observar na figura 14, porcentagens de células T CD4+ no baço nos 

diferentes grupos experimentais (Controles, TNI, Col-NT, Col T e YT), na fase 

aguda e crônica da infecção. A comparação entre os grupos na fase aguda revelou 

uma tendência de diminuição das quantidades relativas de células T CD4+ com a 

infecção para ambas as cepas Colombiana e Y, embora não tenha apresentado 

diferença estatística significante. E em relação aos animais não infectados e 

tratados um aumento significativo em relação à cepa Colombiana. Com a 

progressão da infecção para a fase crônica, observa-se um aumento da proporção 

de células T CD4 para a cepa Colombiana, que é acentuada pelo tratamento com o 

benzonidazol.  O mesmo não ocorre, entretanto, para a infecção pela cepa Y. De 

fato, os animais infectados por esta cepa e tratados com benzonidazol apresentam 

proporção de células T CD4 semelhantes ao encontrado na fase aguda da infecção, 

e significantemente menor que os encontrados para a cepa Colombiana.  (Figura 

14).  
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Figura 14. Proporção da população de células T CD4
+
 esplênicas na fase aguda e crônica da 

infecção. Nesta figura está representada a porcentagem de células nos grupos: Controles, TNI, Col 

NT, Col T e YT. Análise estatística pelo teste t Student aplicado na fase aguda revelou diferença 

significativa p= 0, 0349, nos animais tratados não infectados com Benzonidazol quando 

comparamos com  o grupo COL-T. A análise estatística da fase crônica entre os grupos COL-T e 

YT, pelo teste t Student foi estatisticamente significante p=0, 0011. Aplicando-se o mesmo teste 

entre os grupos COL-T e TNI obtivemos p=0,0108. Avaliação estatística entre os mesmos grupos 

comparando a fase a fase aguda e crônica revelou 
#
p=0, 0417 TNI, *p<0, 0001 COL-NT e **p=0, 

0014 Col T. A análise estatística foi realizada com o teste t Student bilateral. Os valores de p<0,05 

foram considerados significantes.   

 

8.14.2 Avaliação quantitativa das populações de Linfócitos TCD8
+
 no baço de 

camundongos suíços tratados e não tratados 

 

Observamos na figura 15, a porcentagens de células T CD8+ no baço nos diferentes 

grupos experimentais (Controles, TNI, COL-NT, COL-T e YT), na fase aguda e 

crônica da infecção. A avaliação comparativa entre os grupos na fase aguda 

revelou uma tendência maior das quantidades relativas de células T CD8+ com a 

infecção para a cepa Y tratada em comparação à cepa Colombiana, embora não 
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tenha apresentado diferença estatística significante. A análise entre os animais 

tratados não infectados (TNI) revelou um aumento significativo em relação ao grupo 

controle (representado pelos animais sem infecção e tratamento). Observamos 

também, uma maior porcentagem dessa população de células (CD8+) no grupo 

TNI, em comparação aos grupos infectados tratados e não tratados, porém, a 

análise estatística não revelou diferença significante. Por outro lado, animais 

infectados pela cepa Y e tratados apresentam, na fase crônica, proporções 

significativamente menores de células T CD8+, quando comparado àqueles 

infectados pela cepa Colombiana e também tratados. Tendo como parâmetro, a 

evolução do tratamento no grupo TNI, observamos uma diminuição significativa da 

porcentagem de células CD8+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Porcentagem (em milhões de células) da população de células CD8 esplênicas na fase 

aguda e crônica da infecção nos grupos: CI, TNI, Col-NT, Col-T e YT. A análise entre os grupos 

infectados fase aguda não mostrou diferença significativa entre os tratados e não tratados. Na fase 

crônica observa-se aumento significativo de células CD8 nos animais infectados pela cepa 

Colombiana e tratados em relação aos infectados e tratados cepa Y p= 0,0462. Análise estatística 

entre os mesmos grupos, com relação à fase aguda e crônica, revela diferença significativa 
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p=0,0049 no grupo TNI. A análise estatística foi realizada com o teste t Student bilateral. Os valores 

de p<0,05 foram considerados significantes.     

 

8.14.3  Avaliação da frequência de células CD4+CD62Lneg de memória efetora 

no baço de camundongos suíços 

 

Na figura 16 estão representadas as porcentagens de células CD4+ que não 

expressam o marcador CD62L, observadas no baço de animais dos diferentes 

grupos experimentais (Controles, TNI, Col-NT, Col-T e YT), na fase aguda e 

crônica da infecção. A avaliação entre os grupos na fase aguda revelou maior 

porcentagem de CD62Lneg nos animais infectados e tratado com a cepa Y em 

relação aos infectados e tratados pela cepa Colombiana. Esta tendência também foi 

observada durante a fase crônica. A análise entre os mesmo grupos considerando 

a evolução do tratamento e, das fases aguda e crônica da infecção não revelou 

diferenças estatisticamente significantes.  
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Figura 16. Porcentagem da população de células CD62L
neg

 esplênicas na fase aguda e crônica da 

infecção. Nesta figura está representada a porcentagem de células nos grupos: Controles, TNI, Col 

NT, Col T e YT. Análise estatística na fase aguda entre os grupos revelou uma tendência de 

aumento (p= 0,0527), nos animais infectados pela cepa Y e tratados em relação aos tratados e 

infectados pela cepa Colombiana. Análise realizada entre os demais grupos experimentais não 

revelou significância estatística, ainda que se tenha observado uma tendência no aumento dessa 

população no grupo tratado TNI. Na fase crônica observa-se diferença significativa apenas entre os 

grupos tratados não infectados e cepa Y tratados (p= 0, 0305). A análise estatística foi realizada 

com o teste t Student bilateral. Os valores de p<0,05 foram considerados significantes.     

 
 

8.14.4 Avaliação da frequência de células CD8+CD62Lneg de memória efetora 

no baço de camundongos suíços 

 

Analisando o fenótipo das populações linfocitárias no baço, notamos que com a 

infecção e tratamento houve um aumento maior na freqüência de células T de 

memória efetora CD62Lneg  na fase aguda nos grupos TNI, COL-NT, COL-T E YT 

em relação a fase crônica. Na fase inicial do tratamento a comparação entre os 

grupos controle sem tratamento e o tratado não infectado (TNI) revelou aumento 

significativo no grupo (TNI) em relação aos controles sem tratamento. Entretanto o 

tratamento com benzonidazol na fase crônica não foi capaz, de alterar a proporção 

de células T CD8+ com perfil de memória efetora nos animais infectados. 

Observamos também que ambas as cepas Colombiana e Y induzem uma resposta 

imune com proporções semelhantes de células T CD8 de memória efetora. 



 

86 

 

 

 

 

 

 

                  

 

 

 

 

 

Figura 17. Frequência da população das células de memória (CD8+CD62L
neg

) esplênicas na fase 

aguda e crônica da infecção. Análise estatística revelou diferença significativa p= 0, 00091, apenas 

nos animais tratados não infectados em relação ao grupo controle sem tratamento. As análises dos 

outros grupos não demonstraram diferenças estatísticas significantes. Na fase crônica a análise 

estatística também não revelou diferença significativa entre infectados.  Entretanto a análise entre os 

mesmos grupos, considerando a evolução do tratamento para a fase crônica revelou diminuição 

significativa p= 0, 0008, no grupo tratado não infectado. A análise estatística foi realizada com o 

teste t Student bilateral. Os valores de p<0,05 foram considerados significantes.     

