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RESUMO 

A eficácia do tratamento com Benznidazol (Bz) na fase crônica da infecção e 

conseqüente prognóstico da cardiopatia chagásica permanece controversa. Neste estudo foram 

avaliados os efeitos do tratamento com Bz na evolução da cardiopatia chagásica crônica, 

utilizando cães infectados com a cepa Berenice-78 como modelo experimental. Os animais 

infectados foram divididos em dois grupos experimentais: (i) 12 cães tratados na fase crônica 

com 7,0 mg de Bz/kg, divididos em duas doses diárias, durante 60 dias; (ii) 12 cães mantidos 

como controles não tratados. Outros 8 animais constituíram o grupo controle não-infectado. A 

parasitemia foi monitorada pela PCR realizada em amostras de sangue e tecido muscular 

cardíaco coletados no 1
o
 e 12

o
 mês após o tratamento (MAT). A potente supressão da 

parasitemia, induzida pelo tratamento com Bz, foi observada pelos resultados negativos em 

81,9% (9 de 11) dos animais tratados em relação a 36,3% (4 de 11) nos animais não tratados 

quando realizada a PCR no sangue coletado no 1
o
 MAT. Resultados semelhantes foram 

observados na PCR do tecido muscular cardíaco, realizada no mesmo período, quando o 

kDNA do parasito foi detectado somente em 33%,3 (2 de 6) dos animais tratados e em 100% 

dos animais não tratados. Um aumento dos resultados positivos na PCR do sangue e tecido foi 

detectado 12 MAT. Este resultado foi verificado em 60% (3 de 5) no sangue e 80% (4 de 5) 

no tecido muscular cardíaco dos animais tratados. Para avaliação da cardiomegalia e função 

sistólica ou diastólica os animais foram examinados por ecocardiograma no 1
o
 e 12

o
 MAT. 

Foram mensurados os parâmetros fração de encurtamento, volume do Átrio Esquerdo (AE), 

fração de ejeção, volume diastólico e diâmetro sistólico do Ventrículo Esquerdo (VE). Após 

essa avaliação, metade dos animais foi eutanaziada para realização das análises 

histopatológicas no coração. O tratamento induziu uma redução de 20% a 36% de células 

inflamatórias e deposição intrafascicular de colágeno no 1
o
 MAT. Nesta fase da infecção, não 

houve diferença significativa nos parâmetros ecocardiográficos mensurados entre os grupos 

de animais infectados (tratados ou não) e não infectados. Diferentemente, 12 MAT, as lesões 

cardíacas foram semelhantes entre os animais infectados (tratados ou não) e 

significativamente maiores que naqueles não infectados. Variáveis ecocardiográficas 

relacionadas com cardiomegalia e disfunção diastólica também foram semelhantes entre os 

animais infectados (tratados ou não) e significativamente maiores que nos animais não 

infectados. De modo interessante, o tratamento preveniu alterações na função sistólica, uma 

vez que não ocorreram diferenças na fração de ejeção e fração de encurtamento entre os 

animais tratados e não infectados. Esses resultados demonstram que o tratamento com Bz na 

fase crônica da infecção de cães é eficiente em prevenir as lesões cardíacas imediatamente 

após o tratamento e a função sistólica um longo tempo após o término do tratamento.  
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ABSTRACT 

 

The analysis of available information reveals that the efficacy of benznidazole 

treatment in chronic chagasic infection is doubtful. In this study we evaluated the effect of 

Bz-treatment on the cardiac alterations using dogs infected with Berenice-78 strain as 

experimental model. The infected animals were divided in two experimental groups: (i) 12 

dogs were Bz-treated at 7.0 mg/kg bid (Q12) for 60 days during the chronic phase; (ii) 12 

dogs were maintained as non-treated control. Another 8 animals were maintained as non-

infected control group. After the benznidazole-treatment the parasite load was monitored by 

blood and heart tissue PCR performed in the 1
st
 and 12

th
 months post-treatment (MPT). The 

potent suppression of parasitemia induced by Bz-treatment was associated with negative 

results of blood PCR performed in the 1
st
 MPT in 81.8% (9 of 11) of treated animals  in 

relation to 36,3% (4 of 11) in those infected and non-treated animals. Similar results were 

observed in heart tissue PCR in the same period, when the parasite kDNA was detected only 

in 33,3% (2 of 6) of the treated animals.  In contrast, 100% of infected and non-treated 

animals showed positive tissue PCR tests.  An increase of positive results in blood and tissue 

PCR was detected 12 MPT. This result was verified in 60% (3 of 5) of blood and 80% (4 of 5) 

of tissue samples obtained of Bz-treated animals. For cardiomegaly and systolic or diastolic 

function evaluation the animals were examined by echocardiography in the 1
st
 and 12

th
 MPT. 

