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Não importa onde você parou 
Em que momento da vida você cansou. 
O que importa é que sempre é possível e necessário 
recomeçar. Recomeçar é dar uma nova chance a si mesmo 
É renovar as esperanças na vida e, o mais importante...  
Acreditar em você de novo. 
 
A hora é agora! 
É preciso viver o sonho e a certeza de que tudo vai mudar  
 
Sofreu muito neste período? Foi aprendizado. 
Chorou muito? Foi limpeza da alma. 
Ficou com raiva das pessoas? Foi para perdoá-las um dia. 
Sentiu-se só por diversas vezes? É porque fechastes a porta 
até para os anjos. 
Acreditou que tudo estava perdido? Era o início de tua 
melhora. 
Onde você quer chegar? Ir alto? Sonhe alto... 
Queira o melhor do melhor. 
Se pensamos pequeno, coisas pequenas teremos. 
Mas se desejamos fortemente o melhor e principalmente 
lutarmos pelo melhor, o melhor vai se instalar em nossa vida. 
 
“Porque sou do tamanho daquilo que vejo, e não do tamanho 
de minha altura.” 
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A variabilidade genética do Trypanosoma cruzi parece correlacionar-se a algumas 

variáveis da doença como tropismo tecidual, infectividade e resistência a drogas. Neste 

estudo, clones das linhagens do T. cruzi I (Gamba cl1 e SP104 cl1 - genótipo 19) e 

(Cuica cl1 e P209 cl1 - genótipo 20), e do T. cruzi II (Bug2148 cl1 e MN cl2 - genótipo 

39) e (MVB cl8 e IVV cl4 - genótipo 32) foram avaliadas quanto à capacidade de gerar 

reativação da doença crônica em camundongos imunossuprimidos com ciclofosfamida 

(Cy) e ainda, se o tratamento prévio com o fármaco benznidazol (Bz) previniria esta 

recrudescência clone-específica. Entre os clones de ambas as linhagens do T. cruzi não 

houve alteração no perfil da curva de parasitemia nos animais infectados. Porém, após o 

protocolo de imunossupressão com Cy, no final da fase aguda e durante a fase crônica, 

clones da linhagem T. cruzi I induziram índices de reativação da parasitemia de 77,5% e 

51,25%, respectivamente, enquanto clones da linhagem T. cruzi II apresentaram 

reativação de 4,7% apenas no final da fase aguda nos camundongos avaliados. De modo 

geral, o tratamento com Bz induziu uma redução dos índices de reativação tanto na fase 

aguda (72,22%) quanto na fase crônica (31,37%) da infecção. No entanto, Bz não foi 

capaz de prevenir a reativação da parasitemia em animais inoculados com os clones 

Gamba cl1, Cuica cl1 e P209 cl1 na fase aguda. Outro aspecto associado ao Bz, ainda 

na fase aguda, foi a queda induzida dos níveis totais de IgG avaliados. Finalmente, a 

imunossupressão induziu aumento de parasitismo tecidual durante a fase crônica 

mostrando-se, principalmente, associada aos animais infectados com clones da 

linhagem T. cruzi I. Nosso estudo demonstrou, pela primeira vez, a correlação entre a 

divergência filogenética do T. cruzi e a reativação da doença de Chagas em condição de 

imunossupressão, sendo esta relacionada a parasitos da linhagem genética T. cruzi I. 

Além disso, foi demonstrado que a eficácia da prevenção secundária na reativação pelo 

tratamento com Bz, provavelmente também dependente das características genéticas das 

populações do T. cruzi. Nossos resultados abrem perspectivas para se validar a 

terapêutica imunossupressora em indivíduos chagásicos submetidos à quimioterapia 

antineoplásica e/ou corticoidoterapia ou mesmo a proposição de novos fármacos 

imunossupressores. 
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The genetic variability of Trypanosoma cruzi appears to be correlated with some 

aspects of Chagas disease like tissue parasite tropism, infectivity and drug resistance. In 

this study, lineages of T. cruzi I (Gamba cl1 and SP104cl1 - genotype 19) and (Cuica 

cl1 and P209 cl1 - genotype 20) and T. cruzi II (Bug2148 cl1 and MN cl2 - genotype 

39) and (MVB cl8 e IVV cl4 - genótipo 32), were evaluated to its capacity to generate 

reactivation during experimental chronic phase of disease using Cyclophosfamide (Cy) 

immunosuppressed mice and, whether the previously treatment with Benznidazol (Bz) 

would foresee this clone-specific recrudescence. There was no difference associated 

with parasitemia curve observed among clones into each T. cruzi lineage. However, T. 

cruzi I lineage was able to induce 77,5%  and 51.25% of parasitemia reactivatin when 

Cy was administrated in the end of acute phase and 51,25%, respectively, while this 

reactivation associated with T. cruzi II was observed only in the end of acute phase 

(4.7%).  In general, treatment with Bz was able to induce low index of reactivation in 

acute (72.22%) and chronic (31.37%) phase of infection. Nevertheless, Bz was not able 

to prevent reactivation of parasitemia in acute phase, induced by clones clones Gamba 

cl1, Cuica cl1 e P209 cl1. Another aspect associated with Bz treatment, in acute phase, 

was the reduction of IgG1 levels, except to clones that belongs to 32 and 39 genotypes. 

Finally, immunosuppression induced high levels of tissue parasites during chronic phase 

and this aspect was associated with animals infected with T. cruzi I clones. In our study, 

we demonstrated for the first time, the correlation between philogenetic divergence of T. 

cruzi and reactivation of Chagas disease under immunosuppression condition and a 

close relation of these events with T. cruzi I genetic lineage. Besides, it was 

demonstrated a secondary prevention of this reactivation after Bz treatment and, also, 

this event appears to be dependent of genetic T. cruzi populations.  Our data open new 

perspectives to an immunosuppressed therapeutic validation in chagasic individuals 

submitted to chemotherapy to neoplasic cells or corticoterapia or, at least, to propose 

new immunosuppression drugs. 
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1.1. O Trypanosoma cruzi 

 

 O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado pertencente à ordem 

kinetoplastida e à família Tripanosomatidae. Caracteriza-se pela presença de uma 

estrutura proeminente, conhecida como cinetoplasto, que corresponde a uma 

condensação de DNA extranuclear, denominado k-DNA, localizada no interior de uma 

mitocôndria única e ramificada por todo o corpo do protozoário. 

O T. cruzi apresenta uma ampla variabilidade biológica e genética, o que levou 

diferentes pesquisadores, utilizando diversos marcadores biológicos e moleculares, a 

proporem várias nomenclaturas para a classificação intraespecífica deste parasito. No 

encontro satélite realizado durante o “Simpósio Internacional em Comemoração ao 90o 

Aniversário da Descoberta da Doença de Chagas”, ocorrido no Rio de Janeiro em abril 

de 1999, foi proposta uma nomenclatura comum para este parasito, com o objetivo de 

facilitar o uso e o entendimento dos termos utilizados pela comunidade de 

pesquisadores que trabalham com o T. cruzi. Assim, após a caracterização biológica e 

molecular, as cepas do T. cruzi devem ser classificadas como T. cruzi I, T. cruzi II e T. 

cruzi. Neste simpósio, os participantes procuraram uniformizar as classificações 

propostas anteriormente por diversos autores. Desta maneira, as cepas serão 

classificadas como mostrado na quadro I.  

 A variabilidade intraespecífica do T. cruzi foi inicialmente demonstrada através 

de caracterizações morfobiológicas. O isolamento e o estudo de populações do T. cruzi, 

de diferentes origens, demonstram a existência de características variáveis entre cepas. 

Foi demonstrada, por vários autores, a existência de características variáveis entre as 

populações do T. cruzi em relação à morfologia dos tripomastigotas sangüíneos (Brener, 

1963; 1965), ao tropismo tecidual (Melo & Brener, 1978), ao padrão da curva de 

parasitemia (Brener, 1977), às variações na virulência e patogenicidade (Bice & 

Zeledon 1970; Andrade, 1974, 1985), à suscetibilidade aos quimioterápicos (Filardi & 

Brener, 1987) e à heterogeneidade da composição antigênica (Nusseinzweig & Goble, 

1966). 
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Quadro 1: Classificação do Trypanosoma cruzi de acordo com a caracterização biológica 
e molecular, segundo Anonymous, 1999. 
 
Classificação Zimodema Tipo Linhagem Grupo Ribodema 

T. cruzi I 

Z1 

(Miles et al., 1977, 

1978, Barret et 

al.,1980 

Tipo III 

(Andrade 1974) 

Linhagem 2 

(Souto et al., 1996), 

Grupo 1 

(Tibayrenc 1995) 

Ribodema 

II/III 

(Clark e Pung 

1994) 

T. cruzi II 

Z2 

(Miles et al., 1977, 

1978, Barret et al., 

1980) 

Tipo II 

(Andrade 1974) 

Linhagem 1 

(Souto et al., 1996) 

Grupo 2 

(Tibayrenc 1995) 

Ribodema I 

(Clark e Pung 

1994) 

T. cruzi 

Z Chileno 2b 

(Miles et al.,1984) 

Z3 

(Miles et al., 1978) 

ZB 

(Romanha et al, 

1979) 

Tipo I  

(Andrade, 1974) 

 

Grupo ½ 

(Souto et al.,1996) 

Grupo 39 

(Tibyrenc et 

al.,1995) 

 

 

Brener & Chiari (1963) e Brener (1965, 1969) demonstraram que formas 

tripomastigotas sanguíneas delgadas e largas ocorriam em diferentes proporções nos 

diversos isolados do T. cruzi. Os autores verificaram que formas finas são mais 

infectivas para as células do hospedeiro vertebrado, mais sensíveis ao sistema imune e 

predominates em cepas muito virulentas e macrofágicas. Por outro lado, as formas 

largas são mais resistentes ao sistema imune permanecendo mais tempo na circulação 

e estão presentes em maior proporção em cepas  miotrópicas e de baixa virulência.  

A variação no tropismo tecidual de diferentes populações do T. cruzi também 

foi demonstrada por  Andrade et al. (1999) que, ao infectarem camundongos BALB/c 

simultaneamente com duas diferentes populações do parasito (cepa JG e clone 

CoL1.7G2), demonstraram uma clara diferença na distribuição tecidual para as 

mesmas, tanto nas infecções mistas quanto simples. Por outro lado, Franco et al. 

(2003) demonstraram que o tropismo tecidual de uma população do T. cruzi pode ser 

alterado em infecções mistas de ratos infectados com a cepa JG (isolado de um 

paciente com megaesôfago) e  o clone CL-Brener. Os autores demonstraram que o 
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clone CL-Brener que sozinho provoca um intenso processo inflamatório nos músculos  

cardíaco e esquelético  foi mais rapitamentente eliminada do coração ou reduzido a 

níveis indetectáveis. Nas infecções mistas somente a cepa JG foi encontrada no 

músculo cardíaco no final da fase aguda e durante a fase crônica. Os resultados 

mostraram uma tendência da cepa JG em substituir o clone CL-Brener nos órgãos 

anteriormente parasitados por essa população de T. cruzi, sendo esse comportamento  

aparentemente dependente do tamanho do inóculo. Além disso,  a dupla infecção 

preveniu  a alta mortalidade induzida pela clone CL-Brener. 

Vago et al. (2000) usando a técnica LSSP-PCR  também estudaram o tropismo 

tecidual do T. cruzi e a diversidade genética do parasita. Nesse estudo foi verificado  

perfis genéticos distintos entre os parasitos detectados  no tecido cardíaco e no 

esôfago de um indivíduo com a forma mista da doença de Chagas. 

As diferentes populações do T. cruzi também apresentam distintos perfis de 

curva de parasitemia (Brener, 1977; Carneiro et al, 1991). Entretanto, o padrão da curva 

de parasitemia é característico e estável para cada população do parasito (Brener et al., 

1974; Brener, 1977). Desta forma, a avaliação das curvas de parasitemia fornece 

importantes informações relativas à variabilidade biológica entre as populações do T. 

cruzi.  

Andrade (1974), avaliando vários parâmetros biológicos, tais como tropismo 

tecidual, nível de parasitismo sangüíneo, morfologia dos tripomastigotas sangüíneos, 

virulência e patogenicidade de cepas do T. cruzi, demonstrou a existência de uma 

identidade desses caracteres entre grupos de cepas do parasito. A autora sugeriu que as 

populações do T. cruzi poderiam ser agrupadas levando em consideração suas 

características biológicas (Andrade et al., 1970; Andrade, 1974).  

 Posteriormente, Andrade & Magalhães (1997), criaram o termo Biodema para 

agrupar populações do T. cruzi que apresentassem padrões de comportamento biológico 

semelhantes, sendo estabelecidos três tipos: Biodema ou Tipo I - (cepa Y e Peruviana) 

de multiplicação rápida, com picos de parasitemia e mortalidade altos e precoces, 

predominância de formas finas e reticulotropismo na fase aguda da infecção; Biodema 

ou Tipo II - (16 cepas isoladas no Recôncavo Baiano) de multiplicação lenta, picos de 

parasitemia irregulares, ocorrendo entre 12o e 20o dias, predominância de formas largas 

ao longo da infecção, mas com formas finas em pequeno número na fase inicial, e 
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tropismo predominante para o miocárdio; Biodema ou Tipo III - (cepa Colombiana) de 

multiplicação lenta, altos picos de parasitemia entre o 20o e 30o dia de infecção, baixas 

taxas de mortalidade, predominância de formas largas ao longo da infecção com 

envolvimento predominante do músculo esquelético.  

A variabilidade biológica entre as cepas de T. cruzi pode, também, ser observada 

em estudos de susceptibilidade a drogas. As diferenças na eficácia da quimioterapia 

podem estar relacionadas a diversos fatores como o tipo de cepa predominante em cada 

área geográfica (Filardi & Brener, 1987). Uma outra característica bem conhecida, 

envolvida na resistência à quimioterapia é o elevado grau de diversidade genética das 

cepas de T. cruzi (Toledo et al, 2003). O modelo de evolução clonal postulado para o T. 

cruzi pressupõe uma correlação entre a divergência filogenética dos genótipos clonais 

de T. cruzi e suas propriedades biológicas, incluindo sua sensibilidade às drogas 

(Revollo et al., 1998). Em estudos que consideravam a susceptibilidade a drogas, 

Andrade et al., (1985, 1992), constataram que cepas do Biodema I e II (T. cruzi II) 

apresentavam uma elevada ou parcial sensibilidade ao benznidazol (Bz) e ao nifurtimox, 

enquanto o Biodema III (T. cruzi I) exibiu um elevado grau de resistência a essas 

drogas. Toledo et al. (2003, 2004 a, b), avaliando a ação do Bz em camundongos 

BALB/c observaram que os clones pertencentes ao grupo genético T. cruzi I foram 

totalmente resistentes ao tratamento e aqueles pertencentes ao grupo genético T. cruzi II 

apresentaram diferentes graus de sensibilidade. Fatores relacionados às características 

intrínsecas do parasito e do hospedeiro, provavelmente contribuem para o aparecimento 

das diversas manifestações clínicas da doença de Chagas. Algumas evidências têm 

demonstrado também que o T. cruzi possui grande capacidade de adaptação às 

modificações do meio ambiente (Pacheco & Brito, 1998) podendo o parasito ser 

composto de populações geneticamente heterogêneas (Lambrecht, 1965; Tibayrenc & 

Ayala, 1988). Neste caso, esta heterogeneidade pode ser um dos fatores que modula a 

doença. 