 

8.14.5 Avaliação da quantitativa das populações de  CD11b  no baço de 

camundongos suíços 

 

A avaliação da freqüência de células que expressavam o marcador CD11b entre os 

grupos revelou uma leve tendência ao aumento no grupo COL-T em relação ao 

grupo YT. A comparação entre os grupos não infectados revelou menor 

porcentagem no grupo TNI em relação ao grupo controle. A avaliação entre os 

grupos na fase crônica revelou que com a evolução da infecção a uma tendência 

maior na porcentagem dessas células no grupo YT em relação a todos os grupos 

COL-T e COL-NT, mas sem diferença estatística.     
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Figura 18. Análise da população de células CD11b esplênicas  na fase aguda e crônica da infecção 

revela: leve aumento da população no grupo COL-T em relação ao YT; na fase crônica aumento no 

grupo YT. A análise estatística não revelou diferenças significativas em nenhum dos grupos. A 

análise estatística foi realizada com o teste t Student bilateral. Os valores de p<0,05 foram 

considerados relevantes.    

  

 

8.14.6 Avaliação quantitativa da população de linfócitos b que expressavam o 

marcardor B220 (CD45R), no baço de camundongos suíços 

 

 

 A identificação da população de linfócitos B foi feito através do marcador B220 

(CD45R). A análise desta célula no baço dos animais Swiss mostrou uma redução 

de sua proporção tanto com o tratamento com benzonidazol, quanto com a 

infecção por ambas as cepas Colombianas e Y. O tratamento dos animais 

infectados, entretanto, não induziu alteração na proporção destas células. Por outro 

lado, a progressão para a fase crônica parece induzir leve aumento nos números 

relativos destas células, mas sem significância estatística. 
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Figura 19. Freqüência da população de células B (CD220) esplênicas. A análise dos animais não 

infectados mostrou diminuição significativa p= 0,0131 com o tratamento (TNI). O tratamento, 

entretanto, não induziu alteração significativa em animais infectados, tanto na fase aguda quanto na 

crônica. A análise estatística foi realizada com o teste t Student bilateral. Os valores de p<0,05 foram 

considerados relevantes.     

 

8.15  AVALIAÇÃO DA HIPERSENSIBILIDADE TARDIA 

 

8. 15.1  Medição da espessura da pata: cepa Y suscetível  

 

A medição da espessura das patas representa a avaliação inflamatória através do 

edema em consequência a injeção intradérmica contendo antígenos do T. cruzi e 

salina tamponada PBS. A avaliação da espessura das patas no grupo representado 

pela cepa Y tratado demonstrou nas patas com antígenos leve diferença em todos 

os pontos. No ponto de 72 horas foi evidenciado um leve  aumento do edma em 

relação aos pontos de 24 e 48 horas.                                                                                  
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Figura 20. Medição da espessura da pata. Camundongos suíços infectados  por via intraperitoneal 

com 10 mil formas tripomastigotas sanguícolas pela cepa Y suscetível e tratados com Benzonidazol. 

A avaliação estatística pelo teste não paramétrico de Mann–Whitney, não revelou diferenças 

significativas em nenhum dos pontos correlacionados.  

 

8.15.2 Avaliação dos aspectos microscópicos da hipersensibilidade tardia nos 

animais infectados pela cepa Y e tratados com Benzonidazol 

 

No grupo de animais infectados pela cepa Y e tratados com benzonidazol na  fase 

crônica observou-se, com 24 horas após injeção do antígeno de T. cruzi, infiltrados 

inflamatórios discretos difusos constituídos de monucleares em tornos de anexos 

cutâneos. Neste tempo não foi observado no tecido conjuntivo subdérmico o 

envolvimento de pequenos vasos e arteríolas. Na derme observou-se infiltrado 

perivascular envolvendo os pequenos vasos e moderado infiltrado mononuclear 

difuso. A análise no tempo de 48 horas demonstrou que havia moderada miosite e 

moderado infiltrado mononuclear no conjuntivo subdérmico. Na derme, foram vistos 
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infiltrados mononucleares em torno de pequenos vasos e focos de necrose. No 

tempo de 72 horas observou-se infiltrado perivascular envolvendo os pequenos 

vasos e discreto infiltrado inflamatório difuso e presença de vasos congestos 

quadro semelhante ao tempo de 48 horas. Nos grupos controles (injeção com PBS) 

analisados nos tempos de 22, 48 e 72 horas após teste, não foram detectadas 

reações inflamatórias ou presença de alterações vasculares (lesões de arterite ou 

vasos congestos), apenas o edema após os respectivos tempos do teste. Os 

edemas estão representados no gráfico da figura 20. As análises histológicas dos 

grupos controles estão representadas na figura 24. 
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Figura 21. Secções de patas coradas pela H & E, em camundongos infectados com a cepa Y e 

tratados com Benzonidazol no tempo de 24 horas.  A, B (400X): presença de discreto infiltrado 

inflamatório mononuclear difuso em torno de anexos cutâneos. C (400X) e D (400X): Infiltrados 

inflamatórios discretos e difusos abaixo da camada epitelial de revestimento (400X). 
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Figura 22. Secções de patas coradas pela H & E, em camundongos infectados e com a cepa Y e 

tratados com Benzonidazol no tempo de 48 horas.  A (200X) e B (200X): presença de moderado 

infiltrado inflamatório (++) mononuclear difuso em torno de anexos cutâneos e presença de vasos 

congestos. C (200X) e D (200X): infiltrado inflamatório difuso e perivascular com envolvimento de 

pequenos vasos. 
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Figura 23. Secções de patas coradas pela H & E, em camundongos infectados e com a cepa Y e 

tratados com Benzonidazol no tempo de 72 horas.  A (200X) e B (200X): presença de moderado 

infiltrado inflamatório mononuclear focal no tecido subepidérmico, vasos congestos e presença de 

lesões de arterite. C (200X) e D (200X): infiltrados inflamatórios difusos e focais por todo o tecido 

dérmico e no conjuntivo subdérmico.    

 

8.15.3 Medição da espessura das patas: cepa Colombiana resistente  

 

A medição da espessura das patas representa a avaliação inflamatória através do 

edema em consequência a injeção intradérmica contendo antígenos do T. cruzi e 
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salina tamponada (PBS). A avaliação da espessura das patas no grupo 

representado pela cepa Colombiana tratado demonstrou nas patas com antígenos 

leve diferença em todos os pontos em relação às patas com salina. Foi evidenciado 

um aumento do edma no ponto de 48 e 72 horas. A avaliação pelo teste 

paramétrico t Student, não revelou diferença significativa em nenhum dos pontos 

avaliados. 

          

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Medição da espessura da pata. Camundongos suíços infectados por via intraperitoneal 

com 10 mil formas tripomastigotas sanguícolas pela cepa Colombiana (resistentes) e tratados com 

Benzonidazol. A avaliação estatística pelo teste não paramétrico de Mann–Whitney não revelou 

diferenças significativas em nenhum dos pontos correlacionados.   
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No grupo de animais infectados pela cepa Colombiana e tratados com benzonidazol 

na  fase crônica observou-se 24 horas após injeção do antígeno, infiltrados 

inflamatórios focais (++) constituídos de polimorfonucleares que se estendem ao 

tecido conjuntivo subdérmico com envolvimento de pequenos vasos e arteríolas e 

presença de plasmócitos ao redor de anexos cutâneos. Na derme observou-se 

infiltrado difuso discreto perivascular. À análise no tempo de 48 horas observou-se 

infiltrados focais e difusos (+++) mononucleares também foi observada moderada 

miosite e presença de arteriolite e vasos congestos.  Na derme, foram vistos 

infiltrados mononucleares em torno de pequenos vasos e focos de necrose. No 

tempo de 72 horas observou-se infiltrado perivascular envolvendo os pequenos 

vasos e discreto infiltrado inflamatório difuso e presença de vasos congestos. Nos 

grupos controles (injeção com PBS) não foram detectadas reações inflamatórias ou 

sem constituintes, apenas o edema nos tempos de 22, 48 e 72 horas pós-teste. Os 

edemas estão representados no gráfico da figura 24. A análise histológica dos 

grupos controles estão representadas na figura 28. 
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Figura 25. Secções de patas coradas pela H & E, em camundongos infectados com a cepa 

Colombiana e tratados com Benzonidazol no tempo de 24 horas.  A (200X): presença de infiltrado 

inflamatório mononuclear difuso (+++) em torno de anexos cutâneos. B (400X): presença de 

moderado infiltrado inflamatório e presença de mastócitos, C (200X) e D (200X): Infiltrados 

inflamatórios moderados e difusos abaixo da camada epitelial de revestimento.  