The parameters fractional shortening, Left Atrium (LA) volume, Left-ventricle (LV) ejection 

fraction, diastolic volume and systolic diameter were measured. After this evaluation a half of 

animals were euthanized in the same period for histopathological analysis of heart tissue. Bz-

treatment led to a reduction of around 20% to 36% of inflammatory cells and intrafascicular 

collagen deposition when compared to non-treated animals in the first MPT. Additionally, all 

animals evaluated showed echocardiographic parameters similar to non-infected animals. 

Differently, 12 MPT the intensity of cardiac lesions were similar to treated and non-treated 

animals and significantly larger than those detected in non-infected animals. Also, the 

echocardiographic parameters, related with cardiomegaly (LV and LA volume, LV systolic 

diameter) and diastolic function (LA volume), were similar among treated and non-treated 

animals and significantly higher than those observed in non-infected animals. Interestingly, 

the Bz-treatment was able to prevent alterations related to cardiac systolic functions (LV 

ejection and shortening fraction) such these parameters were similar to treated and non-

infected animals. Taken together, the results indicate that Bz-treatment performance during 

the chronic phase of the dogs' infection is efficient in preventing cardiac lesions immediately 

after the treatment and systolic cardiac function long-time post-treatment. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 A doença de Chagas 

 

A doença de Chagas, uma zoonose cujo agente etiológico é o protozoário flagelado 

Trypanosoma (Schyzotripanum) cruzi (Chagas, 1909), é endêmica no continente americano. 

Modificações no meio ambiente impostas pelo homem, com os desmatamentos e 

urbanizações de áreas primariamente silvestres, permitiram que essa zoonose adquirisse uma 

importante prevalência entre os homens (COURA, 2007). Atualmente, 8 a 10 milhões de 

pessoas desde o sul dos Estados Unidos até o Chile e Argentina estão infectadas pelo T. cruzi 

e 28 milhões permanecem em risco de adquirir a doença (OPS, 2006). A incidência anual da 

doença de Chagas humana é de 41.200 casos, com uma taxa de mortalidade de 12.500 

indivíduos por ano (OPS, 2006). 

A principal via de transmissão do T. cruzi é a vetorial, que corresponde a 80-90% dos 

casos de infecção humana, ocorrendo através da penetração das formas tripomastigotas 

metacíclicas em mucosas ou na pele lesionada (SCHOFIELD, 1994). Outras vias de 

transmissão da tripanossomíase americana, como transfusão sangüínea, transplante de órgãos 

e via congênita, constituem formas de contágio comuns principalmente em áreas não 

endêmicas, em que a presença do indivíduo chagásico crônico expõe o risco de transmissão da 

doença na ausência de seu clássico inseto vetor e das precárias condições ambientais 

necessárias para sua existência (PRATA, 2001; FORES e cols., 2007; MARTIN-DAVILA e 

cols., 2008). Neste contexto, e devido aos movimentos imigratórios internacionais, a 

tripanossomíase americana passa a ocorrer com freqüências que vem se elevando em países 

de outros continentes, como na Europa e Ásia, não sendo mais a doença de Chagas humana 

restrita ao continente americano (SCHMUNIS, 2007). Na Espanha foram diagnosticados entre 

6.000 e 30.000 casos da forma cardíaca da doença de Chagas nos últimos anos (PEREZ e 

cols., 2009).  
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A transmissão oral da doença de Chagas, pela ingestão de alimentos contaminados com 

triatomíneos infectados ou seus dejetos, tem sido documentada em vários países tais como no 

Brasil, Colômbia e México. Esta via de transmissão representa um dos atuais desafios no 

controle epidemiológico da doença de Chagas, visto que um crescente número de casos tem 

sido recentemente reportado na região amaz ônica, em especial no estado do Pará, onde vários 

surtos foram relatados, principalmente via suco de frutas e cana de açúcar (PEREIRA e cols., 

2009; NÓBREGA e cols., 2009; BENCHIMOL BARBOSA, 2006). 