 

1.2. Variabilidade genética do T. cruzi 

 

 O modelo da genética do T. cruzi proposto por Tibayrenc e Ayala (1988) é de 

que este protozoário possui uma estrutura e evolução clonal. Tal modelo implica  que 
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a reprodução sexual ou recombinação genética é um fenômeno extremamente raro ou 

ausente nesta espécie; tão raro que não é capaz de impedir a existência de clones 

naturais estáveis no tempo e no espaço, mesmo após sofrer pressões do hospedeiro 

e/ou ambientais. Tal modelo foi proposto após a caracterização por isoenzimas (um 

total de 15 loci enzimáticos) de uma mostra representativa (mais de 500 estoques) de 

populações do T. cruzi isoladas do homem, reservatórios animais e vetores, 

provenientes de diversos países da América Latina, inclusive do Sul dos Estados 

Unidos. Nesse estudo foram encontrados 43 grupos genéticos distintos ou zimodemas 

(termo introduzido por Barret et al., (1980) em referência a “populações de T. cruzi 

que apresentam o mesmo perfil de isoenzimas”, que os autores denominaram de 

“clones naturais”. Estes clones naturais  ou “clonets” são evolucionariamente distantes 

entre si (distância de Jacard – medida aproximada das diferenças de alelos entre as 

cepas ou clones estudados) e especialmente dispostos na rede de Wagner (Tibayrenc 

et al., 1986). Posteriormente, Tibayrenc & Brenière (1988) verificaram que entre o 

grande número de clones naturais encontrados, 4 parecem ubiquistas, por terem sido 

encontrados com mais freqüência nos mais diversos hospedeiros e localidades 

constituindo um total de 53,7% dos isolados analisados. Tais clones foram 

denominados “clones maiores” 19/20, 39 e 32. Mais tarde, Tibayrenc et al. (1993) 

utilizaram pela primeira vez o RAPD (DNA polimórfico ampliado aleatoriamente) no 

estudo do polimorfismo de DNA em protozoários patogênicos, inclusive o T. cruzi, 

verificando a existência de correlação entre o perfil de RAPD e o de isoenzimas, e 

também a existência de variações genéticas significativas dentro de um mesmo 

zimodema. Isto favorece mais uma vez a hipótese da estrutura clonal do T. cruzi. 

Considerando que o T. cruzi apresenta evolução predominantemente clonal 

(Tibayrenc et al., 1993), espera-se uma evolução não-independente entre diferenças 

biológicas e divergência genética entre os clones naturais. Isso pressupõe que clones 

geneticamente mais próximos apresentariam características biológicas e clínicas 

semelhantes entre si, enquanto clones geneticamente mais distantes apresentariam 

propriedades distintas. 

A hipótese subjacente ao modelo clonal proposto por Tibayrenc & Ayala (1988) 

é de que os principais clones (19, 20, 39 e 32) têm papel importante na patologia e na 

epidemiologia da doença de Chagas, merecendo atenção especial. A hipótese 
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fundamental que tem sido investigada é a existência de correlação entre a divergência 

filogenética do parasita (ou distância genética) e as propriedades clínicas fundamentais. 

Trabalhando neste sentido Laurent et al., (1997) analisaram o comportamento 

biológico (crescimento em cultura celular e acelular, e infectividade e virulência para 

camundongos), de 16 estoques clonados do T. cruzi, pertencentes aos três grupos 

genéticos principais (19, 20 e 39). Os autores verificaram diferenças significativas, com 

relação aos parâmetros analisados, entre os grupos genéticos 19 e 39, e entre os grupos 

20 e 39.  

Posteriormente, Revollo et al., (1998), analisaram 21 estoques clonais de T. 

cruzi pertencentes aos genótipos 19, 20, 39 e 32, avaliando o comportamento dos 

mesmos em culturas celulares e acelulares. De um modo geral, clones dos genótipos 19 

e 20 crescem mais facilmente em cultura, são mais virulentos para camundongos, são 

mais resistentes a drogas quando comparados com clones do grupo 32, que por sua vez, 

apresentam menor intensidade para todas essas propriedades. Dezesseis desses clones 

tinham sido estudados por, Laurent et al. (1997) e corroboram com os resultados 

obtidos. 

O mesmo aconteceu em relação à infectividade, diferenciação e intensidade do 

parasitismo em infecções experimentais de Triatoma infestans (Lana et al., 1998), nas 

quais foi constatada uma forte correlação entre marcadores genéticos e propriedades 

biológicas do parasito. Clones do genótipo 19/20 são infectivos para o inseto vetor e 

apresentam maior taxa de diferenciação e produção de flagelados, quando comparados 

com clones pertencentes aos genótipos 39 e 32.  

Do mesmo modo, Toledo et al., (2002) demonstraram, uma forte correlação 

entre a divergência filogenética de populações do T. cruzi e as suas propriedades  

biológicas. Os autores, utilizando 20 estoques clonais, pertencentes aos genótipos 19, 

20, 39 e 32, avaliaram comparativamente 14 parâmetros biológicos em camundongos 

BALB/c infectados com parasitos pertencentes aos diferentes genótipos, durante a 

fase aguda e crônica da infecção. Os autores demonstraram que animais inoculados 

com parasitos pertencentes a genótipos geneticamente próximos (19/20 ou 39/32) 

apresentaram menor número de diferenças biológicas significativas em relação aos 

geneticamente distantes (19 ou 20 versus 32 ou 39). Os clones do genótipo 20 foram 

os mais virulentos e patogênicos na fase aguda da infecção, enquanto clones do 
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genótipo 39 apresentaram parasitemias mais heterogêneas. Além disso, apenas nos 

animais infectados com clones do genótipo 39 foi detectado parasitismo tecidual 

durante a fase crônica da infecção, contudo, sem correlação com a intensidade do 

processo inflamatório. Clones do genótipo 32 foram menos virulentos e patogênicos 

para camundongos. 

Mais recentemente, Toledo et al. (2003, 2004a,b) avaliaram a ação do Bz em 

infecções experimentais em camundongos BALB/c, observando que clones do 

genótipo 20 foram totalmente resistentes ao tratamento, enquanto clones do genótipo 

19 apresentaram diferentes graus de sensibilidade ao fármaco. Dois padrões de 

resposta ao Bz foram observados para o genótipo 39, que apresentaram clones 

sensíveis e resistentes ao tratamento. Esse comportamento ambíguo foi observado 

também para as propriedades biológicas desses parasitos, o que pode ser devido ao 

fato desses clones serem geneticamente híbridos. Clones do genótipo 32 apresentaram 

um típico padrão de susceptibilidade ao Bz. Quando esses estoques são agrupados nas 

duas linhagens genéticas do parasito, observa-se que clones pertencentes ao T. cruzi I 

são mais resistentes ao tratamento, que os  clones pertencentes ao T. cruzi II, em 

ambas as fases da infecção. Por outro lado, Villareal et al. (2004), utilizando análises 

de RAPD e eletroforese de isoenzimas de 16 clones naturais do T. cruzi, não 

conseguiram estabelecer correlação, in vitro, entre susceptibilidade ao Bz e a distância 

filogenética do parasito. 

Estes resultados, analisados em conjunto, enfatizam a crucial importância de 

considerar a diversidade filogenética dos clones naturais do T. cruzi em todos os 

estudos referentes a diagnóstico, biologia, patogenicidade, desenho de drogas e 

vacinas, levantamentos epidemiológicos e diversidade clínica da doença de Chagas, 

uma vez que, ao analisar tanto a resposta à terapêutica quanto as propriedades 

biológicas do parasito, observa-se uma polaridade ou grande diversidade destas 

propriedades entre grupos genéticos distintos porém existe grande desvio padrão entre 

amostras de um mesmo grupo genético. 
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1.3. Formas clínicas da doença de Chagas 

 

 A doença de Chagas humana é amplamente distribuída na maioria dos países 

do Continente Americano, sendo encontrada desde o México ao Sul da Argentina e do 

Chile (WHO, 2002). Estima-se que 13 milhões de pessoas habitantes da América 

Central e do Sul estejam infectadas pelo T. cruzi, e que ocorrem 1400 mortes anuais em 

decorrência de danos irreversíveis ao coração e trato digestivo. Cerca de 25% destas 

pessoas apresentam sintomas os quais variam conforme a cepa do parasito, o indivíduo 

infectado e a duração (fase aguda ou crônica) da infecção (WHO, 2005).  

A fase aguda da doença de Chagas pode ser sintomática ou assintomática . Os 

casos sintomáticos clássicos foram detectados principalmente em crianças com até 10 

anos.  Entretanto, a maioria dos casos agudos da doença de Chagas são assintomáticos 

ou apresentam sintomatologia  bastante discreta, não sendo portanto  normalmente 

detectados nesta fase da doença. A duração da fase aguda é de 4 a 12 semanas, após este 

tempo a febre ou outro sintoma dominante tende a desaparecer, paralelamente, ocorre 

um progressivo decréscimo da parasitemia (Prata, 2001; Rocha et al., 2003).  

Nos casos sintomáticos, os sintomas iniciam-se aproximadamente uma semana 

após a inoculação. Nesta fase, o indivíduo pode apresentar sinais relevantes como febre, 

linfoadenopatia, e sinais de porta de entrada, como um complexo oftálmico-ganglionar 

(sinal de Romanã) ou chagoma de inoculacão. Ainda, é possível que alguns indivíduos 

apresentem meningoencefalite ou uma miocardite aguda, caracterizada por uma intensa 

reação inflamatória adjacente à ruptura dos ninhos de amastigotas (após instalação do 

parasita no miocárdio). Estas manifestações podem, com uma baixa freqüência, 

ocasionar a morte do indivíduo durante a fase aguda da doença de Chagas, sendo esta 

mais comum em crianças (Rassi et al, 2000). 

A fase crônica da doença de Chagas inicia-se aproximadamente três meses após 

a infecção inicial (Prata, 2001). Nesta fase, os parasitos tornam-se dificilmente 

detectáveis na corrente sanguínea, sendo necessário a utilização de métodos 

parasitológicos, como xenodiagnóstico (Bronfen et al. 1989), hemocultura (Chiari et al 

1989), ou moleculares, como a reação em cadeia da polimerase – PCR (Jones et al, 

1993; Vago et al. 1996) para sua detecção. Alternativamente, o diagnóstico pode ser 

realizado de forma indireta, através da detecção de anticorpos específicos no sangue 



SANTOS, D. M.  INTRODUÇÃO 

 10 

periférico (Luquetti,1990).  Nesta fase podem ser detectadas diferentes formas clínicas 

da doença de Chagas forma indeterminada ou assintomática, forma cardíaca, forma 

digestiva, ou mais raramente, a forma mista (Prata, 1999). 

A forma crônica indeterminada ou assintomática é caracterizada pela presença 

da infecção (revelada por testes parasitológicos e sorológicos), e pela ausência de 

sintomas e anormalidades radiológicas ou eletrocardiográficas (coração, esôfago e 

cólon). É a forma clínica mais comum nas áreas endêmicas, podendo persistir o resto 

da vida de um grande número de indivíduos infectados pelo T. cruzi. Sua evolução 

para a forma crônica sintomática é observada em uma alta percentagem nos indivíduos 

geralmente após 10-20 anos de infecção, sendo esta evolução de caráter lento e 

progressivo.  

 No Brasil, 20% a 30% dos indivíduos infectados desenvolvem a forma cardíaca, 

apresentando sinais clínicos como arritmias, disfunção de contratilidade miocárdica, na 

condução do estímulo elétrico, tromboembolismo, além da ocorrência da morte súbita. 

Do ponto de vista epidemiológico a cardiopatia crônica é a forma clínica mais 

importante da doença de Chagas, devido a sua alta morbi-mortalidade e conseqüente 

impacto médico-social. 

Já nos indivíduos portadores da forma digestiva observa-se a presença de 

infiltrado linfocitário na submucosa e nos plexos mioentéricos do trato digestivo 

culminando, em parte, em alterações funcionais como perda da motilidade e aumento do 

diâmetro e largura do órgão. Estas alterações caracterizam o megaesôfago e o 

megacólon chagásicos, conduzindo estes indivíduos a uma vida de restrições 

nutricionais e uma redução em sua qualidade de vida (Prata et al., 2001). 

 

1.4. Imunopatologia da doença de Chagas 

 

A resposta imune do hospedeiro apresenta importante papel no controle da 

infecção pelo T. cruzi. A mobilização do sistema imune é importante na redução da 

carga parasitária, mas por outro lado, eventualmente contribui para o aparecimento das 

manifestações clínicas crônicas devido às respostas auto-imunes (Leon & Engman, 

2001). No entanto, tanto o parasito quanto a resposta imune podem persistir 
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indefinidamente no hospedeiro e as lesões teciduais resultantes da atividade prolongada 

de ambos causam alterações morfofuncionais características da doença (Tarleton, 2001).  

Na doença de Chagas, o mais importante sinal para a ativação dos macrófagos é 

o IFN-γ, que desempenha papel significativo na destruição do T. cruzi (Plata et al., 

1984; Murray et al., 1985). Esta sinalização é geralmente induzida por moléculas 

antigênicas na superfície das formas tripomastigotas do parasito. A produção de IFN-γ 

na fase aguda da infecção pelo T. cruzi em camundongos está associada à resistência 

(Reed, 1988; Nabors et al., 1991; Minoprio et al., 1993) e a sua depleção exacerba a 

parasitemia e aumenta a mortalidade (Torrico et al., 1991; Petray et al., 1993). 

Similarmente, IL-12, relacionada à resposta Th1, promove resistência em camundongos 

(Silva et al., 1998). Por outro lado, o oposto acontece com o padrão Th2, onde a IL-10 

está associada à susceptilidade à infecção pelo T. cruzi em camundongos (Silva et al., 

1992; Reed et al., 1994). O TNF-α, produzido pelos macrófagos durante a infecção, 

interage de forma sinérgica com a IL-12 ou com o IFN-γ, ativando outros macrófagos a 

sintetizarem o óxido nítrico, um importante fator tripanocida. (Miller et al., 2002; Silva 

et al., 2003). 

A imunidade celular também é importante na defesa contra o T. cruzi e as 

células T constituem a maior parte das células no infiltrado inflamatório do miocárdio 

de pacientes com a forma cardíaca da doença (Reis et al., 1993; Higuchi et al., 1997).  

Animais deficientes destas células são ainda mais susceptíveis à infecção (Tarleton et 

al., 1996). A necessidade das células T CD4 pode estar relacionada à sua capacidade em 

auxiliar na produção de anticorpos e citocinas como o IFN-γ (Brener, 1986; Tarleton et 

al., 1996).  

A imunidade humoral é evidenciada pela presença de anticorpos específicos 

detectados tanto na infecção humana quanto nos diferentes modelos experimentais. Em 

infecções agudas, no modelo murino, ocorre uma intensa ativação policlonal de 

linfócitos B, com hiperprodução de imunoglobulinas (Minoprio et al., 1989). Contudo, 

a distribuição de isotipos permanece invariável ao longo do curso da infecção e é 

caracterizada pela predominância de IgG2a e IgG2b (D’Império et al., 1986). 

Existem vários fatores que contribuem direta ou indiretamente para lesões 

produzidas pela infecção por T. cruzi. Alguns desses fatores são inerentes ao parasita 
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(interação parasita-hospedeiro, tropismo, virulência, constituição genética e antigênica, 

número de inóculo do parasita, reinfecção, cepa do parasita, seleção clonal, populações 

mistas, etc.); outros são relacionados ao hospedeiro (constituição genética, sexo, idade, 

raça, estado nutricional, resposta imune, etc) (Tafuri,1999). Além disso, o equilíbrio da 

relação parasito-hospedeiro pode ser drasticamente alterado por um quadro de 

imunossupressão, sendo a única possibilidade de ocorrência da recrudescência da 

doença de Chagas crônica.  