          
 



 

97 

 

     

  

Figura 26. Secções de patas coradas pela H & E, em camundongos infectados e com a cepa 

Colombiana e tratados com Benzonidazol no tempo de 48 horas.  A (100X) e B (400X): presença 

de infiltrado inflamatório mononuclear (++) focal no tecido subepidérmico e lesões de arterite. C 

(200X) e D (200X): discreto infiltrado inflamatório difuso (+) ao redor de anexos cutâneos e no 

tecido subepidérmico.  
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Figura 27. Secções de patas coradas pela H & E, em camundongos controles infectados pelas 

cepas Y e Colombiana e tratados com Benzonidazol e injetados PBS (salina tamponada).  Nos 

cortes analisados foram detectadas reatividades como: presença de infiltrados inflamatórios, vasos 

congestos e plasmócitos. A (100X) e B (100X): cepa Y e C (200X) e D (200X) cepa Colombiana.   

 

 

 

8.16 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 
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8.16.1 Avaliação histológica no miocárdio e músculo esquelético em 

camundongos tratados não infectados (TNI)  

A avaliação do miocárdio de camundongos durante tratamento, não revelou em 

nenhum dos casos, processo inflamatório, necrose de miócitos ou lesões 

degenerativas. A avaliação dos átrios e ventrículos também não revelou alterações 

teciduais (Figura A, B). A avaliação do músculo esquelético, também não revelou 

nenhum tipo de alteração detectada nos cortes analisados (Figura - C, D).                       

         

Figura 28. Secções de miocárdio e músculo esquelético coradas pela H & E, em camundongos 

tratados não infectados (TNI). As figuras 28 (A) e (B), mostram secções de miocárdio e as (C) e (D) 

secções de músculo esquelético de camundongos normais, com estrutura preservada, sem 

alterações morfológicas inflamatórias ou degenerativas H & E 200X.  

8.16.2 Avaliação histológica no miocárdio e músculo esquelético em 

camundongos controles  
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O estudo histológico nos camundongos controles não demonstrou nenhum tipo de 

alteração nos cortes de miocárdio e músculo esquelético (Figuras A e B).  

 

     

 

Figura 29. Secções de miocárdio e músculo esquelético em animais controles sem infecção ou 

tratamento intactos (CI) coradas pela H & E. As figuras 29 (A) e (B), mostram secções de miocárdio 

de camundongos normais, com estrutura preservada, sem alterações morfológicas inflamatórias ou 

degenerativas H & E – 200X.  
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8.16.3 Avaliação da resposta inflamatória no miocárdio e músculo esquelético 

em animais infectados com a cepa Y (suscetível) do T. cruzi, tratados com 

Benzonidazol na fase aguda 

 

O estudo do miocárdio entre o 120 e o 200 dia de infecção, correspondendo à fase 

aguda inicial nos animais infectados e tratados, revelou em 6/6 casos processo 

inflamatório variando de discreto (+) a moderado (++) com necrose de miócitos e 

substituição por infiltrado inflamatório mononuclear difuso em átrios e ventrículos 

(figura 30-A,B). Entre o 250 e 300 dia de infecção, as lesões miocárdicas em 6/6 

casos,  tornaram-se discretas (+)  com destruição de fibras cardíacas, depósitos 

fibrogênicos intersticiais difusos e focais e ausência de parasitos (Figura 30- D, E). 

As lesões inflamatórias em músculo esquelético na fase inicial da infecção 

mostraram-se discretas (+) com infiltrados inflamatórios difusos e focais, lesões de 

arterite, depósitos colagênicos intersticiais e ausência de parasitos nos cortes 

analisados. Na fase mais tardia nos casos analisados havia miosite representada 

por infiltrados inflamatórios discretos (+) difusos e focais, necrose de fibras 

musculares e fibrose difusa e lesões de arteriolite  (Figura 30-E,F).  
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Figura 30. Secções de miocárdio e músculo esquelético coradas pela H & E, em camundongos 

suíços infectados pela cepa Y e tratados com Benzonidazol na fase aguda. A e B: secções atriais 

com infiltrados inflamatórios mononucleares difusos e focais H & E – 200X; C e D: extensas áreas 

de necrose miocárdicas com lesão perivascular e presença de fibrose ventricular H & E – 200X; F e 

E: músculo esquelético com extensas necroses e lesões perivasculares H & E – 200X. 
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8.16.4 Avaliação da resposta inflamatória no miocárdio e músculo esquelético 

em animais infectados com a cepa Y (suscetível) do T. cruzi, tratados com 

Benzonidazol na fase crônica. 

 

Os animais cronicamente infectados com a cepa Y e tratados com Benzonidazol, 

entre os dias 430 e 90º dias de infecção em número de 15 apresentaram no 

miocárdio lesões inflamatórias discretas com raros infiltrados inflamatórios 

polimononucleares difusos em átrios na maioria dos casos 12/15. Também foram 

vistos depósitos colagênicos em áreas focais e finos filamentos na parede atrial, 

associada à presença de fibrose intersticial perivascular e depósito matricial e 

ausência de parasitos nos cortes analisados (Figura 31- A,B,C e D).  O músculo 

esquelético apresentava miosite crônica discreta (+), com infiltrados inflamatórios 

focais e perivasculares, arterite presença de células adiposas. Foram também 

observadas áreas de miosite e de fibrose intersticial difusa e perivascular e áreas 

focais de fibrose. Não foi observada a presença de parasitismo nos casos 

estudados. No miocárdio foram vistos depósitos colagênicos em áreas difusas e 

focais associada à presença de fibrose intersticial perivascular e depósito matricial 

tanto na região atrial como nas áreas ventriculares. No músculo esquelético 

também foi detectada fibrose intersticial difusa e perivascular moderada. Em todos 

os casos selecionados a fibrose foi confirmada pelo Picro-sirius (Figura 31- E, F).  
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Figura 31. Secções de miocárdio e músculo esquelético coradas pela H & E, em camundongos 

infectados pela cepa Y e tratados com Benzonidazol na fase crônica. A e B: secções atriais com 

discretos infiltrados inflamatórios mononucleares difusos H & E – 200X; C e D: áreas ventriculares 

com infiltrados difusos com lesão perivascular e presença de fibrose ventricular H & E – 200X; 

secções de miocárdio e de músculo esquelético corados pelo Picro-sirius red 200X, F: depósitos 

colagênicos difusos, com finos filamentos na parede atrial e feixes colagênicos delimitando às 

miocélulas cardíaca E: músculo esquelético fibrose intersticial difusa e focal.  
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8.16.5 Avaliação da resposta inflamatória no miocárdio e músculo esquelético 

em animais infectados com a cepa Colombiana (resistente) do T. cruzi, não 

tratados com Benzonidazol na fase aguda 

A avaliação do miocárdio entre o 200 e o 250 dia de infecção, revelou em 2/6 casos 

processo inflamatório variando de intenso a moderado com necrose de miócitos e 

substituição por infiltrados inflamatórios de polimononucleares difusos e focais em 

átrios e ventrículos e presença de parasitos (figura 32-A,B).  O estudo entre o 300 e 

350 dia de infecção no miocárdio, demonstrou lesões necrótico inflamatórias em 

variaram de intensas a moderadas 2/6 casos com destruição de fibras cardíacas, e 

raros parasitas (Figura 32- C, D). A avaliação do músculo esquelético entre o 200 e 

300 dia de infecção, revelou infiltrados inflamatórios difusos (++) e focais (++) que 

variaram de intensas a discretas 2/6 e, lesões de arterite. Também não foram 

evidenciados parasitas nos cortes analisados. Na fase mais tardia (250 e 350 dias) 

em 4/6 casos analisados havia infiltrados inflamatórios difusos e focais variando de 

moderados (++) a intensos (+++), necrose de fibras musculares, depósitos 

colagênicos e lesões de arterite (Figura 32- E,F).   
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Figura 32. Secções de miocárdio e músculo esquelético coradas pela H & E, em camundongos 

infectados pela cepa Colombiana não tratados com Benzonidazol na fase aguda. A: visão 

panorâmica da região atrial com infiltrado inflamatório mononuclear H & E - 200X; B: áreas focais 

de destruição de miócitos com infiltrado inflamatório intersticial H & E - H & E - 200X; C e D: 

infiltrado inflamatório mononuclear difuso na região atrial com presença de necrose de miocélulas e 

presença de células adiposas H & E - 200X; E: músculo esquelético com extensa lesão inflamatória 

Peri-vascular e processo de arteriolite H & E - 200X; F: músculo esquelético com infiltrado 

inflamatório focal e difuso intersticial H & E - 200X.          
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8.16.6 Avaliação da resposta inflamatória no miocárdio e músculo esquelético 

em animais infectados com a cepa Colombiana (resistentes) do T. cruzi, não 

tratados com Benzonidazol na fase crônica. 

 

Os animais cronicamente infectados com a cepa a cepa Colombiana após 48 dias 

de infecção em número de seis (6) apresentaram no miocárdio lesões inflamatórias 

discretas a moderadas (+) com infiltrado inflamatório mononuclear difuso e focal 3/6 

casos analisados. Também foram vistos depósitos colagênicos em áreas focais e 

finos filamentos na parede atrial, associada à presença de fibrose intersticial 

perivascular e depósito matricial (Figura 33-A).  O músculo esquelético 

apresentava miosite crônica variando entre discreta a moderada, com infiltrados 

inflamatórios focais e perivasculares, arterite e presença de células adiposas 

(Figura 33-B). Foram também observadas áreas de fibrose intersticial difusa e 

perivascular (++), e áreas focais de fibrose. Não foi observado a presença de 

parasitismo nos casos estudados. No miocárdio foram vistos depósitos colagênicos 

em áreas difusas e focais associada à presença de fibrose intersticial perivascular e 

depósito matricial tanto na região atrial como nas áreas ventriculares. (Figura 34-

C,D). No músculo esquelético também foi detectada fibrose intersticial difusa e 

perivascular moderada, miosite difusa (++), presença de células adiposas e lesões 

de arteriolite. Em todos os casos selecionados a fibrose foi confirmada pelo Picro-

sirius (Figura 33-E,F).  
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Figura 33. Secções de miocárdio e músculo esquelético coradas pela H & E e, por Picro-sirius red  

em camundongos infectados pela cepa Colombiana não tratados com Benzonidazol na fase 

crônica. A e B H & E - 200X: infiltrados inflamatórios difusos, com áreas de destruição de 

miocélulas; C: extenso infiltrado inflamatório focal em músculo esquelético H & E - 200X; D: 

músculo esquelético com lesão inflamatória Peri-vascular e processo de arteriolite, com infiltração e 

oclusão da luz vascular, e presença de células adiposas H & E - 200X; F: depósitos colagênicos 

difusos, com finos filamentos na parede atrial e feixes colagênicos Picro-sirius red 200X; E: 

músculo esquelético apresentando extensa área de fibrose intersticial difusa e focal e presença de 

células adiposas Picro-siriús 200X.      
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8.16.7 Avaliação da resposta inflamatória no miocárdio e músculo 

esquelético em animais infectados com a cepa Colombiana (resistente) do T. 

cruzi, tratados com Benzonidazol na fase aguda 

A avaliação do miocárdio entre o 200 e o 250 dia de infecção, revelou em 2/6 casos 

processo inflamatório discreto (+) com necrose de miócitos e substituição por 

infiltrados inflamatórios de polimononucleares difusos e focais em átrios e 

ventrículos (figura 34-A, B).  O estudo entre o 300 e 350 dia de infecção no 

miocárdio, demonstrou lesões necrótico inflamatórias moderadas 3/6 casos com 

destruição de fibras cardíacas, e raros parasitas (Figura 34- C, D). A avaliação do 

músculo esquelético entre o 200 e 300 dia de infecção, revelou infiltrados 

inflamatórios difusos e focais que variaram de discretas a moderados (++) 3/6 e, 

lesões de arterite. Não foram evidenciados parasitas nos cortes analisados. Na 

fase mais tardia (250 e 350 dias) em 4/6 casos analisados havia infiltrados 

inflamatórios difusos e focais variando de moderados (++) a intensos (+++), 

necrose de fibras musculares, depósitos colagênicos e lesões de arterite (Figura 

34- E,F).   
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Figura 34. Secções de miocárdio e músculo esquelético coradas pela H & E, em camundongos 

infectados pela cepa Colombiana tratados com Benzonidazol na fase aguda. A e B: região atrial 

com discreto infiltrado inflamatório difuso e presença plasmócitos H & E - 200X; C e D: áreas focais 

de destruição de miócitos com infiltrado inflamatório moderado na região ventricular H & E - 200X; 

E: lesão inflamatória perivascular com destruição das fibras musculares e presença de células 

adiposas H & E - 200X; F: músculo esquelético com áreas de necrose hialina, infiltrados 

inflamatórios difusos e lesão de arterite H & E - 200X.  
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8.16.8 Avaliação da resposta inflamatória no miocárdio e músculo esquelético 

em animais infectados com a cepa Colombiana (resistentes) do T. cruzi, 

tratados com Benzonidazol na fase crônica. 

 

Os animais cronicamente infectados com a cepa a cepa Colombiana após 48 dias 

de infecção em número de seis (6) apresentaram no miocárdio lesões inflamatórias 

discretas (+) com infiltrados inflamatórios mononucleares difusos 4/6 casos 

analisados. No miocárdio foram vistos depósitos colagênicos em áreas difusas e 

focais associada à presença de fibrose intersticial perivascular e depósito matricial 

tanto na região atrial como nas áreas ventriculares. Também foram vistos depósitos 

colagênicos em áreas focais e finos filamentos na parede atrial, associada à 

presença de fibrose intersticial perivascular e depósito matricial (Figura 35-A,B).  O 

músculo esquelético apresentava miosite crônica variando entre discreta a 

moderada (++), com infiltrados inflamatórios focais e perivasculares, arterite 2/6 

casos  e presença de células adiposas. Foram também observadas áreas de 

fibrose intersticial difusa e perivascular (++), e áreas focais de fibrose, não sendo 

observado a presença de parasitismo nos casos estudados (Figura 35-C,D). Em 

todos os casos selecionados a fibrose foi confirmada pelo Picro-sirius (Figura 35-

E,F).  
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Figura 35. Secções de miocárdio e músculo esquelético coradas pela H & E e Picro-Syris, em 

camundongos infectados pela cepa Colombiana tratados com Benzonidazol na fase crônica. A e B: 

região atrial com discreto infiltrado inflamatório difuso H & E - 200X; C e D: infiltrados inflamatórios 

difusos e focais e presença de necrose hialina H & E - 200X; F: depósitos colagênicos difusos em 

áreas da parede atrial, Picro-siriús 100X; F: com áreas músculo esquelético apresentando áreas de 

fibrose intersticial difusa Picro-siriús 200X.      
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 9.  DISCUSSÃO  

 

Estudos longitudinais, clínicos e experimentais, realizados por vários autores têm 

revelado que a manutenção da infecção experimental e humana pelo T. cruzi é 

multifatorial, onde cerca de 20% a 30% dos indivíduos infectados (camundongos 

ou humanos) evoluem para uma forma crônica cardíaca, sendo muitos dos fatores 

imunoregulatórios responsáveis por tal fenômeno, ainda são desconhecidos 

(ANDRADE, 1999; LAGUENS et al., 1999: ANIS RASSI e MARIN-NETO, 2000; 

SATHLER-AVALAR et al., 2009).  