 

1.5. A doença de Chagas em indivíduos imunocomprometidos  

 

A recrudescência do parasitismo durante a fase crônica da doença de Chagas 

apresenta-se associada aos indivíduos imunocomprometidos devido à infecção por 

HIV/AIDS,  à ação de drogas imunossupressoras utilizadas durante o tratamento do 

câncer ou após transplantes. Nestes casos, a doença pode adquirir aspectos clínicos 

mais graves do que nas formas agudas resultantes de transmissão por triatomíneos ou 

pós-transfusionais. A literatura registra casos de recrudescência da doença ocorrendo 

em indivíduos com câncer hematológico (leucemias e linfomas), transplantes de 

medula óssea, rins e coração, em indivíduos usando altas doses de corticóides e outros 

imunossupressores (Stolf et al., 1987; Ferreira, 1999; Amato et al., 1997; Genty et al., 

1994; Sartori et al., 1999).  

Nos últimos anos, novos aspectos da patologia da doença de Chagas têm sido 

descritos em indivíduos imunossuprimidos. A literatura registra a ocorrência de formas 

graves da doença, notadamente meningoencefalites e/ou miocardite relacionados com a 

reativação do parasita em indivíduos com imunossupressão severa (Del Castilho, 1990, 

Glukstein et al., 1992, Ferreira et al., 1999, Pacheco et al., 1998). Também têm sido 

reportados um grande número de casos (cerca de 50) de envolvimento do sistema 

nervoso central (SNC) em indivíduos portadores de co-infecção doença de 

Chagas/AIDS (Ferreira et al., 1991, Rocha et al., 1994), apesar de lesões no SNC serem 

observadas apenas em um número muito pequeno de indivíduos imunocompetentes 

(Pittella, 1985). Neste caso, a AIDS, atualmente, é um importante risco para pacientes 

chagásicos crônicos, pois com o aumento da epidemia HIV/AIDS e a migração de 

pacientes das zonas rurais para os centros urbanos, a probabilidade de coinfecção 
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HIV/T.cruzi tem aumentado (Madalosso et al, 2004; Rodrigues et al, 2005), levando ao 

aumento do número de pacientes com o vírus da AIDS e doença de Chagas 

concomitantes.  De acordo com Ferreira et al. (1999) 6% dos indivíduos HIV positivos 

submetidos à autópsia em Uberlândia, MG (área endêmica da doença de Chagas), 

apresentavam, também, reativação da doença de Chagas crônica. Até 2004 foram 

descritos cerca de 120 casos de co-infecção HIV/T. cruzi  no Brasil (Relatório Técnico, 

Ministério da Saúde, 2006). 

Segundo Rocha et al. (2000) a meningoencefalite ou encefalite aguda por T. 

cruzi representa a forma mais frequentemente relacionada à reativação da doença de 

Chagas em indivíduos HIV positivos. As características morfológicas dessas patologias 

parecem assemelhar-se, em termos gerais, na AIDS e em outras causas de 

imunodepressão. O quadro clínico da doença de Chagas reativada na infecção pelo HIV 

traduz-se por manifestações gerais de infecção, tais como febre, astenia, anorexia e 

mialgias, e por sinais e sintomas relacionados à meningoencefalite e à cardites 

chagásicas agudas (Brener et al., 2000). 

Em janeiro 2004 entrou em vigor a nova definição de caso de AIDS em adultos 

e crianças que inclui a reativação da doença de Chagas como uma condição definidora 

de AIDS para fins de vigilância epidemiológica no Brasil. Essa questão já havia sido 

discutida desde a segunda revisão da definição de caso de AIDS em adultos de 1992, 

cuja ênfase foi dada para a sinalização de que algumas doenças endêmicas no Brasil, 

como a leishmaniose, a doença de Chagas e a paracoccidioidomicose poderiam ter 

comportamento oportunista em indivíduos infectados pelo HIV, indicando a 

necessidade de atenção especial dos serviços de saúde, em termos da assistência e da 

vigilância, visando o estabelecimento de evidências que permitissem incluí-las no 

futuro como indicativas de AIDS (Ramos-Junior, 2004). 

Desta forma, segundo uma revisão atualizada da definição de casos HIV/AIDS 

e doença de Chagas, pelo Centro de Prevenção e Controle de Doenças, Atlanta, EUA, 

a reativação conduz os pacientes infectados pelo T. cruzi a manifestações clínicas 

expressas por miocardite e/ou meningoencefalite (75-90%). Estes relatos tornam-se 

freqüentes na literatura evidenciando o caráter clínico e epidemiológico das formas de 

imunussupressão pelo HIV ou outros mecanimos imunussupressores (Ramos-Junior, 

2004, Ferreira, 1999; Lazo et al., 1998; Ramos, 1999; Rocha et al., 2000; Madalosso 
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et al., 2004; Corti & Yampolsky, 2006). Dentre os outros mecanismos 

imunussupressores, encontram-se os fármacos empregados após transplantes 

convencionais de órgãos sólidos e, em especial na doença de Chagas, transplantes 

cardíacos (Stolf et al., 1987, 1994; Calabrese, 1999; Bochi et al, 1996; Fiorelli et al., 

2005). 

 Por outro lado, considerando o pior prognóstico e a maior mortalidade precoce 

da cardiomiopatia chagásica em relação a outras etiologias de insuficiência cardíaca 

congestiva, o benefício potencial do transplante cardíaco nessa indicação torna-se 

evidente. Mas o risco da reagudização da forma crônica da doença de Chagas, citado 

previamente, tem se tornado um forte argumento para a contra-indicação de 

transplante cardíaco para portadores da doença, principalmente, levando-se em conta a 

escassez de doadores  (Brener et al., 2000).  

Interessantemente, a reativação sintomática da doença de Chagas não ocorre 

em todos os chagásicos crônicos expostos a agentes imunossupressivos (Barousse, 

1980, Lopes Blanco et al., 1992). Também entre indivíduos com AIDS têm sido 

descritos tanto casos de ausência de reativação (Pacheco et al., 1998) como a 

reativação assintomática da doença de Chagas crônica, detectada apenas pelo aumento 

do parasitismo sangüíneo (Sartori et al., 2002).  

Como o curso da infecção experimental pelo T. cruzi é também influenciado 

pela cepa do parasito e pela resposta do sistema imune do hospedeiro, é razoável 

supor que a possibilidade de reativação da doença de Chagas crônica, em indivíduos 

imunossuprimidos, seria também dependente da população do parasito presente, e que 

esta teria uma importância primordial neste fenômeno. Apesar de ser difícil reproduzir 

uma situação de imunossupressão, vários agentes imunossupressores têm sido 

utilizados na tentativa de compreender o fenômeno de reativação da doença de Chagas 

crônica. A utilização experimental de drogas imunossupressoras demonstrou que o 

tratamento com ciclofosfamida (Cy), após a infecção pelo T. cruzi induz ao aumento 

da miocardite em camundongos (Kumar et al., 1970, Calabrese et al., 1987), fato 

confirmado por Andrade et al. (1980) em experimentos realizados com cães. 

Entretanto, Pereira et al. (1998) avaliando o fenômeno de recrudescência em 

camundongos imunossuprimidos com Cy mostraram que diferentes índices de 

reativação da doença de Chagas crônica podem ser observados em animais infectados 
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com diferentes  cepas de T. cruzi. Andrade et al. (1997) mostraram que animais 

infectados com cepas dos Tipos I e II  e imunossuprimidos com ciclosporina e 

azatioprina, não apresentaram reativação da infecção crônica.   
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Recentemente novos aspectos da imunopatologia da doença de Chagas têm sido 

descritos em indivíduos imunossuprimidos, alguns deles mostrando lesões fatais no 

sistema nervoso central, relacionadas com a reativação do parasito. De maneira 

interessante, a reagudização da doença de Chagas não ocorre em todos os indivíduos 

expostos a agentes imunossupressivos, podendo ser observada, ainda, reativação da 

parasitemia sem sintomas clínicos aparentes.  

Outra característica da doença de Chagas em indivíduos imunossuprimidos é o 

rápido desaparecimento dos sintomas clínicos após um episódio de recrudescência com 

o tratamento específico (Ferreira et al., 1998), mesmo na ausência de cura 

parasitológica. Entretanto, pouco se sabe sobre o sucesso de uma prevenção secundária 

pelo tratamento dos indivíduos imunossuprimidos e portadores da doença de Chagas 

crônica. Neste caso, a avaliação do tratamento específico (utilizando o Bz ou o 

nifurtimox) abre um interessante campo de estudo na investigação da eficácia do 

tratamento específico sob circunstâncias de imunossupressão associada à doença de 

Chagas crônica. 

Como o curso da doença de Chagas experimental é altamente influenciado pela 

população do T. cruzi e pela resposta imune do hospedeiro, foi proposto avaliar neste 

estudo a correlação entre a divergência filogenética (distância genética) do T. cruzi e o 

fenômeno de recrudescência em grupos de camundongos cronicamente infectados e 

tratados com droga imunossupressora (Cy), bem como avaliar a eficácia do tratamento 

com Bz na prevenção da reativação da infecção pelo T. cruzi em animais 

imunossuprimidos com Cy.  Para esta avaliação foram utilizadas quatro amostras 

clonadas do T. cruzi, caracterizadas fenotípica e genotipicamente. Dois dos clones 

foram classificados como T. cruzi I (pertencentes aos clones principais ou genótipos 19 

e 20 – Tibayrenc & Ayala, 1988) e dois classificados como T. cruzi II (genótipos 32 e 

39 - Tibayrenc & Ayala, 1988). 
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3.1. Objetivo Geral 

 

 Avaliar o impacto da variabilidade genética do Trypanosoma cruzi na reativação 

da doença de Chagas experimental em camundongos Swiss após imunossupressão com 

ciclofosfamida. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

I- Verificar a existência de correlação entre a distância genética do parasito e a 

reativação da doença de Chagas experimental em camundongos Swiss avaliando 

os seguintes parâmetros: 

 

a) Determinação da percentagem de reativação da parasitemia em camundongos 

tratados com ciclofosfamida no final da fase aguda e na fase crônica da infecção. 

b) A intensidade do parasitismo tecidual (coração, cérebro e músculo esquelético) 

em camundongos submetidos à imunossupressão, comparativamente aos 

animais controles não imunossuprimidos.  

c) A intensidade das lesões teciduais (coração, cérebro e músculo esquelético) em 

camundongos submetidos à imunosupressão, comparativamente aos animais 

controles não imunossuprimidos. 

 

II- Verificar se o tratamento com benznidazol (durante as fases aguda e crônica da 

infecção) altera o índice de reativação da doença de Chagas, após a 

imunossupressão com ciclofosfamida, avaliando os seguintes parâmetros: 

 

a) Determinação da percentagem de reativação da parasitemia em camundongos 

imunossuprimidos com ciclofosfamida, após o tratamento específico. 

b) A intensidade do parasitismo tecidual (coração, cérebro e músculo esquelético) 

em camundongos submetidos à imunossupressão, comparativamente aos 

animais não tratados e imunossuprimidos e dos controles não tratados e não 

imunossuprimidos. 
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c) A intensidade das lesões teciduais (coração, cérebro e músculo esquelético) em 

camundongos submetidos à imunossupressão, comparativamente aos animais 

não tratados e imunossuprimidos e dos controles não tratados e não 

imunossuprimidos.  
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4.1. Populações de Trypanosoma cruzi 

 

Foram utilizadas oito amostras clonadas do T. cruzi, obtidas previamente por 

micromanipulação em laboratório e verificadas visualmente no microscópio. Estas 

amostras pertencem aos quatro clones naturais (clones principais) 19, 20, 39 e 32, 

ubíquos e isolados de diferentes hospedeiros e áreas-geográficas da América Latina 

(Tibayrenc et al., 1986, Tibayrenc & Ayala, 1988).  

Anonymous (1999) recomenda que a designação de populações híbridas, como 

clones do genótipo 39, representados pelos clones Bug2148 cl1 e SO3 cl5, sejam 

denominados T. cruzi até melhor elucidação. Porém, com o objetivo de comparar os 

nossos resultados com os de Toledo et al., (2003), os clones do genótipo 39 foram 

incluídos junto com clones do genótipo 32 em T. cruzi II. Zingales et. al. (1998) 

descreveu o genótipo 39 como um genótipo homogêneo incluído em T. cruzi II, e 

Barnabé et al.(2000) também classifica os clones do genótipo 39 como T. cruzi II (DTU 

2d). As informações sobre estas populações estão apresentadas no quadro 2. 

 

Quadro 2: Hospedeiros e origem geográfica dos 8 clones de Trypanosoma cruzi 
pertencentes aos clones principais (genótipos) ubíquos 19, 20, 39 e 32. 
Linhagem de 

T.cruzi* 
Genótipos Clones Hospedeiros País Região 

Susceptibilidade ao 

Benznidazol** 

     FA         FC 

Gamba cl1 Didelphis azare Brasil São Paulo 38%      25% 
19 

SP104 cl1 Tiatoma espinolai Chile Choquimbo 0%      0% 

Cuica cl1 Opossum cuica philander Brasil São Paulo 0%      0% 

I 

20 
P209 cl1 Homem, fase crônica Bolívia Sucre 0%    0% 

Bug2148 cl1 Triatoma infestans Brasil Rio Grande do Sul 0%     0% 
39 

MN cl2 Homem, fase crônica Chile Santiago 40%    60% 

MVB cl8 Homem, fase crônica Chile Santiago 78%    60% 
II 

32 
IVV cl4 Homem, fase crônica Chile Santiago 42%   82% 

FA= fase aguda     FC= fase crônica 

*Nomenclatura  proposta por Anonymous(1999). 

**Toledo et al, 2003 
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4.2- Animais e infecção 

 

Foram utilizados camundongos Swiss, fêmeas, com idade entre 28 a 30 dias, 

pesando aproximadamente 20g, nascidos e mantidos no Biotério Central da 

Universidade Federal de Ouro Preto. 

Foram inoculados grupos de 72 animais com cada clone, via intraperitoneal, com 

10.000 tripomastigotas sangüíneos/animal (delineamento experimental), contados 

segundo Brener, (1962). Destes, 32 animais foram utilizados nos experimentos 

realizados durante a fase aguda, e 40 durante a fase crônica. 

 A infectividade de cada clone foi verificada pela: (1) presença de parasitos no 

sangue periférico dos camundongos, através do exame de sangue a fresco; (2) 

positividade da hemocultura. 

 

4.3. Avaliação da reativação da parasitemia, após a imunossupressão com 
ciclofosfamida, em camundongos inoculados com os diferentes clones do T. cruzi. 

 

Para a avaliação da correlação entre a distância genética (divergência 

filogenética) do parasito e a reativação da doença de Chagas, em camundongos Swiss, 

foi realizada a imunossupressão dos animais com Cy  no final da fase aguda e, durante 

a fase crônica da infecção.  

Foram infectados 32 camundongos com cada clone do T. cruzi utilizado neste 

estudo, sendo divididos em 4 grupos experimentais: 1- 6 camundongos foram 

imunossuprimidos 60 dias após a inoculação, ou seja, após a supressão natural da 

parasitemia; 2- 06 camundongos foram mantidos sem imunossupressão, sendo 

considerados o grupo controle dos experimentos realizados durante a fase aguda; 3 - 10 

camundongos foram imunossuprimidos com Cy 170 dias após a inoculação; 4 – 10 

camundongos foram mantidos sem imunosupressão, sendo considerados o grupo 

controle da fase crônica da infecção.  
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4.4. Avaliação do efeito do tratamento com benznidazol (durante as fases aguda e 
crônica da infecção) no índice de recrudescência da doença de Chagas, após a 
imunossupressão com ciclofosfamida. 
 

Para a avaliação do efeito do tratamento com Bz na reativação da parasitemia, 

devido à imunossupressão com Cy, os animais infectados com os diferentes clones do 

T. cruzi foram tratados durante as fases aguda (10 dias após a inoculação) e crônica 

(120 dias após a inoculação). Um mês após o término do tratamento os animais foram 

submetidos à imunossupressão com Cy.  