 

Diferentes modelos experimentais já foram utilizados no intuito de investigar 

mecanismos imunoregulatórios na infecção experimental pelo T. cruzi, ligados à 

resistência/susceptibilidade a infecção. Diversos estudos chamam a atenção para 

o papel sinérgico entre o tratamento com benzonidazol (N-benzyl-2-nitroimidazole 

acetamida) a resposta imunológica, mecanismos imunomodulatórios e 

homeostasia de subpopulações celulares (FERNÁNDEZ-VILLEGAS et al., 2011; 

MURTA et al.,1999; OLIVEIRA-BAHIA et al., 2000; OLIVIERI et al., 2002; OLIVIERI 

et al., 2005 OLIVIERI et al., 2010).   

 

Estudos sobre a quimioterapia na doença de Chagas têm demonstrado nítidas 

diferenças de suscetibilidade/resistência ao Benzonidazol, utilizando diferentes 

cepas do T. cruzi. As essas variações já foram anteriormente caracterizadas pelo 

nosso grupo e relacionadas com os diferentes biodemas. Estes estudos 

caracterizaram as cepas de Tipo I (Y e Peruana) como de alta suscetibilidade, as 

de Tipo II (cepas de São Felipe e Mambai) como de média suscetibilidade e as de 

Tipo  III (Colombiana e Montalvânia) como de alta resistência. (ANDRADE et al., 
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1985a; CAMANDAROBA et al., 2001; CAMANDAROBA et al., 2004;  CAMPOS et 

al., 2005).  

 

Na presente investigação buscamos compreender a influência do tratamento com 

o Benzonidazol (Benz) sobre a resposta imunológica em camundongos infectados 

com cepas do Trypanosoma cruzi de diferentes Biodemas, suscetíveis e 

resistentes ao quimioterápico.  Para essa avaliação infectamos camundongos 

Swiss não isogênicos e tratamos com 60 doses do fármaco Benzonidazol. Animais 

não infectados e tratados, e animais controles sem tratamento também 

compuseram nossa investigação para servir de grupo comparativo.   

 

Deste modo a investigação para o referido estudo foi conduzida, tendo como alvo 

avaliar a influência do Benz sobre os mecanismos imunoregulatórios, na infecção 

experimental com as cepas Y e Colombiana do T. cruzi. Os resultados do presente 

trabalho permitiram demonstrar a influência do tratamento com Benz na resposta 

imunológica quando correlacionamos os resultados dos diversos grupos 

experimentais submetidos e não submetidos ao tratamento quanto: à parasitemia, 

taxa de mortalidade, intensidade das lesões necrótico-inflamatórias do miocárdio e 

de músculo esquelético, concentração plasmática de anticorpos, quimiocina e 

citocinas, resposta celular através do teste cutâneo de hipersensibilidade tardia 

utilizando antígenos do T. cruzi, e da quantificação de subpoluções celulares 

associadas à resposta imunológica na doença de Chagas experimental no modelo 

murino.  

 

A taxa de mortalidade dentro dos vários grupos variou paralelamente com as 

curvas parasitêmicas, sendo menos elevadas na cepa Y tratada. Essa baixa 
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mortalidade (11%) no grupo tratado e de alta mortalidade 100% nos não tratados, 

apresentada pela cepa suscetível ao quimioterápico, foi concordante com os dados 

da literatura e, de estudos anteriores do nosso grupo (ANDRADE et al., 2006; 

ANDRADE et al.,2008). O grupo representado pela cepa Y submetido ao 

tratamento, o qual apresentou menor parasitemia e menor índice de mortalidade 

durante todo o decurso da infecção, foi também a que apresentou na fase aguda 

da infecção maior expressão fenotípica das células CD4+ e CD8+ efetoras em 

relação aos animais infectados com a cepa Colombiana tratados e não tratados 

ainda que não tenha sido estatisticamente significante. Entretanto, quando 

comparamos com o grupo não infectado e tratado, os dados revelaram uma 

tendência de diminuição das quantidades relativas de células T CD4+ e CD8+ com 

a infecção para ambas as cepas (Colombiana e Y) e, no grupo controle sem 

tratamento. Estudos anteriores já demonstraram o importante papel dessas 

populações celulares no controle da carga parasitária na fase aguda e crônica e, 

na sobrevida de camundongos infectados pelo T. cruzi (ALBAREDA et al., 2006; 

OLIVIERI et al., 2005; MARTIN et al., 2010; SUN  e TARLETON et al., 1998). O 

estudo da influência dessas populações celulares em animais (nude) revelou 

incapacidade de controlar a infecção, alta carga parasitária e morte precoce dos 

animais (KIERSZENBAUM e PIZZIMENTI, 1979).  

 

TARLETON et al. (1992), estudando o papel das células CD8+ em camundongos 

deficientes para essa população celular, demonstraram alta parasitemia e 

mortalidade nesses animais. PADILLA et al. (2010), estudando o papel das células 

T CD4+ e T CD8+, em camundongos C57BL/6 demonstraram que as células T 

CD8+ estavam participando de maneira efetiva na imunidade celular mesmo na 

ausência de células T CD4+. PORTELLA & ANDRADE, 2013, avaliando a 
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participação das células dendríticas em camundongos de diferentes linhagens, 

resistentes e suscetíveis à infecção pela cepa Colombiana, demonstraram ser a 

maior expansão de linfócitos T CD4+ no baço e nos tecidos, um fator responsável 

pela maior resistência dos camundongos DBA/1 à infecção experimental. A 

literatura não é concordante sobre a principal célula (CD4+ ou CD8+) responsável 

pela resistência à infecção experimental pelo T. cruzi. Assim, pode-se afirmar que 

mesmo havendo diferenças na predominância fenotípica de células T CD8+ ou 

células T CD4+, é necessária a presença dessas duas populações durante a 

infecção pelo T. cruzi, para que haja uma resposta imune efetora, pois, é sabido 

que as células T, independentemente da população desempenham importantes 

funções relacionadas resistência/susceptibilidade à infecção (ALBAREDA et al., 

2006; ARAUJO et al., 1989; CARDILLO et al., 2007; PADILLA  et al.,  2004; 

PADILLA  et al.,  2009; PEREZ et al., 2012; RIBEIRO DOS SANTOS et al., 2001; 

TEIXEIRA et al., 2002).  

 

Em revisão sobre o controle genético da infecção pelo T. cruzi, De TITTO (1994), 

chama a atenção que, embora a resposta imune tenha importante papel na 

resistência e susceptibilidade à infecção, a sobrevida das diferentes linhagens de 

animais está intrinsecamente mais relacionada com o padrão genético de cada 

espécie, do que com os produtos dos locus H-2 (sistema de antígenos de 

histocompatibilidade do camundongo).  Desta forma, a resistência do camundongo 

à infecção aguda pelo T. cruzi é governada por múltiplos componentes genéticos, 

e por diversos circuitos imunológicos dentro e fora do H-2 (PADILLA et al., 2007; 

MARTIN et al., 2010).  Pela análise dos nossos resultados quanto à parasitemia e 

mortalidade, podemos inferir que os animais quando tratados com Benz diminuem 

a carga parasitária e, consequentemente aumentam a expansão e a eficácia dos 
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mecanismos efetores das células CD4+ e CD8+ tanto na fase aguda como na fase 

crônica, o que consequentemente proporcionou as menores taxas de mortalidade 

e parasitemia na cepa suscetível. 

Em paralelo, quando correlacionamos a celularidade do baço (Fig 13), com as 

populações celulares (CD4+ / CD8+ e B, Fig 14 e 15) percebemos uma hiperplasia 

em todos os grupos infectados na fase aguda da infecção, porém sem nenhuma 

diferença estatística significante entre os animais infectados com as cepas Y e 

Colombiana, o que confirmam ser a infecção pelo T. cruzi, responsável por uma 

ativação policlonal na fase inicial da infecção. Vários estudos demonstraram que 

na infecção de camundongos por T. cruzi, ocorre ativação policlonal de células T e 

B (CORSINI e COSTA, 1981; MINOPRIO  et al., 1986; OLIVIERI et al., 2010).  

 

Entretanto a análise da fase crônica revelou diferença significativa entre os animas 

infectados e tratados com a cepa Colombiana em relação a Y. A análise do 

tratamento com Benz em camundongos não infectados e tratados não revelou 

aumento significativo da celularidade quando correlacionamos o início do 

tratamento e a fase tardia. Todavia, tanto na fase inicial como na fase tardia do 

tratamento, observamos que os animais não infectados e tratados com Benz, 

revelaram uma maior porcentagem de células memória T CD4+CD62Lneg/T 

CD8+CD62Lneg efetoras em relação ao grupo controle sem tratamento. O que nos 

permite sugerir um papel sinérgico entre o quimioterápico e a resposta imune 

nesses animais. Esses achados corroboram os achados de OLIVIERI et al., 2002 e 

de HENRIQUES-PONS  et al., 2005, que estudando à influência do Benz sobre o 

sistema imune demonstraram que animais quando tratados tem uma maior 

expansão de células T CD8+ e T duplo positivas.   
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Esse quadro descrito acima pode ser explicado, pois, investigações já 

demonstraram que experimentalmente a infecção pelo T. cruzi, 

independentemente da cepa determina uma resposta celular do baço, linfonodos e 

órgãos linfóides, que apresentam na fase aguda da infecção uma ativação 

policlonal de linfócitos CD4+, CD8+ e B (D’IMPERIO et al., 1986; MINOPRIO  et 

al., 1988, MINOPRIO et al., 1989; OLIVIERI et al., 2006; SATHLER-AVELAR et al., 

2009; OLIVIERI et al., 2010), traduzida morfologicamente por uma evidente 

esplenomegalia, linfoadenomegalia e com alterações na sua estrutura e 

celularidade.  

 

No presente estudo a pesquisa de anticorpos IgG pelos métodos indiretos  

imunofluorescência indireta (sorologia) e ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent 

Assay),  nos soros dos animais correspondente aos vários grupos (YT, COL-T e 

COL-NT, Tratados Não Infectados e Controles sem Tratamento) revelou que os 

animas infectados com cepa Colombiana (resistente) apresentaram  títulos mais 

elevados na fase crônica independentemente do tratamento em relação a cepa Y 

suscetível.  

 

Desta forma, pela análise geral das concentrações de anticorpos, detectamos 

níveis menores de IgM, IgG1, IgG2a e IgG total na fase aguda em todos os grupos 

experimentais, em relação à fase crônica. Os animais não infectados e tratados e 

os controles sem tratamento não apresentaram níveis significantes durante a fase 

inicial do tratamento, entretanto, nos animais não infectados e tratados, com 

decorrer do tratamento, detectamos elevação significativa dos níveis de IgG2a.  

 

O estudo da resposta imunológica em seis diferentes linhagens isogênicas de 

camundongos e, a avaliação quanto à variação dos níveis de IgG durante o curso 
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da infecção, revelaram que a infecção por diferentes cepas de T. cruzi,  leva a 

variações nos níveis de IgG,  e que a diminuição dos níveis de anticorpos 

circulantes na fase inicial da infecção é precoce, observando-se um aumento no 

decurso da infecção (25 a 30 dias)  nas cepas de média e alta resistência aos 

quimioterápicos (ANDRADE et al, 1985a). É sabido que a ativação policlonal na 

infecção pelo T. cruzi, corresponde a uma imunossupressão inicial que se traduz 

pela baixa resposta de anticorpos específicos na fase aguda e, elevação das 

imunoglobulinas inespecíficas: IgG1, IgG2a, IgG2b, IgM, mais tardiamente 

(ANDRADE et al., 1985b), resultados que corroboraram com os achados da 

presente investigação.  

 

Estudos têm demonstrado que as cepas de T. cruzi, diferem no padrão de 

multiplicação parasitária, sendo mais precoces nas cepas suscetíveis (Y e 

Peruana) e mais tardiamente, nas cepas resistentes (Colombiana e Montalvania) 

(ANDRADE et al., 1985a, ANDRADE e MAGALHÂES, 1997; ANDRADE et al., 

2006; CAMANDAROBA et al., 2004). Dados da literatura revelam que padrão de 

multiplicação parasitária difere entre cepas, podendo ser um fator que venha 

explicar a menor concentração de anticorpos circulantes nos animais infectados 

pela cepa Y, levando em consideração que os camundongos infectados por essa 

cepa, independentemente de linhagens apresentam uma fase aguda precoce com 

mortalidade total em torno do 10º ao 12º dia pós infecção, período coincidente com 

a imunossupressão inicial da infecção chagásica, onde são detectados baixos 

níveis desses anticorpos (ANDRADE et al., 1985a, ANDRADE, 2000; ANDRADE e 

MAGALHÂES, 1997; DOS SANTOS et al., 2009).  
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Entretanto, à avaliação intra e intergrupos, correlacionando a fase aguda e crônica 

da infecção, demonstrou diferenças significativas de IgM, IgG1 e IgG2a nos 

camundongos infectados com a cepa Colombiana e não tratados, em relação aos 

animais infectados e tratados com a cepa  Colombiana e Y, na fase mais tardia da 

infecção. Esses achados são concordantes com as achados de MORGAN et al. 

(1996), que avaliando as concentrações plasmáticas de anticorpos em pacientes 

com cardiopatia crônica chagásica, demonstraram altos títulos de IgM e IgG2 

nesses pacientes, em relação ao grupo controle ou aos pacientes infectados na 

fase indeterminada.  

 

A correlação dos níveis de Ig com achados da parasitemia e do estudo 

histopatológico nos vários grupos, revelaram que os animais infectados com a 

cepa Colombiana e não tratados, foram os que apresentaram níveis mais elevados 

de IgM, IgG1 e IgG2a, maior número de parasitos circulantes e nítida exacerbação 

das lesões necrótico-inflamatórias, no miocárdio e no músculo esquelético, em 

relação aos outros grupos infectados e tratados em ambas as cepas.  

 

Recentemente PINTO et al. (2013), em um estudo clínico de coorte avaliando a 

resposta ao tratamento com Benzonidazol em paciente na fase aguda no Estado 

da Amazônia, demonstraram que após o tratamento há um decréscimo significativo 

dos níveis circulantes de IgG e IgM.  Esses achados ratificam os achados 

encontrados quando a resposta imunológica foi investigada em seis diferentes 

linhagens de camundongos infectados por diferentes cepas do T. cruzi (ANDRADE 

et al., 1985a). Pela análise em conjuntos desses dados, podemos sugerir que 

nossos achados estejam ligados a processos imunoregulatórios complexos, muito 

provavelmente relacionados com o envolvimento de citocinas, que podem 
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influenciar a expressão de isotipos de anticorpos durante o curso da infecção e 

doença.   