Para esta avaliação foram inoculados 40 animais com cada clone do T. cruzi 

utilizado neste estudo. Os animais foram divididos em 4 grupos esperimentais: 1- 10 

animais tratados com Bz durante a fase aguda da infecção e imunossuprimidos com 

Cy; 2- 10 animais tratados com Bz durante a fase aguda da infecção; 3- 10 animais 

tratados com Bz durante a fase crônica da infecção e imunossuprimidos com Cy; 4 - 

10 animais tratados com Bz durante a fase crônica da infecção. Como grupo controle 

não tratado com Bz foram utilizados os mesmos animais avaliados no ítem anterior, 

sendo neste caso importante ressaltar que a imunossupressão sempre foi realizada no 

mesmo período da infecção. 

 

4.5. Esquema de imunossupressão com ciclofosfamida 

 

Para a imunossupressão foi utilizado o imunossupressor Genuxal – 

Ciclofosfamida fabricado pelo laboratório  Baxter Oncology GmbH – Frankfurt – 

Alemanha. A administração  da Cy foi realizada por via intraperitoneal, na 

concentração de 50mg/Kg de peso corporal . O medicamento foi diluído em salina e 

cada camundongo recebeu 11 doses do imunosupressor, divididas em três ciclos como 

mostrado no Quadro 3.  
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Quadro 3: Esquema de imunossupressão com ciclofosfamida 

Esquema de Imunossupressão 

Administração por 4 dias 

Intervalo de 3 dias 

Administração por 4 dias 

Intervalo de 3 dias 

Administração por 3 dias 

 

4.6. Determinação do índice de reativação da doença de Chagas 

 

Para a determinação do índice de reativação da parasitemia dos animais 

imunossuprimidos foi realizada a coleta de sangue diariamente e a parasitemia foi 

quantificada de acordo com com Brener (1962).  

 

4.7. Esquema de tratamento com benznidazol 

 

Para o tratamento foi utilizado o agente quimioterápico benznidazol [2-

nitroimidazol (N-benzil-2-nitro-1-imadazolacetamida)] (Roche), administrado por via 

oral, em doses diárias de 100 mg/Kg de peso corporal, durante 20 dias consecutivos 

(Filardi & Brener, 1987). A droga foi ressuspendida em água, utilizando a goma arábica 

como agente suspensivo, de tal maneira que 0,25mL foi administrado segundo Marretto 

& Andrade (1994). 

O tratamento foi iniciado no 10o dia de infecção (após a detecção do parasita) 

nos animais submetidos ao tratamento durante a fase aguda, e 120 dias após a 

inoculação, naqueles tratados durante a fase crônica.  

Um mês após o término do tratamento foi realizada a hemocultura e a coleta de 

sangue a fresco para a realização da sorologia por ELISA (Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay). Em seguida os animais foram submetidos à imunossupressão 

com Cy. O índice de recrudescência da parasitemia foi determinado pela positividade do 

exame de sangue a fresco durante a imunossupressão com Cy. 

A determinação da cura parasitológica foi realizada pelo exame de sangue a fresco 

após a imunossupressão Cy. Nos animais que não apresentaram reativação da 
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parasitemia a cura parasitológica foi determinada pela hemocultura e sorologia 

convencional, através do teste sorológico ELISA.  

 

4.8. Exames parasitológicos  

 

4.8.1. Exame de sangue a fresco  

 

O exame de sangue a fresco foi realizado a partir do quarto dia de infecção. 

Quando foi observada a presença de flagelados no sangue examinado estes foram 

quantificados de acordo com a técnica de Brener (1962), sendo traçadas as curvas de 

parasitemia dos grupos controles e dos imunossuprimidos. 

 

4.8.2. Hemocultura  

 

A hemocultura foi realizada aos 30 dias após o tratamento nos animais que 

apresentaram o exame de sangue a fresco negativo, antes e após a imunossupressão com 

Cy. Para tal 0,4 mL de sangue foram coletados assepticamente no seio venoso retro-orbital 

e distribuídos em um tubo falcon de 15mL contendo 3mL de LIT (Liver Infusion 

Tryptose). Os tubos foram incubados em estufa a 28ºC e homogeneizados a cada 48h. As 

hemoculturas foram examinadas quinzenalmente até 90 dias após a sua realização. 

 

4.9. Enzyme Linked Immunosorbent Assay – ELISA 

 

Os testes de ELISA foram realizados com amostras de soro coletadas 30 dias 

após o tratamento (antes de iniciar a imunossupressão), sendo que os grupos de animais 

não tratados acompanharam o mesmo período para coleta dos grupos tratados. 

Foram coletados 0,4 mL de sangue no seio venoso retro-orbital dos animais  e 

transferidos para  tubos eppendorf de 1,5mL, sendo estes centrifugados na 

microcentrífuga a 3000rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e estocado 

a -20ºC. 

A ELISA foi realizada segundo a metodologia descrita por Voller et al. (1976), 

utilizando microplacas de poliestireno de 96 poços de fundo chato, sensibilizadas com 
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100µL/poço, de antígeno da cepa Y diluído em tampão carbonato pH 9,6 e incubadas 

por 12 horas a 4ºC.  

 Após a incubação o excesso de solução antigênica foi desprezado e as placas 

lavadas quatro vezes com solução de lavagem (PBS-Tween). Em seguida as placas 

foram bloqueadas com 100µL/poço de PBS com soro fetal bovino e incubadas por 30 

minutos a 37ºC. Depois, foram submetidas a quatro lavagens com solução de lavagem. 

 Na etapa seguinte as placas foram incubadas com 100µL/poço de soro (1:80) 

durante 45 minutos a 37ºC. Posteriormente, as placas foram lavadas 4 vezes com 

solução de lavagem e incubadas por 45 minutos a 35ºC, com 100µL/poço de conjugado 

anti-IgG de camundongo, marcado com peroxidase e diluído em PBS-Tween 0,05%. 

Em seguida, as placas foram novamente lavadas quatro vezes, e foram adicionadas às 

mesmas 100µL/poço de solução de substrato (3mg de Orto-fenileno-diamino [OPD] + 

3µL de H2O2 vol.30 +15mL de tampão citrato-fosfato) e depois incubadas a 37ºC por 

10 minutos. A reação foi interrompida com a adição de 32µL de H2SO4 2,5M. 

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

Sciences edition) com filtro de 490nm. Em todas as placas foram incluidos 2 soros 

controle positivos e 10 negativos. A absorbância discriminante foi determinada pela 

média da absorbância dos 10 soros controle negativos somados a dois desvios padrão. 

 

4.10. Análise Histopatológica 

 

 Seis camundongos de cada grupo foram sacrificados uma semana após o término 

da imunossupressão, e os grupos não imunossuprimidos foram sacrificados nos mesmos 

dias para a realização de análises comparativas.  

Para a avaliação do parasitismo tecidual foram utilizadas preparações coradas 

pela Hematoxilina-eosina e pela técnica imuno-histoquímica de peroxidase-

antiperoxidase (PAP) para identificação de amastigotas do T.cruzi, descrita por Barbosa 

et al. (1985).  
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4.10.1. Hematoxilina-Eosina 

 

 A avaliação do processo inflamatório, das lesões degenerativas e do parasitismo 

no coração e cérebro foram realizadas em cortes corados pela Hematoxilina-Eosina 

(HE). Os fragmentos do coração e cérebro foram fixados em formol a 10% e 

processados rotineiramente. Subseqüentemente, cortes de 5µm de cada fragmento foram 

corados pela HE e examinados em microscópio ótico, utilizando a objetiva de 40x. Para 

a avaliação do parasitismo tecidual foi realizada uma análise semiquantitativa em 60 

campos microscópicos (c.m) utilizando-se a seguinte classificação: + = discreto, até 5 

ninhos em 60 c.m; ++ = moderado, de 6 a 14 ninhos em 60 c.m; +++ = intenso, de 15 a 

20 ninhos em 60 c.m; ++++ = acentuado, mais de 20 ninhos em 60 c.m. Para a 

avaliação das lesões teciduais foi também realizada uma análise semiquantitativa, de 

acordo com o seguinte critério: + = discreto, células inflamatórias isoladas ou em 

pequenos focos; ++ = moderado, infiltrado inflamatório seções do tecido; acentuado = 

++++ infiltrado inflamatório multifocal ou infiltrados difusos em largas seções do 

tecido. 

A avaliação das alterações histopatológicas e quantificação do parasitismo dos 

tecidos foram realizadas em 100 campos microscópicos, utilizando-se a objetiva de 40 

x. Os resultados histopatológicos de inflamação e necrose foram classificados como 

ausentes (-), discreto (+), moderado (++), e intenso (+++). 

 

4.10.2. Técnica Imuno-histoquímica -PAP para identificação do T. cruzi  

 

Os cortes histológicos foram desparafinizados em duas trocas de xilol de 15 

minutos cada, hidratados em concentrações decrescentes de álcool (100%, 90%, 80%, 

70%) por três minutos cada. Seguiu-se lavagem em água corrente por cinco minutos e 

em PBS pH 7,2-7,4 por cinco minutos.  

Posteriormente, os cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase endógena 

em um banho de 30 minutos em PBS/Peróxido de Hidrogênio (240 mL de PBS e 10 mL 

de Peróxido de Hidrogênio a 30%) à temperatura ambiente. Os cortes histológicos 

passaram, então, por três banhos consecutivos, de cinco minutos cada, em PBS.  
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Após a secagem das bordas dos cortes com papel absorvente, aplicou-se o soro 

normal de cabra diluído na proporção 1:40 em PBS, por 30 minutos em câmara úmida à 

temperatura ambiente, com o objetivo de bloquear as reações cruzadas inespecíficas.  

Em seguida secou-se o excesso de soro normal de cabra e as lâminas foram 

incubadas com anticorpo primário (anti-T. cruzi produzido em coelho, diluição 1:500 

em PBS/Albumina 0,1%) em câmara úmida  à 37ºC, por uma hora. Seguiram-se três 

banhos de cinco minutos cada em PBS.  

As bordas dos cortes foram secas novamente e aplicou-se o anticorpo secundário 

(anti-IgG de coelho, produzido em cabra). A seguir, as lâminas foram incubadas em 

câmara úmida por 30 minutos. As lâminas retiradas da câmara úmida receberam 

novamente três banhos de cinco minutos cada, em PBS.  

Procedeu-se a secagem de suas bordas, a aplicação do complexo peroxidase-

antiperoxidase (PAP diluído 1:250 em PBS/Albumina 0,1%) e as lâminas foram 

incubadas por 30 minutos em câmara úmida à temperatura ambiente.  Seguiram-se três 

banhos de cinco minutos cada, em PBS. 

A revelação da reação da peroxidase foi obtida através da incubação em solução 

de DAB (50 mg de Diaminobenzidina em 250 mL de PBS e 500 µl de Peróxido de 

Hidrogênio 30%) durante cinco minutos. No intuito de interromper a revelação os cortes 

foram mergulhados em PBS por três vezes. Posteriormente foram lavados em água 

corrente por cinco minutos, contracorados com Hematoxilina de Harris por um minuto, 

lavados em água corrente por cinco minutos e desidratados em concentrações crescentes 

de álcool (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol e montados em resina. 

 

4.11. Análise Estatística 

 

 Para a análise estatística dos parâmetros de período pré-patente (PPP) e período 

patente (PP) foi utilizado o teste Mann-Whitney, segundo Conares (1980). A 

parasitemia foi analisada pelo teste Kolmogorov-Sminorv (Conares, 1980), que 

compara a área das curvas e a análise das médias das absorbâncias obtidas da técnica de 

ELISA foram comparadas através do teste de Student. 
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 As taxas de mortalidade e os índices de reativação foram avaliados pelo teste 

qui-quadrado de Snedecor & Cochran (1989) e análises histopatológicas foram 

avaliadas com os testes de Mann-Whitney e Krowskal Wallis. 

 Para todas as análises adotou-se o intervalo de confiança de 95%, sendo que 

diferenças significativas foram registradas quando o nível P de significância foi menor 

ou igual a 0,05 (P≤0,05). 
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5.1. Parâmetros Biológicos - infectividade, mortalidade, período patente e período 
pré-patente.  
 

Para a avaliação dos parâmetros biológicos foram consideradas as duas 

linhagens genéticas do parasito: T. cruzi I: clones Gamba cl1, SP104 cl1, Cuica cl1 

P209 cl1 e T. cruzi II: clones Bug2148 cl1, MN cl2, MVB cl8 e IVV cl4.  

Foram observados 100% de infectividade entre os animais inoculados com todos 

os clones do T. cruzi, independente do grupo genético, e todos os animais, com exceção 

daqueles inoculados com o clone SP104 cl1, apresentaram o exame de sangue a fresco 

positivo. No clone SP104 cl1 4 animais (67%) apresentaram o exame de sangue a fresco 

positivo, e em 2 (33%) a infecção foi confirmada através da hemocultura.  

A taxa de mortalidade foi de 16,7%, 0%, 0% e 66,7% entre os animais 

inoculados com os clones Gamba cl1, clone SP104 cl1, Cuica cl1 e P209 cl1, 

respectivamente (grupo T. cruzi I), enquanto não foi observada mortalidade para os 

animais inoculados com os clones pertencentes ao grupo T. cruzi II. 

 O período pré-patente (PPP) variou de 6 a 14 dias entre os animais inoculados 

com os clones pertencentes ao grupo genético T. cruzi I, observando-se maior PPP (14 

dias) para os animais infectados com os clones Gamba cl1 e SP104 cl1, e 12 dias para 

os animais infectados com o clone Cuica cl1. O menor PPP (6 dias) foi observado entre 

os animais inoculados com o clone P209 cl1.  Para os animais inoculados com clones 

pertencentes ao grupo genético T. cruzi II o PPP variou entre 7 a 11 dias, sendo de 7 

dias para os animais inoculados com o clone MVB cl8, 8 dias para os animais 

inoculados com o clone Bug2148 cl1, 9 dias para aqueles inoculados com o clone MN 

cl2 e 11 dias para aqueles inoculados com clone IVV cl4. 

O período patente (PP) observado entre os animais inoculados com os clones 

pertencentes ao grupo T. cruzi I, foi maior para os animais inoculados com os clones, 

Cuica cl1 Gamba cl1e P209 cl1 (71, 65 e 52 dias, respectivamente). Entre os animais 

inoculados com o clone SP104 cl1 o período de patência da parasitemia foi de 7 dias. 

Os animais inoculados com os clones pertencentes ao grupo T. cruzi II apresentaram um 

PP de 4, 6, 9 e 10 dias para os animais inoculados com os clones MVB cl8, IVV cl4, 

MN cl2 e Bug2148 cl1, respectivamente.  
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5.2. Curva de parasitemia padrão dos diferentes clones pertencentes aos grupos 
genéticos T. cruzi I e T. cruzi II 
 

O gráfico 1 representa as curvas de parasitemia, representada pela média de 

parasitas encontrados em de camundongos inoculados com os clones pertencentes ao 

grupo T. cruzi I: Gamba cl1(Graf. 1A), SP104 cl1(Graf.1B), Cuica cl1(Graf. 1C) e P209 

cl1(Graf. 1D).  

Os clones pertencentes ao grupo T. cruzi I induziram curvas com perfis 

semelhantes, com exceção do clone SP104 cl1. No grupo de animais inoculados com o 

clone Gamba cl1 (Graf. 1A) o pico máximo de parasitemia ocorreu no 35o dia de 

infecção, atingindo 73.000 tripomastigotas/0,1mL de sangue. A partir do 48o dia de 

infecção foi observada uma redução dos níveis de parasitemia que persistiu em níveis 

baixos até o 79o dia de infecção. Por sua vez, nos animais inoculados com o clone 

SP104 cl1 (Graf. 1B), pertencente ao mesmo grupo genético que o clone Gamba cl1 

(genótipo 19) foram observados baixos níveis de parasitemia com pico no 16o dia de 

infecção, quando foram detectados 833,33 tripomastigotas/0,1mL de sangue (Graf. 1B).  