 

Diversos estudos em pacientes chagásicos e em modelos experimentais, chamam 

a atenção para o papel das citocinas e sua influência nos mecanismos 

imunoregulatórios, na ativação de circuitos imunológicos e nas lesões inflamatórias 

associados à resposta imune inata e adaptativa na infecção pelo T. cruzi 

(BELKAID e OLDENHOVE, 2008; FERREIRA et al., 2003; ANDRADE e 

MAGALHÃES, 2005; HOVSEPIAN et al., 2013;  TSANG et al., 2006; TOSELO et 

al., 2012; VITELLI-AVELAR et al., 2006).   

 

Após analisarmos a cinética das concentrações circulantes das citocinas (IL-6, IL-

10, MPC-1, TNF-α e IFN-ƴ) nos diversos grupos experimentais, observamos picos 

irregulares durante o decurso da infecção e tratamento em todos os grupos 

infectados, exceto no grupo representado pelos animais não infectados e tratados, 

os quais apresentaram índices não representativos em torno de 20 a 50 pg/mL. 

Entretanto a cepa Y, considerada de alta virulência apresentou concentrações 

superiores de todas citocinas analisadas durante todo o curso da investigação e 

tratamento.  

 

Correlacionando os níveis circulantes das citocinas pró-inflamatórias (IL-6; TNF-α e 

IFN- ƴ) e da quimiocina MCP-1, encontrados nos animais infectados pela cepa Y 

classificada como macrofagotrópica (ANDRADE et al., 2008), com o dos animais 

infectados com cepa Colombiana tratados e não tratados e, suas respectivas 

populações de CD8+, e de memória efetora CD4+CD62Lneg/CD8+CD62Lneg, no 

baço, observamos que essas populações celulares estavam em maior 

porcentagem nos animais infetados e tratados com a cepa Y,  em relação aos 
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infectados pela cepa Colombiana tratados e não tratados na fase aguda da 

infecção e tratamento, embora somente a população de CD4+CD62Lneg tenha sido 

estatisticamente  significativamente. Esses dados explicam a maior concentração 

plasmática das referidas citocinas desde a fase precoce da infecção na cepa Y. 

Também podemos inferir que os níveis mais elevados dessas citocinas 

inflamatórias seriam responsáveis pela mortalidade precoce (100% no 12ª dia pós-

infecção) no grupo não tratado e infectado pela cepa Y. Já foi demonstrado que o 

IFN-α é uma citocina capaz de induzir macrófagos e células dendríticas a ativação 

de células T e a hiperexpressão de MHC de classe II, pois, estudos 

imunopatológicos avaliando essas populações celulares (CD4+, CD8+ e 

macrófagos) em pacientes e em camundongos revelaram que as lesões 

miocárdicas na fase aguda e crônica da infecção tinham predominância de células 

mononucleares (ANDRADE et al., 2000; ANDRADE et al., 2008; MARTIN e 

TARLETON, 2004;  REIS et al., 1993).     

MARTIN e TARLETON (2005), em revisão sobre a funcionalidade das células T 

CD8+, chamam a atenção para serem essas células fundamentais para o controle 

da infecção pelo T. cruzi e, que provavelmente agem através de vários 

mecanismos, sendo o mais importante a produção de IFN-α, juntamente com as 

granzinas e perfurinas. O interferon gama (IFN-γ), é considerado uma citocina 

protetora, especialmente na fase aguda pela capacidade de ativar a expressão da 

síntese do óxido nítrico em macrófagos (GAZZINELLI et al., 1992; OSWALD et al., 

1992; PISSETTI et al., 2009). É sabido que um dos principais mecanismos 

imunológicos que utiliza a produção de IFN-γ, é a infecção de macrófagos por 

tripomastigotas e, consequentemente a produção de moléculas oxidativas como 

radicais de oxigênio e nitrogênio.     
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Desta forma, sozinho ou associado ao TNF-α, o IFN-γ é um dos melhores 

indutores da atividade microbicida de macrófagos em várias infecções por 

parasitas intracelulares, incluindo T. cruzi (CARDILLO et al., 1996; HOVSEPIAN et 

al., 2013; MUNOZ-FERNANDEZ  et al., 1992; SARAIVA et al., 2009; SHER e 

COFFMAN, 1992; WENDY et al., 2003). Esses estudos corroboram os nossos 

achados, os quais revelaram que os animais quando infectados com a cepa 

suscetível macrofagotrópica (Y) e tratados, possuíam maiores quantidades 

MCP-1, TNF-α, IFN-γ e de células que expressavam o marcador CD11b, levando 

a diminuição da carga parasitária e a baixa taxa de mortalidade, o que 

consequente permitiu uma ação mais eficaz das citocinas e da atividade 

microbicida de macrófagos e células efetoras.  

 

Buscando entender esse perfil modulatório apresentado pela cepa Y descrito 

acima, correlacionamos os níveis de IL-10 com o índice de mortalidade e perfil 

necrótico inflamatório nos grupos infectados pelas cepas Y e Colombiana tratados 

e não tratados e, observamos que os animais infectados com a cepa Y e tratados, 

apesar de apresentarem os maiores índices de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, 

e IFN-γ) foram também os que apresentavam maiores índices de IL-10 e, 

consequentemente menor taxa de mortalidade (11%) e menores lesões necrótico-

inflamatórias em músculo esquelético e miocárdio, tanto na fase aguda como na 

crônica.     

 

Investigações em humanos e, em modelos experimentais (camundongos, macacos 

e cães) já demonstraram a importância da citocina IL-10 na imunoregulação da 

infecção pelo T. cruzi tanto na fase aguda como na fase crônica (HOVSEPIAN et 
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al., 2013; PISSETTI et al., 2009). Essa citocina é produzida por diversas 

subpopulações celulares tem uma ação antiinflamatória (RIVINO et al., 2010; 

SARAIVA et al., 2009).  

 

GUEDES et al. (2009), estudando a evolução da cardiopatia crônica no modelo 

canino e a influência das citocinas IFN-ƴ, TNF- α e IL-10, demonstraram in vitro e 

in vivo que os animais não tratados produziam altas concentrações de IFN-ƴ, TNF- 

α, os quais apresentavam maiores índices de miocardite, cardiomegalia e fibroses, 

tanto na fase aguda como na fase crônica, e baixos níveis de IL-10. PISSETTI et 

al. (2009), verificando a associação dos níveis plasmáticos das citocinas IFN-ƴ, 

TNF- α e IL-10, em pacientes com diferentes formas clínicas, revelaram que os 

pacientes que apresentavam maoires concentrações de IFN-ƴ, TNF- α, também 

possuíam maiores concentrações de IL-10. Essas investigações confirmam nossos 

achados com relação aos animais infectados com a cepa Y, os quais 

apresentavam maiores índices de IFN-ƴ, TNF- α e concomitantemente maiores 

índices de IL-10.  

 

Avaliação histopatológica nos animais infectados com as cepas Y e Colombiana, 

tratados e não tratados revelaram lesões no miocárdio e no músculo esquelético 

que variaram de discretas a moderadas na fase aguda e crônica nos animais 

infectados com cepa Y e tratados; e de discretas a intensas nos animais infectados 

com a cepa Colombiana e tratados; e de moderadas a intensas, nos animais não 

tratados. Esses achados quando correlacionados a parasitemia, mortalidade e com 

os níveis de anticorpos, foram concordantes, pois no grupo infectado e não tratado 

com a cepa colombiana, os animais apresentaram maior predomínio de lesões 

intensas, maior taxa de mortalidade e parasitemia, bem como, maiores 
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concentrações plasmáticas de anticorpos IgM, IgG1 e IgG2a, o que sugeri uma 

Citotoxidade mediada por anticorpos.    