Entre os animais inoculados com o clone Cuica cl1 (Graf. 1C), detectou-se 

elevados níveis de parasitemia, com pico de 493.333 tripomastigotas/0,1mL de sangue 

no 30o dia de infecção. Após o 40o dia de infecção foi observada uma redução dos 

níveis de parasitemia. Perfil semelhante de curva de parasitemia foi observado nos 

animais infectados com o clone P209 cl1 (Graf. 1D), porém com pico de parasitemia 

mais elevado (6.094.000 tripomastigotas/0,1mL de sangue) detectado no 30o dia de 

infecção. 
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Gráfico 1: Curvas de parasitemia realizadas em camundongos Swiss inoculados com 10.000 
tripomastigotas sanguíneos dos clones pertencentes ao grupo genético T. cruzi I: Gamba 
cl1(1A), SP104 cl1 (1B), Cuica cl1 (1C) e P209 cl1(1D). 
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O gráfico 2 representa as curvas de parasitemia obtidas de camundongos 

inoculados com os clones pertencentes ao grupo T. cruzi II. A análise destas curvas 

demonstrou similaridade entre os clones do grupo.  Os animais inoculados com os 

clones Bug2148 cl1 (Graf. 2A) e MN cl2 (Graf. 2B) pertencentes ao genótipo 39, e com 

os clones MVB cl8 (Graf. 2C) e IVV cl4 (Graf. 2D), pertencentes ao genótipo 32 

(grupos geneticamente próximos), apresentaram curvas de parasitemia muito 

semelhantes, com níveis de parasitemia baixos (pico máximo de 2500 a 6000 

tripomastigotas/0,1 mL de sangue), tendo sido observada a negativação da parasitemia 

aos 20 dias de infecção.  
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Gráfico 2: Curvas de parasitemia realizadas em camundongos Swiss inoculados com 10.000 
tripomastigotas sanguíneos dos clones pertencentes ao grupo genético T. cruzi II: Bug2148 cl1 
(2A), MN cl2 (2B), MVB cl8 (2C)  e IVV cl4(2D).  
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5.3. Índice de reativação da parasitemia de camundongos inoculados com parasitos 
pertencentes aos grupos T. cruzi I e T. cruzi II após imunossupressão com 
ciclofosfamida 
 

O índice de reativação da parasitemia foi determinado pela positividade do 

exame de sangue a fresco durante o esquema de imunossupressão com Cy. 

O grupo genético T. cruzi I apresentou 77,5% de reativação quando 

imunossuprimidos ao final da fase aguda e 51,25% quando a imunossupressão foi 

realizada na fase crônica da infecção. Em relação aos animais inoculados com os clones 

pertencentes ao grupo genético T. cruzi II observou-se a reativação em apenas um 

animal inoculado com o clone IVV cl4 imunossuprimido durante a fase aguda da 

infecção (4,7%) e na fase crônica não foi observada a reativação da parasitemia.  

Os resultados do índice de reativação agrupados por genético T. cruzi I e T. cruzi 

II estão apresentados no gráfico 3.              
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Gráfico 3: Percentagem de reativação da parasitemia em camundongos Swiss 
imunossuprimidos com ciclofosfamida durante as fases aguda e crônica da infecção, infectados 
com diversos clones de T. cruzi, agrupados por linhagem genética (T. cruzi I e T. cruzi II). 

 

Entre os animais infectados com clones pertencentes ao grupo T. cruzi I foram 

observados altos índices de reativação da parasitemia após a imunossupressão com Cy, 

tanto no final da fase aguda como na fase crônica da infecção, havendo uma variação na 
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percentagem de reativação da parasitemia entre os animais infectados com clones 

geneticamente próximos. Os animais infectados com os clones Gamba cl1, Cuica cl1 e 

P209 cl1 apresentaram 100% de reativação da parasitemia quando imunossuprimidos no 

final da fase aguda, e aqueles infectados com o clone SP104 cl1 apresentaram 10% de 

reativação da parasitemia, índice significativamente menor (P≤0,05) do que o observado 

nos animais infectados com parasitos da mesma linhagem genética. Por outro lado, 

quando os animais foram submetidos à imunossupressão com Cy durante a fase crônica 

da infecção foi observado um índice de reativação significativamente maior (P≤0,05) 

entre os animais inoculados com o clone SP104 cl1 (80%), intermediários com os 

clones Gamba cl1 e Cuica cl1 (50%), e significativamente menores (P≤0,05) naqueles 

inoculados com o clone P209 cl1 (25%).  
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Gráfico 4: Percentagem de reativação da parasitemia em camundongos Swiss infectados com 
os clones Gamba cl1, SP104 cl1, Cuica cl1 e P209 cl1, pertencentes à linhagem genética T. 

cruzi I e  imunossuprimidos com ciclofosfamida durante as fases aguda e crônica da infecção. 
 

5.4. Curvas de parasitemia dos animais infectados com os clones pertencentes à 
linhagem genética T. cruzi I, tratados ou não com benznidazol e submetidos à 
imunossupressão com ciclofosfamida durante a fase aguda da infecção. 
 

O gráfico 5 representa as curvas de parasitemia de camundongos submetidos ou 

não ao tratamento com Bz e imunossuprimidos com Cy durante a fase aguda (60 dias 
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após a inoculação), inoculados com os clones Gamba cl1 (Graf. 5A), SP104 cl1 (Graf. 

5B), Cuica cl1 (Graf. 5C), P209 cl1 (Graf. 5D). 

Após a imunossupressão, observou-se a reativação da parasitemia nos grupos de 

camundongos inoculados com os clones pertencentes ao genótipo T. cruzi I (genótipos 

19 e 20). Nos animais inoculados com o clone Gamba cl1 foi observada a reativação da 

parasitemia nos animais não tratados com Bz. Os níveis de parasitemia foram elevados 

quando o animal foi imunossuprimido no final da fase aguda (81.666 

tripomastigotas/0,1mL de sangue), sendo o pico de parasitemia similar (P>0,05) ao 

observado nos animais não imunossuprimidos (cerca de 73.0000). A imunossupressão 

também induziu a reativação da parasitemia no grupo de animais submetidos ao 

tratamento com Bz (356.000 tripomastigotas/0,01mL de sangue). Estes níveis foram 

maiores do que o observado entre os animiais imunossuprimidos e não tratados com Bz. 

Os animais inoculados com o clone SP104 cl1, pertencente ao mesmo grupo 

genético, também apresentaram reativação da parasitemia após a imunossupressão com 

Cy. Entretanto os níveis de parasitemia atingidos foram mais baixos em relação ao 

clone Gamba cl1, apresentando um pico máximo de 833 tripomastigotas/0,1mL de 

sangue no final da fase aguda, valor semelhante ao encontrado nos animais não 

imunossuprimidos (833,33 tripomastigotas/0,1mL de sangue) (Graf. 5B).  

Também os camundongos inoculados com o clone Cuica cl1 apresentaram a 

reativação da parasitemia induzida pela Cy, tendo atingido níveis máximos de 250.000 

tripomastigotas/0,1mL de sangue quando tratados no final da fase aguda, estes níveis 

foram significativamente menores (P≤0,05) do que o observado nos animais não 

imunossuprimidos, que apresentaram o pico de parasitemia de 493.333 

tripomastigotas/0,1mL de sangue (Graf. 5C). Foi observado níveis altos de parasitemia 

(230.000 tripomastigotas/0,1mL de sangue) nos animais tratados durante a fase aguda. 

Estes níveis foram semelhantes (P>0,05) aos observados nos animais imunossuprimidos 

e não tratados com Bz (250.000 tripomastigotas/0,1mL de sangue). Naqueles inoculados 

com o clone P209 cl1, a Cy também induziu a reativação da parasitemia entre os 

animais tratados durante a fase aguda da infecção nos quais foram observados níveis 

altos de parasitemia (8.953.000 tripomastigotas/0,01mL de sangue). Estes níveis foram 

maiores (P≤0,05) do que os observados nos animais imunossuprimidos na ausência do 

tratamento com Bz, como pode ser observado no Gráfico 5D. 
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A taxa de mortalidade dos animais inoculados com os clones pertencentes ao 

grupo de T. cruzi I e imunossuprimidos com Cy foi de 0% tanto na fase aguda quanto na 

fase crônica da infecção, com exceção daqueles inoculados com clone P209 cl1 que 

apresentaram uma percentagem de 16,7% de mortalidade na fase aguda da infecção. 

Por outro lado não foi observada a reativação da parasitemia entre os animais 

infectados com clones pertencentes ao grupo T. cruzi II: Bug2148 cl1, MN cl2 e MVB 

cl8. Neste grupo apenas um animal inoculado com o clone IVV cl4 apresentou 

reativação da parasitemia após a imunossupressão durante a fase aguda, porém com 

níveis muito baixos de parasitemia (1.666 tripomastigotas/0,1mL sangue). A taxa de 

mortalidade nesses animais também foi 0%, tanto na fase aguda quanto na fase crônica 

da infecção. 
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Gráfico 5: Curva de parasitemia de camundongos Swiss infectados com os clones Gamba cl1, 
SP104 cl1, Cuica cl1 e P209 cl1, (T. cruzi I) tratados ou não com benznidazol e submetidos à 
imunossupressão com ciclofosfamida durante a fase aguda da infecção. 
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5.5. Curvas de parasitemia dos animais infectados com os clones pertencentes à 
linhagem genética T. cruzi I, tratados ou não com benznidazol e submetidos à 
imunossupressão com ciclofosfamida durante a fase crônica da infecção. 
 

O gráfico 6 representa as curvas de parasitemia obtidas de camundongos tratados 

ou não com Bz durante a fase crônica (120 dias após a inoculação) e imunossuprimidos 

com Cy (170 dias após a inoculação), inoculados com os clones Gamba cl1 (Graf. 6A), 

SP104 cl1(Graf.6B), Cuica cl1 (Graf. 6C), P209 cl1(Graf. 6D). 

A imunossupressão realizada durante a fase crônica também induziu a reativação 

da parasitemia nos animais inoculados com o clone Gamba cl1, porém com nível 

máximo de 666 tripomastigotas/0,1mL de sangue. Por outro lado, quando os animais 

foram tratados com Bz a imunossupressão induziu a reativação com pico de parasitemia 

semelhante ao dos animais não tratados tendo sido observado 1200 tripomastigotas/0,1 

mL de sangue (Graf. 6A). 

Os animais inoculados com o clone SP104 cl1 e imunossuprimidos durante a 

fase crônica apresentaram reativação da parasitemia que atingiu o pico máximo de 2666 

tripomastigotas/0,1mL de sangue, porém ao serem tratados com Bz e imunossuprimidos 

não houve reativação da parasitemia (Graf. 6B). 

Nos animais inoculados com o clone Cuica cl1 a imunossupressão também 

induziu a reativação da parasitemia, sendo observado um pico máximo de parasitemia 

de 833 tripomastigotas/0,1mL de sangue, nos animais tratados e não tratados com Bz 

(Graf. 6C). Naqueles inoculados com o clone P209 cl1 (Graf. 6D), a Cy também 

induziu a reativação da parasitemia entre os animais tratados durante a fase crônica da 

infecção, sendo observado maiores (P≤0,05) níveis de parasitemia nos animais tratados 

(19.000 tripomastigotas/0,01mL de sangue) do que nos animais imunossuprimidos na 

ausência do tratamento com Bz (2.000 tripomastigotas/0,1mL sangue), como pode ser 

observado no Gráfico 6D. 

A taxa de mortalidade dos animais dos grupos citados acima também foi de 0%, 

com exceção daqueles inoculados com o clone P209 cl1 que apresentaram uma taxa de 

10% de mortalidade durante a fase crônica e aqueles inoculados com os clones MVB 

cl8 que apresentaram uma percentagem de 20% de mortalidade durante fase crônica da 

infecção e com o clone MN cl1 que apresentaram uma taxa de 20% de mortalidade 

durante a fase aguda.
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Gráfico 6: Curvas de parasitemia dos animais infectados com os clones pertencentes a 
linhagem genética T. cruzi I, tratados ou não com benznidazol e submetidos à imunossupressão 
com ciclofosfamida durante a fase e crônica da infecção. 
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5.6. Avaliação da eficácia do tratamento específico com benznidazol na prevenção 
da reativação da parasitemia em animais imunossuprimidos com ciclofosfamida. 

 

Para avaliar a eficácia do tratamento com Bz na prevenção da reativação da 

parasitemia após a imunossupressão com Cy foram inoculados grupos de animais com 

os clones do grupo T. cruzi I, que apresentaram reativação da parasitemia após 

imunossupressão com Cy. A seguir os animais foram tratados com Bz durante a fase 

aguda e crônica da infecção.  

A tabela 1 mostra os resultados da percentagem total de reativação da 

parasitemia, após imunossupressão com Cy, e/ou testes de hemocultura positivos em 

camundongos inoculados com os quatro clones de T. cruzi I e tratados com Bz durante 

as fases aguda e crônica da infecção. O T. cruzi foi detectado através do exame de 

sangue a fresco realizado durante a imunossupressão com Cy e/ou da hemocultura em 

88,9%, 33,3%, 100% e 100% dos animais inoculados com os clones Gamba cl1, SP104 

cl1, Cuica cl1 e P209 cl1 e tratados com Bz durante a fase aguda da infecção. Nos 

animais tratados com Bz durante a fase crônica o parasito foi detectado em 100%, 0%, 

100% e 77,8% dos animais inoculados com os clones Gamba cl1, SP104 cl1, Cuica cl1 

e P209 cl1, respectivamente. É interessante salientar que a imunossupressão com Cy foi 

mais eficaz, em relação à hemocultura em detectar a falha terapêutica nos animais 

infectados com os clones Gamba cl1 e P209 cl1.  
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Tabela 1: Percentagem total de reativação da parasitemia, após imunossupressão com ciclofosfamida, e/ou 
testes de hemocultura positivos em camundongos inoculados com os clones Gamba cl1, SP104 cl1, Cuica 
cl1 e P209 cl1 (T. cruzi I) e tratados com benznidazol durante as fases aguda e crônica da infecção. 
 

 
              FA = fase aguda, FC = fase crônica 

IS = imunossuprimido, NSI =Não imunossuprimido 

 

O gráfico 7 mostra o índice de reativação da parasitemia detectada nos animais 

imunossuprimidos durante as fases aguda e crônica da infecção após o tratamento com 

Bz. O tratamento específico com Bz, realizado durante a fase aguda da infecção, não foi 

eficaz em prevenir a reativação da parasitemia, após a imunossupressão, entre os 

animais infectados com os clones Gamba cl1 (88,9%), Cuica cl1 (100%) e P209 

(100%), mas foi eficaz em prevenir a reativação da parasitemia nos animais infectados 

com o clone SP104 cl1, nos quais não foi detectada a reativação da parasitemia em 

nenhum dos animais imunossuprimidos com Cy após o tratamento com Bz.   