   

A hipersensibilidade tardia tem sido considerada como sendo um dos mecanismos 

imunoregulatórios responsáveis pela patogenia das lesões da fase crônica da 

infecção chagásica (ANDRADE Z, 1999; DOS REIS, 1997; THE et al., 2013). Uma 

das maneiras de se avaliar este tipo de resposta é através do teste cutâneo, pela 

injeção de antígenos do T. cruzi, e posterior avaliação histopatológica das patas 

submetidas à injeção exposição dos antígenos. O estudo histopatológico das patas 

submetidas ao teste permite analisar as populações celulares envolvidas na 

resposta inflamatória. No presente estudo, os animais na fase crônica da infecção, 

infectados com as cepas Y e Colombiana tratados, foram desafiados e avaliados 

no período de 24 e 48 e 72 horas após a injeção do antígeno. A avaliação da 

resposta inflamatória demonstrou infiltrado predominantemente mononuclear, 

presença de polimorfonucleares e plasmócitos (Fig 23, A e B). Com relação à 

intensidade das lesões investigadas a partir da injeção intra-dérmica contendo 

antígenos do T. cruzi, essas se mostraram mais intensas no tempo de 48 horas 

para os animais infectados pela cepa Y na fase crônica em relação aos animais 

infectados com a cepa Colombiana em todos os outros pontos (24, 48 e 72 horas 

pós desafio).  

 

A hipersensibilidade tardia pode ser explicada através das células especializadas 

na apresentação de antígenos (dendríticas), que ao reconhecerem os antígenos do 

T. cruzi mantêm a estimulação da resposta celular em camundongos cronicamente 

infectados (ANDRADE et al., 2000). A importância dessas células e o seu papel na 

miocardite crônica chagásica já foram descrita no modelo do cão nas fases aguda, 
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crônica e indeterminada da infecção pelo T. cruzi (ANDRADE et al., 2000). 

PORTELLA e ANDRADE (2009), investigando o papel dos antígenos parasitários 

na patogenia da miocardite crônica no modelo do camundongo infectado com 

cepas suscetíveis e resistentes do T. cruzi, e a importância das células dendríticas 

intersticiais do miocárdio (DCM), demonstraram que essas células estão 

envolvidas na apresentação de antígenos do T. cruzi, bem como pela manutenção 

da resposta celular e humoral em camundongos infectados e tratados, 

independentemente da cepa do parasita. THE et al., (2013), estudando o efeito do 

tratamento com ciclofosfamida em baixas doses sobre a hipersensibilidade tardia 

(DTH) em camundongos BAL/C cronicamente infectados com a cepa Colômbia do 

T. cruzi,  e a participação das células dendríticas intersticiais (IDCs), demonstraram 

através do teste cutâneos e por métodos Imunohistoquímicos, predominância de 

lesões mais intensas e presença predominante de linfócitos CD8+ nos infiltrados 

inflamatórios nos animais tratados, sugerindo ser esse mecanismo um fator 

agravantes das lesões inflamatórias característica da fase crônica doença de 

Chagas. Esses dados em conjunto, explicariam nossos achados histopatológicos e 

sorológicos, pois, os camundongos infectados pela cepa Colombiana e não 

tratados, manteriam uma concentração constante de antígenos parasitários sendo 

apresentados pelas células dendríticas às múltiplas populações celulares o que 

levaria a manutenção dos infiltrados inflamatórios e das altas concentrações 

sorológicas.      

 

A influência do tratamento com Benz sobre a resposta imunológica em 

camundongos não infectados e tratados foi realizada pela avaliação citométrica em 

conjunto com os níveis circulantes de anticorpos, citocinas, quimiocina, hiperplasia 

do baço e pela análise histopatológica em comparação com animais controles sem 
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infecção e tratamento. Pela avaliação citométrica detectamos nos animais tratados 

e não infectados (TNI), porcentagens significativamente maiores de linfócitos T 

CD4+, T CD8+, CD4+ CD62Lneg, CD8+ CD62Lneg.  

 

Nossos achados revelaram que o tratamento com BENZ foi capaz de 

aumentar a freqüência de forma significativa das células T CD4+, T CD8+, 

CD4+CD62Lneg, CD8+CD62Lneg, em camundongos não infectados e tratados em 

relação aos controles sem tratamento. Esses achados suportam nossa hipótese de 

que o tratamento com o Benzonidazol é capaz de ativar e modular a expansão 

fenotípica de subpopulações de linfócitos efetores e de memória.   

 

Estudos avaliando a ação do Benz em camundongos submetidos ao tratamento 

revelaram que animais quando tratados com BENZ, tem um aumento na 

freqüência de linfócitos T CD4+, CD8+ e duplo positivos, sendo essa expansão 

ligada há menor diminuição das taxas de apoptose em órgãos linfóides. Esta 

correlação direta entre a cinética da resposta de células T e a dinâmica do número 

de células do tecido linfóide é uma constante em infecções agudas geradas por 

patógenos como T. cruzi (OLIVIERI et al., 2010; HENRIQUES-PONS et al., 2005) 

 

BERTOCCHI et al. (2008), avaliando em pacientes chagásicos o efeito do 

benzonidazol sobre as populações de células T de memória produtoras de TNF-γ, 

revelaram que os pacientes submetidos ao tratamento passaram a apresentar um 

aumento significativo dessas populações. FERNÁNDEZ et al. (2010), investigando 

em camundongos C3H infectados com T. cruzi e submetidos ao tratamento, um 

aumento das populações celulares de linfócitos memória CD62Lneg, sugerindo que 

esse aumento estava ligado a ação do BENZ sobre a resposta imune. 
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Os achados da presente investigação demonstram que o Benzonidazol é capaz de 

ativar e modular a resposta imunológica tanto em camundongos infectados como 

nos não infectados e tratados. Este fato poderá ajudar de forma somatória na 

melhor interpretação dos estudos clínicos e experimentais, com relação ao papel 

do benzonidazol na resposta imunológica.  
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10 CONCLUSÕES  

 

1) Animais infectados com a cepa Colombiana resistentes e não tratados 

apresentaram maior numero de parasitas circulantes, bem como, intensificação das 

lesões necrótico-inflamatórias quando comparados com os camundongos dos 

grupos tratados;  

 

2) Os animais infectados com a cepa Colombiana e tratados com Benzonidazol, 

apresentaram maior expansão das células T CD4+ e TCD8+ em relação aos 

animais infectados não tratados; 

 

3) O tratamento com Benzonidazol em camundongos não infectados e tratados 

(TNI) foi capaz de influenciar na maior expansão de células T CD4+, CD8+, CD4+ 

CD62Lneg, CD8+ CD62Lneg na fase inicial do tratamento;  

 

4) A análise da hipersensibilidade tardia pelo infiltrado inflamatório nas patas dos 

camundongos tratados com Benzonidazol, revelou aumento da resposta celular nos 

animais infectados com a cepa Colombiana em relação a cepa Y suscetível; 

 

4) Os animais infectados pela cepa Colombiana resistente apresentaram maiores 

concentrações plasmáticas de todos os anticorpos (IgM, IgG1, IgG2a e IgG total) 

avaliados tanto na fase aguda como na fase crônica da infecção;  

 

5) O tratamento com Benzonidazol foi capaz de estimular a produção da quimiocina 

MPC-1 em camundongos tratados não infectados (TNI), mas não das citocinas 

(TNF, INF, IL-6 e IL-10);  
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6) O tratamento com Benzonidazol não foi capaz de estimular a resposta 

imunológica na produção de citocinas em camundongos não infectados e tratados;  

 

7) O tratamento com Benzonidazol foi capaz de estimular a expansão de linfócitos 

B em camundongos não infectados e tratados na fase tardia do tratamento;  

 

Concluímos que o tratamento com Benzonidazol tem uma ação sinérgica com a 

resposta imunológica em camundongos infectados e tratados, quanto nos não 

infectados e também tratados. 
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