Clone 
Fase da 
infecção 

Grupo de 
animais 

Hemocultura 
+/total 

Reativação da 
parasitemia 
+/total (%) 

Total de 
positividade 
+/total (%) 

IS 8/9 (88,9%) 8/9 (88,9%) 8/9 (88,9%) 
FA 

NIS 9/10 (90%) 0/10(0%) 9/10 (90%) 

IS 10/10 (100%) 6/10 (60%) 10/10 (100%) 
Gamba cl1 

FC 
NIS 7/9 (77,8%) 0/10 (0%) 7/9 (77,8%) 

IS 3/9 (33,3%) 0/9 (0%) 3/9 (33,3%) 
FA 

NIS 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/10 (0%) 

IS 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/10 (0%) 
SP104 cl1 

FC 
NIS 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/10 (0%) 

IS 10/10 (100%) 10/10 (100%) 10/10 (100%) 
FA 

NIS 10/10 (100%) 0/10 (0%) 10/10 (100%) 

IS 10/10 (100%) 1/10 (10%) 10/10 (100%) 
Cuica cl1 

FC 
NIS 8/8 (100%) 0/8 (0%) 8/8 (100%) 

IS 10/10 (100%) 10/10 (100%) 10/10 (100%) 
FA 

NIS 10/10 (100%) 0/10 (0%) 10/10 (100%) 

IS 7/9 (77,8%) 5/9 (55,5%) 7/9 (77,8%) 
P209 cl1 

FC 
NIS 7/10 (70%) 0/10 (0%) 7/10 (70%) 
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Quando os camundongos foram tratados com Bz durante a fase crônica da 

infecção, a imunossupressão com Cy também induziu a dois padrões distintos de 

resposta: proteção nos animais infectados com os clones SP104 cl1 e Cuica cl1, sendo 

encontrado 0% e 10% de reativação de parasitemia respectivamente. A segunda resposta 

foi o aumento da percentagem de reativação da parasitemia entre os animais infectados 

com o clone Gamba cl1 e P209 cl1, pois quando foram imunossuprimidos após o 

tratamento com Bz passaram a apresentar, respectivamente, 60% e 55,5% de reativação 

da parasitemia, em contraste com o índice de 50% (Gamba cl1) e 25% (P209 cl1) 

observado nos animais não tratados com Bz e imunossuprimidos.    
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Gráfico 7: Percentagem de reativação da parasitemia em camundongos Swiss infectados com 
os clones Gamba cl1, SP104 cl1, Cuica cl1 e P209 cl1, pertencentes à linhagem genética T. 

cruzi I, tratados com benznidazol e imunossuprimidos com ciclofosfamida durante as fases 
aguda e crônica da infecção. 
 

De uma forma geral, quando estes dados são agrupados nas duas linhagens 

genéticas do parasito pode–se observar que o tratamento com Bz, realizado durante a 

fase aguda da infecção, preveniu a reativação da parasitemia entre os animais 

inoculados com clones pertencentes à linhagem T. cruzi I, sendo observado 72,22% de 

reativação entre os animais tratados com Bz e imunossuprimidos. Durante a fase crônica 

o tratamento realizado também reduziu a percentagem de reativação da parasitemia 

51,25% (animais imunossuprimidos e não tratados) para 31,37% (animais 

imunossuprimidos após o tratamento com Bz) (Gráfico 8). 
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Gráfico 8: Percentagem de reativação da parasitemia em camundongos Swiss  infectados com 
diversos clones de T. cruzi, agrupados nas duas linhagens genéticas (T. cruzi I e T. cruzi II), 
tratados com benznidazol e imunossuprimidos com ciclofosfamida durante as fases aguda e 
crônica da infecção.  

 

 

Para verificar o efeito do tratamento com Bz na evolução de anticorpos anti-T. 

cruzi da classe IgG e das subclasses IgG1, IgG2a e IgG2b, a ELISA foi realizada no 

soro dos camundongos tratados, coletado antes do início da imunossupressão com Cy. 

Os resultados da média da absorbância obtida pela ELISA estão representados na 

Tabela 2. As médias das absorbâncias obtidas de 10 camundongos tratados com Bz 

foram comparadas aos obtidos de camundongos não tratados inoculados com os 

mesmos clones através do teste de Student. O tratamento realizado durante a fase aguda 

induziu a uma queda significativa (P≤0,05) dos níveis de anticorpos, independente da 

classe ou subclasse de anticorpos avaliada. Apenas nos soros dos animais inoculados 

com clones pertencentes aos genótipos 32 e 39 não foi detectada diferença significativa 

dos níveis de anticorpos da subclasse IgG1 entre os animais tratados com Bz e os não 

tratados. É importante salientar que esta queda dos níveis de anticorpos não está 

relacionada à cura parasitológica, pois a mesma foi detectada tanto nos animais 

inoculados com clones pertencentes à linhagem genética T. cruzi I (mais resistentes ao 

Bz), quanto com clones pertencentes à linhagem T. cruzi II (menos resistentes ao Bz). 

Por outro lado, o efeito do tratamento com Bz sobre os níveis de absorbância nos 

soros coletados dos animais inoculados com os mesmos clones do T. cruzi foi menos 
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intenso quando o tratamento foi realizado durante a fase crônica da infecção (Tabela 2). 

De maneira geral o tratamento não induziu a alterações significativas na absorbância 

obtida através da ELISA quando comparados aos obtidos nos soros dos animais 

infectados com os mesmos clones. Apenas nos animais inoculados com os clones do 

genótipo 19 e 32 foi detectada uma queda significativa nos níveis de anticorpos da 

classe IgG, da subclasse IgG1 nos animais inoculados com clones do genótipo 19 e de 

IgG 2b nos animais inoculados com clones do genótipo 32. 

 
 
 

Tabela 2: Média da absorbância pela reação imunoenzimática ELISA realizada em soros obtidos 
de animais infectados com clones pertencentes aos grupos genéticos 19, 20, 32 e 39, 
comparativamente aos animais infectados com os mesmos clones e tratados com benznidazol 
durante as fases aguda e crônica da infecção. 

 
Média da Absorbância a 492nm + desvio padrão 

Classe e Subclasses de Imunoglobulinas 
IgG IgG1 IgG2a IgG2b 

NT T NT T NT T NT T 

 
 

Genótipo 
T. cruzi 

 
Fase aguda 

 
 

19 
 

0,41+0,17 
 

0,18+0,05 
 

0,41+0,22 
 

0,14+0,07 
 

0,43+0,20 
 

0,13+0,06 
 

0,25+0,14 
 

0,09+0,05 
 

 
20 

 
0,65+0,06 

 
0,25+0,08 

 
0,83+0,20 

 
0,21+0,07 

 
0,69+0,08 

 
0,18+0,18 

 
0,54+0,09 

 
0,17+0,10 

 
 

32 
 

0,25+0,05 
 

0,14+0,01 
 

0,22+0,12 
 

0,24+0,15 
 

0,42+0,14 
 

0,16+0,06 
 

0,18+0,05 
 

0,10+0,05 
 

 
39 

 
0,36+0,11 

 
0,25+0,07 

 
0,28+21 

 
0,24+0,18 

 
0,32+0,14 

 
0,21+0,10 

 
0,20+0,11 

 
0,12+0,03 

 
  

Fase crônica 
 

 
19 

 
0,47+0,12 

 
0,43+0,15 

 
0,61+0,33 

 
0,35+0,16 

 
0,73+0,21 

 
0,70+0,22 

 
0,44+0,16 

 
0,48+0,17 

 
 

20 
 

0,55+0,14 
 

0,54+0,06 
 

0,54+0,21 
 

0,55+0,19 
 

0,75+0,33 
 

0,81+0,07 
 

0,52+0,10 
 

0,55+0,17 
 

 
32 

 
0,32+0,10 

 
0,24+0,05 

 
0,25+0,13 

 
0,26+0,16 

 
0,35+0,21 

 
0,33+0,09 

 
0,19+0,7 

 
0,27+0,11 

 
 

39 
 

0,47+0,15 
 

0,34+0,12 
 

0,36+0,19 
 

0,46+0,31 
 

0,34+0,13 
 

0,30+0,08 
 

0,19+0,10 
 

0,25+0,13 
 

 

Os pares em negrito indicam diferença significativa entre as duplas, definidas pelo Teste de Student 

(P≤0,05). 

Em cada grupo experimental foram utilizados 20 animais.   
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5.7. Análise histopatológica dos tecidos cardíaco e/ou esquelético e encefálico de 
camundongos inoculados com clones os Gamba cl1 e SP104 cl1 (genótipo 19), 
Cuica cl1 e P209 cl1 (genótipo 20), pertencentes à linhagem genética T. cruzi I, e 
Bug2148 cl1 e MN cl2 (genótipo 39) e MVB cl8 e IVV cl4 (genótipo 32) 
pertencentes à linhagem T. cruzi II e submetidos à imunossupressão com 
ciclofosfamida e/ou tratamento com benznidazol. 
 

A análise do parasitismo tecidual e das lesões histopatológicas foi realizada de acordo 

com a linhagem genética, T. cruzi I e T. cruzi II, dos clones utilizados para a infecção 

dos animais.  

Para a avaliação do parasitismo tecidual foram analisados cortes histológicos do 

músculo cardíaco e esquelético e do encéfalo de animais necropsiados tanto na fase 

aguda (84 dias de infecção) quanto crônica (194 dias de infecção), avaliados através da 

técnica de imuno-histoquímica utilizando anticorpo anti-T. cruzi e corados pela HE.  

Na tabela 3 estão representados o parasitismo tecidual detectado no músculo 

cardíaco e/ou esquelético de camundongos inoculados com os clones Gamba cl1, SP104 

cl1, Cuica cl1 e P209 cl1 (T.cruzi I), e Bug 2148 cl1, MN cl2, MVB cl18 e IVV cl4 (T. 

cruzi II), e imunossuprimidos pela Cy no 60o (fase aguda) após a inoculação.  

Nos animais não imunossuprimidos o T. cruzi foi detectado apenas nos tecidos 

de um animal inoculado com o Clone Gamba cl1, necropsiado no final da fase aguda da 

infecção (84 dias). Por outro lado, nos animais imunossuprimidos no final da fase aguda 

o parasito pôde ser detectado nos animais infectados com todos os clones pertencentes 

ao genótipo 19 (Gamba cl1 e SP104 cl1), sendo importante ressaltar que todos os 

animais que apresentavam parasitismo tecidual também apresentaram reativação da 

parasitemia (Tabela 3). Nos animais inoculados com os clones do genótipo 20 (Cuica 

cl1 e P209 cl1) o parasitismo tecidual foi detectado apenas no músculo esquelético dos 

animais inoculados com o clone P209 cl1. Nos animais inoculados com clones 

pertencentes à linhagem T. cruzi II o parasito foi detectado apenas nos tecidos de um 

animal inoculado com o clone IVV cl4, que coincidentemente foi o único animal 

pertencente a esta linhagem genética que apresentou reativação da parasitemia após a 

imunossupressão com Cy. 

Durante a fase crônica da infecção foi observado parasitismo tecidual apenas nos 

animais infectados com o clone P209 cl1, e apenas após a imunossupressão com Cy 

(170o dia após a inoculação) sendo detectado parasitismo discreto no tecido cardíaco e 
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no músculo esquelético de 50% dos animais (Tabela 3). Não foram detectados parasitos 

no tecido encefálico em nenhum dos animais necropsiados tanto durante a fase aguda 

quanto na fase crônica da infecção. 

 
 
Tabela 3: Parasitismo tecidual detectado no músculo cardíaco e/ou esquelético de 
camundongos inoculados com os clones Gamba cl1, SP104 cl1, Cuica cl1 e P209 cl1 
(Trypanosoma cruzi I), Bug 2148 cl1, MN cl2, MVB cl8 e IVV cl4 (T. cruzi II), e 
imunossuprimidos pela ciclofosfamida (submetidos ou não ao tratamento com benznidazol) no 
60o (fase aguda) após a inoculação.  
 

Animais inoculados com T. cruzi (+/total) 
Animais não tratados com Benznidazol 

 
Clone 

N-IS IS 
 Coração Músculo Total Coração Músculo Total 
Gamba cl1 1/6 (D) 0/6 1/6 1/3 (D) 0/3 1/3 
SP104 cl1 0/5 0/5 0/5 0/6 3/6 (D) 3/6 
Cuica cl1 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 
P209 cl1 0/6 0/6 0/6 0/6 3/6 (D a I) 3/6 
Bug 2148 cl1 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 
MN cl1 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 
MVB cl8 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 
IVV cl4 0/6 0/6 0/6 1/4 (D) 0/4 1/4 

Animais tratados com Benznidazol 
Gamba cl1 0/6 0/6 0/6 2/6 (D) 0/6 2/6 
SP104 cl1 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 
Cuica cl1 0/6 0/6 0/6 2/5 (M/I) 1/5 (D) 2/5 
P209 cl1 0/6 2/6 (D) 0/6 3/6 (D) 5/6 (D a I) 5/6 
 
D=discreto, M=moderado, I=intenso 

N-IS= Não imunossuprimido 

IS= Imunossuprimido 

 
Após o tratamento com Bz, realizado durante a fase aguda da infecção, apesar do 

índice de reativação da parasitemia não ter sido alterado de forma significativa, a 

alteração da freqüência e da intensidade do parasitismo tecidual foi variável entre os 

animais inoculados com os diferentes clones. Nos animais inoculados com o clone 

Gambá cl1 foi observado parasitismo tecidual em 2/6 animais após a imunossupressão 

com Cy, similar ao observado nos animais não submetidos ao tratamento específico, 

onde o parasito pode ser detectado em 1/3 animais, considerando apenas aqueles 

imunossuprimidos. Por outro lado, foi observada uma redução do parasitismo tecidual 

nos animais inoculados com o clone SP104cl1 (genótipo 19) após o tratamento 

específico, não tendo sido detectado parasitismo tecidual em nenhum dos animais 
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tratados com Bz, em contrataste com os animais não tratados onde o parasito foi 

detectado no músculo esquelético de 3/6 animais após a imunossupressão com 

ciclofosfamida.  Nos animais inoculados com o clone Gamba cl1 foi observado um 

parasitismo tecidual discreto apenas em dois animais após a imunossupressão com Cy. 

Por outro lado, nos animais inoculados com parasitos pertencentes aos clones do 

genótipo 20 (Cuica cl1 e P209 cl1) foram detectados parasitos no músculo cardíaco e/ou 

esquelético com maior freqüência do que o detectado nos animais imunossuprimidos e 

não tratados com Bz, sendo o parasitismo considerado de discreto a intenso.   

Nos animais tratados com Bz durante a fase crônica da infecção foi observado 

parasitismo tecidual apenas em 1 animal inoculado com o clone P209 cl1.  

A Figura 1 representa o padrão histológico referente ao parasitismo tecidual nos 

diferentes grupos de animais. Em 1A, 1B e 1C está apresentado, de forma 

representativa, o parasitismo tecidual discreto observado no tecido cardíaco dos animais 

inoculados com os clones Gamba cl1 e IVV cl4 imunossuprimidos ou não, necropsiados 

no final da fase aguda da infecção. Em 1D e 1E estão apresentados, também de forma 

representativa, o parasitismo moderado a intenso observado nos tecidos dos animais 

imunossuprimidos infectados com clone Cuica cl1 (fase aguda), imunossuprimidos após 

o tratamento com Bz. Estes dados mostram que o tratamento com Bz não induziu a uma 

alteração significativa do parasitismo tecidual dos animais inoculados com os clones do 

genótipo 19, e a um aumento deste parasitismo naqueles inoculados com os clones do 

genótipo 20. 

Entretanto, quando o tratamento com Bz foi realizado durante a fase crônica 

apenas o clone P209 cl1 continuou a apresentar parasitismo tecidual, mas com menor 

freqüência, sendo o parasitismo considerado discreto. As figuras 1F e 1G são 

representativas do parasitismo tecidual observado nos animais infectados com o clone 

P209 cl1 após a imunossupressão com Cy (tratados ou não com Bz). 
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Figura 1 – Fotomicrografias representativas do miocárdio de camundongos infectados pelo 
Trypanosoma cruzi apresentando ninhos de amastigotas. A, B e C - fase aguda: são 
representativas do parasitismo tecidual discreto observado no tecido cardíaco dos animais 
inoculados com os clones Gambá cl1 e IVV cl4 imunossuprimidos ou não. D e E  representam o 
parasitismo moderado a intenso observado nos tecidos dos animais imunossuprimidos 
infectados com o clone Cuica cl1  imunossuprimidos após o tratamento com benznidazol 
realizado durante a fase aguda da infecção. F e G - fase aguda: são representativas do 
parasitismo tecidual observado nos animais infectados com o clone P209 cl1 após a 
imunossupressão com ciclofosfamida (tratados ou não com Bz)). Imunohistoquímica anti-T. 
cruzi, Peroxidase anti-peroxidase, X600.  

A B 

C E 

F G 
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Na tabela 4 estão representadas as medianas da intensidade do processo 

inflamatório no átrio de camundongos infectados com clones pertencentes à linhagem 

genética de T. cruzi I e T. cruzi II comparativamente aos camundongos inoculados com 

os mesmos clones e submetidos à imunossupressão com Cy e /ou ao tratamento com Bz.  

 
Tabela 4- Mediana da intensidade do processo inflamatório no átrio de camundongos 
infectados com clones do T. cruzi pertencentes ao grupo T. cruzi 1 e T. cruzi II 
comparativamente aos camundongos inoculados com os mesmos grupos genéticos do 
parasito e submetidos a imunossupressão com ciclofosfamida e/ou ao tratamento com 
benznidazol. 

 
Animais infectados - Mediana (maior valor/menor valor) Grupo genético 

do T. cruzi Controle Imunossuprimido Tratado com Bz Tratado com Bz e 
imunossuprimido 

 Fase aguda 
T. cruziI 2 (1/3) 2 (1/3) a 2 (1/3) 1 (1/3) 
T. cruzi II 1 (1/3) 1 (1/2) b 1 (1/2) 1 (1/2) 
 Fase crônica 
T. cruzi I 2 (1/3)             A 1 (0/3)           A,C               1 (1/3)           A,C 1 (1/2)           B,C 
T. cruzi II 1 (1/2) 1 (1/2) 1 (1/2) 1 (1/2) 

Letras diferentes indicam diferença significativa (P≤0,05) 
Letras minúsculas indicam comparação vertical 
Letras maiúsculas indicam comparação horizontal 
 

O processo inflamatório nos diferentes grupos infectados, necropsiados na fase 

aguda, está demonstrado na Figura 2. O infiltrado inflamatório é constituído 

predominantemente de células mononucleadas, independente da situação avaliada. 

Verifica-se em 2A-D cortes histológicos do miocárdio de animais pertencentes ao T. 

cruzi I e em 2E-H, T. cruzi II. De uma maneira geral verificou-se um processo 

inflamatório pouco mais intenso nos animais inoculados com clones pertencentes à 

linhagem T. cruzi I, nos diferentes grupos, em relação aos animais inoculados com 

parasitos da linhagem T. cruzi II, entretanto esta diferença não foi significativa 

(P≥0,05).  

O processo inflamatório observado no miocárdio, durante a fase crônica da 

infecção, está representado na Figura 3. A semelhança do observado na fase aguda, o 

infiltrado apresentou-se constituído predominantemente por células mononucleadas. 

Novamente o processo inflamatório foi um pouco mais exuberante nos animais 

inoculados com parasitos pertencentes à linhagem T. cruzi I, nos diferentes grupos 
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experimentais, em relação aos inoculados com clones da linhagem T. cruzi II (Figura 

3A). Nos grupos de animais inoculados com clones da linhagem T. cruzi I foi observada 

uma tendência de diminuição na intensidade do processo inflamatório nos animais 

imunossuprimidos e tratados com Bz, embora esta tendência tenha sido significativa 

apenas nos experimentos realizados durante a fase crônica da infecção nos animais 

tratados com Bz. 
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Figura 2– Fotomicrografias do miocárdio de camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi 
e necropsiados durante a fase aguda da infecção. A-D – T. cruzi I; E - H – T. cruzi II. A e E- 
Infectado; B e F- Infectado e imunossuprimido; C e G- Infectado e tratado com benznidazol; D 
e H- Infectado, imunossuprimido e tratado com benznidazol – Hematoxilina Eosina, X300.  
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Figura 3 – Fotomicrografias do miocárdio de camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi 
e necropsiados durante a fase crônica da infecção. A-D – T. cruzi I; E - H – T. cruzi II. A e E-
Infectado; B e F- Infectado e imunossuprimido; C e G- Infectado e tratado com benznidazol; D 
e H- Infectado, imunossuprimido e tratado com benznidazol – Hematoxilina Eosina, X300. 
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No encéfalo foi avaliado o processo inflamatório, sob a forma de nódulos gliais 

(NG – Figura 4) e infiltrados perivasculares (IPV – Figura 5), nos diferentes grupos 

experimentais, necropsiados tanto na fase aguda quanto na fase crônica da infecção. O 

número médio de nódulos gliais presentes no encéfalo de camundongos infectados com 

clones pertencentes à linhagem genética T. cruzi I e T. cruzi II, comparativamente aos 

animais infectados com os mesmos clones e submetidos à imunossupressão com Cy 

e/ou ao tratamento com Bz estão representados na tabela 5. Foi observada uma 

tendência de diminuição do processo inflamatório do encéfalo com a imunossupressão, 

tanto entre os animais tratados com Bz, quanto naqueles não tratados. Entretanto esta 

diferença foi significativa apenas nos animais inoculados com clones pertencentes à 

linhagem T. cruzi II. 

 

Tabela 5: Número médio de nódulos gliais e infiltrados perivascular presentes no 
encéfalo de camundongos infectados com clones do T. cruzi pertencentes ao grupo T. 

cruzi I e T. cruzi II comparativamente aos animais inoculados com os mesmos grupos 
genéticos do parasito e submetidos à imunossupressão com ciclofosfamida e/ou ao 
tratamento com benznidazol. 

 
Animais infectados - Média + Desvio padrão Grupo genético 

do T. cruzi Controle Imunossuprimido Tratado com Bz Tratado com Bz e 
imunossuprimido 

 Fase aguda 
T. cruzi I a 0,91+0,79      A a 0,83+1,40      A a 0,67+1,15      A a 0,42+1,24      A 
T. cruzi II b 3,58+3,0            A a 0,67+0,98      B a 0,42+0,79    A,B a 0,67+1,15    A,B 
 Fase crônica 
T. cruzi I a 1,08+1,24         A a 0,75+0,72      A a 0,25+0,59      A a 0,5+0,95        A 
T. cruzi II b 2,75+3,04      A a 0,83+1,47      B a 1,11+1,76    A,B a 0,58+1,0        B 
Letras iguais indicam grupos semelhantes 
Letras diferentes indicam diferenças significativas (P≤0,05) 
Letras vermelhas significam valores de P =0,062 (limítrofe de significância) 
Letras minúsculas indiicam comparação na vertical 
Letras maiúsculas indicam comparação na horizontal 

 

Os aspectos microscópios observados no encéfalo dos camundongos inoculados 

com os clones de T. cruzi pertencentes às linhagens I e II estão apresentados nas figuras 

4 e 5, representados pelas observações obtidas dos animais sacrificados durante a  fase 

aguda da infecção. Na Figura 4 observa-se a presença de NG em todos os grupos 

avaliados, tanto em T. cruzi I quanto em T. cruzi II. Porém, verifica-se, ao contrário do 

observado no miocárdio, um processo inflamatório mais exuberante no grupo T. cruzi 
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II, constituído por NG apresentando-se mais estruturados, compactos, com maior 

quantidade de células mononucleadas. Este aspecto foi mais acentuado no grupo apenas 

infectado (Figura 4 A e 4E), no qual também foi verificada a presença de infiltrados 

perivasculares mais estruturados nos animais inoculados com parasitos pertencentes à 

linhagem T. cruzi II (Figura 5 A e 5E). 
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Figura 4 – Fotomicrografias do encéfalo de camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi e 
necropsiados durante a fase aguda da infecção. A-D – T. cruzi I; E-H – T. cruzi II. A e E- 
Infectado; B e F- Infectado e imunossuprimido; C e G- Infectado e tratado com benznidazol; D 
e H- Infectado, imunossuprimido e tratado com benznidazol – Hematoxilina Eosina, X300.  
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Figura 5 – Fotomicrografias do encéfalo de camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi e 
necropsiados durante a fase aguda da infecção. A-D – T. cruzi I; E-H – T. cruzi II. A e E- 
Infectado; B e F- Infectado e imunossuprimido; C e G- Infectado e tratado com benznidazol; D 
e H- Infectado, imunossuprimido e tratado com benznidazol – Hematoxilina Eosina, X300.  
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A reativação da doença de Chagas crônica é associada a eventos de 

imunossupressão vinculados a quimioterapia antineoplásica e/ou corticoidoterapia, em 

receptores de transplantes de rins, coração e medula óssea, e aos quadros de co-infecção 

com o HIV (Ferreira & Borges 2002; Ferreira et al., 1997). De forma interessante, este 

evento de reativação não ocorre, necessariamente, em todos os indivíduos expostos a 

agentes ou condições imunossupressoras (Barousse et al., 1980). Este fato suporta a 

hipótese de que tais eventos variem em função da linhagem genética de determinada 

população do T. cruzi, principalmente corroborado pela hipótese da evolução clonal do 

parasito (Tibayrenc et al 1986; Tibayrenc & Ayala 1988). 

Esta variabilidade genética do parasito foi observada neste trabalho empregando 

quatro genótipos principais (clonets ou clones principais): 19 e 20 pertencentes à 

linhagem genética T. cruzi I e, 32 e 39 pertencentes à linhagem genética T. cruzi II. De 

forma geral foram observadas diferenças marcantes, especialmente em relação ao perfil 

de curva de parasitemia, aos níveis parasitêmicos, e ao período de patência da infecção 

entre os animais inoculados com os clones pertencentes às duas linhagens genéticas do 

T. cruzi. Os animais inoculados com clones pertencentes à linhagem genética T. cruzi I 

apresentaram níveis de parasitemia mais elevados, com exceção dos animais inoculados 

com o clone SP104 cl1, pertencente à mesma linhagem genética, que apresentaram 

baixos níveis de parasitemia e curto período de patência, característica esta vinculada à 

linhagem genética T. cruzi II. Estes resultados corroboram com observações prévias in 

vitro e em camundongos Balb/c (Revollo et al., 1998 Toledo et al., 2002; Martins et al., 

2006), e em Triatoma infestans (Lana et al., 1998) os quais confirmaram a correlação 

entre a distância filogenética entre genótipos clonais do T. cruzi e suas propriedades 

biológicas. Os resultados obtidos neste trabalho, utilizando camundongos Swiss como 

modelo experimental, mostraram, de forma geral, o mesmo padrão de resultados obtidos 

por Toledo et al., (2002) em modelo de camundongos Balb/c, tendo sido observado 

apenas diferença em relação aos níveis de parasitemia, que foram mais elevados no 

modelo camundongo Swiss.  

Os resultados apresentados pelos diferentes autores que mostraram a correlação 

entre a distância filogenética de populações do T. cruzi e as suas propriedades 

biológicas indicam uma possível existência de correlação entre a possibilidade de 
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reativação da doença de Chagas em condições de imunossupressão e as características 

genéticas de uma determinada população do T. cruzi.  

Neste trabalho foi utilizada a Cy como agente imunossupressor. A Cy faz parte 

de um subgrupo de substâncias designadas por agentes alquilantes, são fármacos 

citotóxicos ou citostáticos, também conhecidos como antineoplásicos. O seu mecanismo 

de ação consiste em provocar danos em alvos celulares, induzindo ligação cruzada e/ou 

fragmentação das hélices de DNA impedindo a divisão celular, afetando as células em 

todas as fases do ciclo celular de forma inespecífica. Este fármaco possui também 

atividade imunossupressora (Cupps et al, 1982), afetando várias funções imunológicas 

(Calabrese et al., 1996). Em infecções agudas de camundongos tem sido demonstrado 

que a Cy, bem como a Ciclosporina, são capazes de modular a inflamação cardíaca, e 

dependendo do esquema terapêutico e da dose utilizada pode induzir aumento da 

miocardite e do parasitismo tecidual (Calabrese et al., 2003).  

Neste estudo foi demonstrado uma forte correlação entre a distância filogenética 

de um conjunto de 8 clones representativos dos 4 grupos genéticos principais do T. cruzi 

e a reativação da infecção pelo T. cruzi em condições de imunossupressão. A 

imunossupressão com Cy foi capaz de induzir a reativação da parasitemia, tanto após 

administração no final da fase aguda, quanto na fase crônica da infecção, sendo isso 

observado apenas nos animais inoculados com clones pertencentes à linhagem T. cruzi 

I. Nos animais inoculados com a linhagem T. cruzi II foi observada a reativação da 

parasitemia apenas em um animal inoculado com o clone IVV cl4. Entretanto, o índice 

de reativação da parasitemia foi variável entre os diferentes clones, tendo sido 

observados menores índices nos animais inoculados com o clone SP104 cl1 (genótipo 

19). Entretanto, quando os camundongos foram imunossuprimidos durante a fase 

crônica da infecção foram observados maiores índices de reativação nos animais 

inoculados com clones do genótipo 19. Por outro lado, os níveis de parasitemia durante 

a reativação induzida pela Cy tenderam a ser maiores nos animais inoculados com 

clones do genótipo 20, tanto naqueles imunossuprimidos durante a fase aguda, quanto 

na fase crônica da infecção. De forma interessante os animais inoculados com o clone 

SP104 cl1 (genótipo 19), que apresentaram o menor índice de reativação da parasitemia 

quando imunossuprimidos durante a fase aguda, apresentaram os maiores índices de 

reativação quando imunossuprimidos na fase crônica da infecção, porém sempre 
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apresentando baixos níveis de parasitemia.  Estes dados mostraram que as 

características da reativação da infecção são variáveis, e podem ser relacionadas com a 

população do parasito e também com a fase da infecção. Esta hipótese é reforçada pelos 

resultados de Andrade et al. (1997) que não observaram a reativação da parasitemia de 

camundongos inoculados com as cepas Y, Peruviana e 21SF, quando imunossuprimidos 

pela Azatioprina, Betametazona ou Cy durante a fase crônica da infecção. Este resultado 

é interessante, principalmente ao considerar que estas cepas do T. cruzi, especialmente a 

cepa Y, são marcadamente mais virulentas e patogênicas do que os clones utilizados 

neste estudo. 

Estes resultados provavelmente são reflexos da variabilidade genética observada 

entre as diferentes populações do T. cruzi utilizadas neste estudo, indicando, mais uma 

vez, a existência de correlação entre a diversidade genética e biológica do T. cruzi. 

Anteriormente, foi demonstrado por Pereira et al., (1998) que diferentes cepas do T. 

cruzi reagem de forma diferente aos efeitos da imunossupressão com Cy, entretanto, os 

autores não correlacionaram estes achados com as distâncias filogenéticas das diferentes 

populações do T. cruzi avaliadas.  

De acordo com Hudson et al. (1983) os genótipos clonais 19, 20, 39 e 32 

apresentam diferentes relações filogenéticas, sendo que os genótipos 20 e 19 são mais 

proximamente relacionados, ao passo que os genótipos 39 e 32 são mais distantes dos 

genótipos 19 e 20, mas são mais próximos entre si. Os genótipos 19 e 20 diferem em 

poucas características, em particular pelo locus isoenzimático 6PGDH, o qual é 

heterozigoto no genótipo 20 e homozigoto no genótipo 19 (Tibayrenc & Ayala, 1988). 

Neste caso, é possível especular, que a recrudescência da doença de Chagas 

crônica em indivíduos imunossuprimidos seria definida, pelo menos parcialmente, pela 

característica genética da população do T. cruzi presente. Interessantemente, a 

reativação sintomática da doença não ocorre em todos os chagásicos crônicos expostos a 

agentes imunossupressivos (Barousse, 1980; Lopes Blanco et al., 1992). Também entre 

os indivíduos com HIV/AIDS têm sido descritos tanto casos de ausência de reativação 

(Pacheco et al., 1998), como a reativação assintomática da doença de Chagas crônica, 

detectada apenas pelo aumento do parasitismo sangüíneo (Sartori et al., 2002). 

Especificamente após o transplante cardíaco, a incidência de manifestações clínicas 
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decorrentes da reativação da infecção pelo T. cruzi é de freqüência variável (0% a 43%) 

(Bocchi et al., 1993; 1996). 

É interessante observar que a imunossupressão induziu também, o aumento do 

parasitismo tecidual (músculo cardíaco e esquelético). O parasito foi detectado nos 

tecidos de 8/22 camundongos imunossuprimidos na final da fase aguda, em contraste de 

1/24 entre os animais não imunossuprimidos. Naqueles imunossuprimidos durante a 

fase crônica o parasito foi detectado em três animais, mas em nenhum daqueles não 

imunossuprimidos.  

Toledo et al, 2004a, ao avaliar o parasitismo tecidual em animais infectados com 

os clones pertencentes aos mesmos genótipos estudados neste trabalho observou 

parasitismo tecidual discreto, mas com maior freqüência, em animais infectados com os 

clones pertencentes aos genótipos 19, 20 e 32, avaliados durante a fase aguda da 

infecção e nos animais infectados com clones do genótipo 39, avaliados durante a fase 

crônica da infecção. É importante ressaltar que neste estudo os animais foram 

necropsiados no final da fase aguda da infecção (aproximadamente 84 dias), em 

contraste com Toledo et al. (2002), onde a necropsia foi realizada no pico de 

parasitemia. 

De uma maneira geral verificou-se um processo inflamatório pouco mais 

exuberante no músculo cardíaco dos animais inoculados com os clones da linhagem T. 

cruzi I, em relação ao T. cruzi II, tanto na fase aguda quanto na fase crônica da infecção. 

A intensidade do processo inflamatório não foi significativamente alterada pela 

imunossupressão com Cy em nenhuma das fases da doença. De forma interessante, 

outros autores demonstraram que o tratamento com Cy após a infecção pelo T. cruzi, 

tanto no modelo canino quanto no modelo murino, induz ao aumento da miocardite 

(Andrade et al., 1987; Silva & Rossi, 1990). De acordo com Calabrese et al., 1996, a 

transiente abolição da atividade T-supressora pode ser o fator que explicaria este 

aumento da miocardite. Entretanto, como nos estudos acima o tratamento 

imunossupressivo foi iniciado nos primeiros dias após a inoculação dos animais e, neste 

estudo, a administração foi realizada no final da fase aguda e na fase crônica da 

infecção, esta contradição poderia ser explicada pelo mecanismo de ação da Cy, que 

atua apenas nas células em proliferação, assim a sua ação poderia estar alterada durante 

as diferentes fases da infecção. Esta hipótese pode ser reforçada pelos resultados de 
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Calabrese et al., (2003), que mostraram um intenso infiltrado linfoplasmocitário e 

poucos parasitos no miocárdio de camundongos que receberam Cy 2 dias antes da 

inoculação. Em contraste aos animais que receberam o tratamento com Cy 5 dias após a 

inoculação e apresentaram um aumento da carga parasitária associada a uma redução do 

infiltrado inflamatório no miocárdio. Também em ratos foi demonstrado que uma única 

dose de Cy administrada 5 dias após a inoculação dos animais com a cepa Y previne a 

miocardite e a denervação simpática, induzindo, ao mesmo tempo um aumento da carga 

parasitária (Guerra et al., 2001). 

De forma inversa, no encéfalo, foi observado um processo inflamatório mais 

intenso nos animais inoculados com clones pertencentes à linhagem genética T. cruzi II, 

nos quais o tratamento com Cy induziu a uma redução significativa do processo 

inflamatório, apesar de não ter sido detectado parasitos neste tecido. Este fato é 

interessante, pois estudos experimentais que correlacionam divergências filogenéticas, 

alterações histopatológicas, e tropismo tecidual têm associado o genótipo 20 do T. cruzi 

I com invasão do sistema nervoso central (Diego et al., 1998). Por outro lado, Andrade 

et al (1997) observaram um aumento da reação inflamatória no cérebro de 

camundongos infectados com as cepas Y, Peruviana (Biodema I e II) imunossuprimidos 

com Cy e Azatioprina na fase crônica da infecção, enquanto nos animais inoculados 

com a cepa 21SF (T. cruzi Biodema III) as lesões foram similares às dos animais não 

imunossuprimidos. Entretanto, apesar das alterações histológicas detectadas não foram 

observados parasitos no cérebro dos animais. 

Estes dados reforçam a associação entre a reativação de infecções latentes pelo 

T. cruzi com determinados genótipos do parasito, levantando perguntas para 

investigações futuras sobre os parâmetros que devem ser utilizados para prevenir a 

reativação da doença sob condições de imunossupressão. Alguns autores mostraram que 

o tratamento com Bz é efetivo em suprimir a parasitemia e as manifestações clínicas na 

doença recorrente (Nishioka et al., 1993; Sartori et al., 2002), entretanto é observada 

uma alta taxa de recorrência após a descontinuidade do tratamento (Rezende et al., 

2006). Neste caso, outro aspecto importante para ser avaliado é o efeito protetor do 

tratamento com Bz na prevenção secundária da reativação da parasitemia sob condições 

de imunossupressão. O efeito protetor do Bz na reativação da parasitemia em pacientes 

chagásicos crônicos tratados com corticosteróides foi demonstrado por Rassi et al, 
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(1999) e corrobora com achados experimentais em camundongos onde uma droga 

tripanocida (no caso o nifurtimox) previna a reativação da doença quando usada em 

associação com drogas imunossupressoras (Meckert et al.,1988). 

Neste caso, como o curso da infecção experimental pelo T. cruzi e a resposta ao 

tratamento específico são marcadamente influenciados pela população do parasito e pela 

resposta do sistema imune do hospedeiro, é razoável supor que a resposta terapêutica 

durante os episódios de reativação em indivíduos imunossuprimidos, poderia ser 

marcadamente dependente da população do parasito presente. 

Esta hipótese foi confirmada pelos resultados obtidos neste estudo, tendo sido 

demonstrado que a eficácia do tratamento com Bz em prevenir a reativação da 

parasitemia em condições de imunossupressão pode ser relacionada com a fase da 

infecção em que o tratamento foi realizado e com a população do T. cruzi presente. O 

tratamento específico, de maneira geral, não alterou o índice de reativação da 

parasitemia quando o tratamento foi realizado durante a fase aguda da infecção, mas foi 

capaz de induzir a uma diminuição da reativação da parasitemia quando os animais 

foram tratados com Bz durante a fase crônica. Entretanto, foi observada uma variação 

na resposta ao tratamento entre os diferentes clones avaliados, pois o tratamento com Bz 

realizado durante a fase aguda preveniu a reativação da parasitemia nos animais 

inoculados com o clone, SP104 cl1 (genótipo 19), mas não com o Gamba cl1 (genótipo 

19) e nem com o Cuica cl1 ou o P209 cl1 (genótipo 20). Além disso, é interessante 

ressaltar que nos animais inoculados com clones do genótipo 20 foram observados, de 

maneira geral, índices de parasitemia maiores quando imunossuprimidos após o 

tratamento com Bz, assim como um parasitismo mais intenso no tecido cardíaco, em 

relação aos animais imunossuprimidos, mas não submetidos ao tratamento específico. 

Também nos animais tratados com Bz durante a fase crônica foram observados 

dois padrões distintos: (1) proteção, entre os animais inoculados com os clones SP104 

cl1 (genótipo 19) e Cuica cl1(genótipo 20); (2) aumento do índice de reativação entre os 

animais inoculados com os clones Gamba cl1 (genótipo 19), P209 cl1 (genótipo 20), 

porém, nestes animais não foi detectado o aumento do parasitismo tecidual em relação 

aos não tratados. Além disso, é importante salientar que o tratamento com Bz não foi 

eficaz em reduzir significativamente o processo inflamatório no coração e no encéfalo, 

em relação aos animais imunossuprimidos que não receberam o tratamento específico. 
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Estes resultados estão de acordo com Toledo et al, 2004a, que demonstraram 

uma redução no parasitismo tecidual induzida pelo tratamento com Bz em 

camundongos inoculados com clones do genótipo 19, mas não naqueles inoculados com 

clones do genótipo 20.  

Os dados apresentados mostraram claramente a correlação entre a linhagem 

genética do T. cruzi e a eficácia do Bz na prevenção secundária da reativação da doença 

de Chagas sob condições de imunossupressão. Neste caso seria importante investigar se 

a evolução dos níveis de anticorpos da classe IgG e das subclasses IgG1, IgG2a e IgG2b 

após o tratamento específico também poderiam ser relacionados com a linhagem 

genética do T. cruzi. De acordo com Andrade et al., 1999, a variabilidade genética do 

parasito pode determinar o tropismo tecidual e exercer um importante papel na 

patogênese da doença. Desta forma, o conhecimento sobre a indução das diversas 

classes e subclasses de imunoglobulinas por diferentes populações do T. cruzi poderia 

contribuir para o conhecimento do mecanismo de patogênese da doença de Chagas.  

Em humanos ocorre produção de quatro subclasses de imunoglobulina G (IgG1, 

IgG2, IgG3 e IgG4), e o controle na produção destas subclasses é mediado por 

diferentes citocinas (Kowano et al., 1994). Dados na literatura mostram que IL-4, IL-5, 

IL-10 e TGF-ß (perfil anti-inflamatório) são responsáveis por auxiliar a indução das 

subclasses IgG1 e IgG3 (Briere et al.,1994, Reed & Scott, 1993), e que IL-12, INF-γ, 

TNF-α (perfil inflamatório) levam à produção de IgG2, sendo que a produção de IgG1 e 

IgG2 é antagonicamente regulada. A resposta mediada por anticorpos, estimulada por 

citocinas inflamatórias induz principalmente a produção de IgG2. Este anticorpo 

opsoniza o parasito, importante tanto para a sua destruição pelo complemento, como 

para a fagocitose por macrófagos. Os anticorpos das subclasses IgG1 e IgG4 têm sua 

produção desencadeada por citocinas anti-inflamatórias, não ativam o complemento e 

não se ligam a receptores Fc dos macrófagos. Por outro lado, estes anticorpos estão 

envolvidos na defesa do hospedeiro mediada por células efetoras não fagocitárias, como 

mastócitos e eosinófilos (Mosmann & Coffman, 1989; Romagnani, 1991).  

A correlação entre o tratamento com Bz e a evolução de anticorpos anti-T. cruzi 

da classe IgG e das subclasses IgG1, IgG2a e IgG2b, foi realizada em soro coletado dos 

camundongos tratados com Bz antes do início da imunossupressão com Cy. 
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O tratamento com Bz induziu uma queda significativa (P≤0,05) nos níveis de 

absorbância determinados pela ELISA, independente da classe ou subclasse de 

anticorpos avaliada. Apenas nos soros dos animais inoculados com clones pertencentes 

aos genótipos 32 e 39 não foi detectada diferença significativa dos níveis de anticorpos 

da subclasse IgG 1 entre os animais tratados com Bz e os não tratados. É importante 

salientar que esta queda da absorbância não pode ser relacionada à cura parasitológica, 

pois o mesmo perfil sorológico foi detectado tanto nos animais inoculados com clones 

pertencentes à linhagem genética T. cruzi I (mais resistentes ao Bz), quanto com clones 

pertencentes à linhagem T. cruzi II (menos resistentes ao Bz). Esta queda dos níveis de 

anticorpos após o tratamento realizado durante a fase aguda e crônica recente da doença 

de Chagas foi demonstrada anteriormente tanto em infecções experimentais de cães 

(Guedes et al, 2002), como em humanos (Andrade et al, 1992; Sosa-Estani et al, 1998). 

Por outro lado, o efeito do tratamento com Bz sobre os níveis de absorbância nos 

soros dos animais tratados durante a fase crônica apresentou-se menos marcante. De 

maneira geral o tratamento não induziu a alteração significativa na absorbância obtida 

através da ELISA, quando comparados aos obtidos nos soros dos animais não tratados. 

Apenas nos animais inoculados com os clones do genótipo 19 e 32 foi detectada uma 

queda significativa nos níveis de anticorpos da classe IgG, da subclasse IgG1 nos 

animais inoculados com clones do genótipo 19, de IgG 2b nos animais inoculados com 

clones do genótipo 32.  Estes dados mostraram que as alterações dos níveis de 

anticorpos IgG e das subclasses IgG1, IgG2a e IgG2b após o tratamento específico com 

Bz ocorreu de forma similar entre os animais infectados com os diferentes clones 

utilizados neste estudo. Além disso, é importante ressaltar que estes clones apresentam 

diferentes níveis de resistência ao Bz (Quadro 2). Neste caso, as variações dos níveis de 

anticorpos observados na sorologia realizada logo após o tratamento devem ser 

avaliadas com cuidado. 

Nossos resultados mostraram pela primeira vez a correlação entre a divergência 

filogenética do T. cruzi e a reativação da doença de Chagas sob condições de 

imunossupressão, sendo esta mais relacionada a parasitos pertencentes à linhagem 

genética T. cruzi I. Além disso, ficou demonstrado que a prevenção secundária da 

reativação da doença de Chagas pelo tratamento com Bz pode ser ao menos 

parcialmente, dependente das características genéticas da população do T. cruzi 



SANTOS, D. M.                                                                                                DISCUSSÃO 
 

 70 

envolvida. Este fato deve ser seriamente considerado especialmente em indivíduos 

chagásicos crônicos que vão receber tratamentos vinculados à quimioterapia 

antineoplásica e/ou corticoidoterapia e em receptores de transplantes de rins, coração e 

medula óssea. Os resultados obtidos neste estudo mostram também a importância de se 

avaliar outros medicamentos imunossupressores normalmente utilizados nas situações 

citadas.  
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Os resultados obtidos no estudo da infecção experimental de camundongos Swiss com 

T. cruzi nos permite concluir que: 

 

1. Existe correlação entre os parâmetros biológicos avaliados (curva de parasitemia, 

período pré-patente, período patente) e a divergência filogenética do Trypanosoma 

cruzi.  

 

2. A reativação da infecção pelo T. cruzi induzida pela ciclofosfamida pode ser 

correlacionda com as características genéticas de uma determinada população do T. 

cruzi. 

 

3.  A reativação da parasitemia induzida pela ciclofosfamida é associada a parasitos 

pertencentes à linhagem genética T. cruzi I. 

 

4. A imunossupressão com ciclofosfamida realizada ao final da fase aguda induziu a 

um aumento do parasitismo tecidual no coração e no músculo esquelético dos 

animais inoculados com os clones da linhagem genética T. cruzi I 

 

5. O tratamento específico com benznidazol, realizado no final da fase aguda, não foi 

efetivo em  prevenir a reativação da parasitemia induzida pela imunossupressão com 

ciclofosfamida.    

 

6. A prevenção da reativação da parasitemia, induzida pela imunossupressão pela Cy 

administrada durante a fase crônica da infecção, foi obtida após o tratamento 

específico com benznidazol e, este efeito protetor mostrou-se relacionado com a 

populaçao do T. cruzi. 

 

7. O tratamento com benznidazol realizado durante a fase aguda da infecção induz a 

uma queda significativa dos níveis de anticorpos, independente do grau de 

resistência ao fármaco ou da linhagem genética do T. cruzi.  

 

8. O tratamento com benznidazol, realizado durante a fase aguda da infecçcão, induziu 
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diferentes respostas em relação à freqüência e a intensidade do parasitismo do 

coração e/ou do músculo esquelético entre os animais inoculados com os diferentes 

clones avaliados.  
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