 No Brasil, calcula-se que 8,2% das 5.074.000 mortes ocorridas no período de 1977 a 

1983, foram provocadas por essa enfermidade (SILVEIRA, 1986). Felizmente o programa de 

controle da transmissão do T. cruzi nos países do Cone-Sul reduziu a transmissão pelo vetor 

Triatoma infestans e a transmissão por transfusão sanguínea do parasito, chegando a 

interromper a transmissão vetorial da doença em 12 dos 16 estados endêmicos do Brasil em 

2000 (MONCAYO, 2003) e nos demais estados em 2006, nos quais a incidência do T. cruzi 

podia ser associada à presença do Triatoma infestans (MONCAYO & SILVEIRA, 2009). 

Mas mesmo nas áreas onde a transmissão vetorial está controlada, ainda persiste o problema 

dos indivíduos na fase crônica da doença que representam um grande impacto sócio-

econômico e uma das principais causas de aposentadoria precoce. Concomitante a essa 

existência de casos crônicos em regiões de incidência controlada, também tem sido relatado 

um aumento nas taxas de incidência da doença no norte do país (especialmente por 

transmissão oral), com sinais e sintomas clínicos de uma doença de Chagas humana um pouco 

diferente da conhecida desde o início do século XX (AGUILAR e cols., 2007; PINTO e cols., 

2008; 2009; MARCILI e cols., 2009). Estes dados reforçam a importância da manutenção de 

políticas de controle desta parasitose, incluindo o papel das agências de fiscalização sanitária 

e de saúde em monitorar as etapas desde a coleta até a comercialização de alimentos/produtos 

gerados em áreas geográficas endêmicas. 
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A infecção pelo T. cruzi apresenta como conseqüência uma longa relação entre o 

parasito e o hospedeiro, que pode gerar principalmente inflamação e fibrose na musculatura 

cardíaca, dilatação do esôfago ou cólon e anormalidades no sistema nervoso central 

(MONCAYO, 1999; TAFURI, 1987; TAFURI, 1970). De modo geral, reconhece-se a 

presença de dois estádios na doença de Chagas: agudo e crônico, sendo no último observadas 

as formas indeterminada, cardíaca, digestiva, e mais raramente a forma mista (WHO, 1991).  

A fase aguda da doença de Chagas é assintomática ou oligossintomática na maioria dos 

casos. Entretanto, em um menor número de indivíduos, após um período de incubação de 

cerca de sete a dez dias, podem ser observados os primeiros sinais e sintomas da doença. 

Nestes casos podem ser evidenciados a ocorrência de febre e outros sinais da doença aguda, 

como edema subcutâneo, enfartamento ganglionar, hepatoesplenomegalia e miocardite aguda 

acompanhada de cardiomegalia (SALGADO e cols., 1962; SALGADO, 1980; RASSI, 1979; 

RASSI Jr. e cols., 2000). Em crianças, as manifestações clínicas da doença aguda são 

geralmente mais graves, sendo observado até 10% de mortalidade em crianças infectadas 

menores de dois anos e não submetidas ao tratamento específico (RIBEIRO & ROCHA, 

1998). De modo inusitado, casos agudos com quadros sintomatológicos mais graves têm sido 

relatados na região amazônica, na doença adquirida através da via oral, independente da idade 

em que o indivíduo é infectado (COURA, 2007; PINTO e cols. 2009). 

Após cerca de 6 a 8 semanas de infecção inicia-se o estádio crônico da doença de 

Chagas. A fase crônica da doença de Chagas humana apresenta características bastante 

peculiares, podendo os indivíduos infectados apresentarem diferentes manifestações clínicas, 

dependentes tanto de fatores inerentes ao parasito quanto ao hospedeiro vertebrado. Os fatores 

relevantes inerentes ao parasito são: a variabilidade entre as cepas, a virulência, a 

antigenicidade, o tropismo e o tamanho do inóculo. Em relação ao hospedeiro vertebrado, 

fatores como idade, sexo, estado nutricional e o perfil da resposta imune parecem modular 
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diferenças nas manifestações clínicas observadas no decurso da infecção (DIAS, 2000; 

ANDRADE & ZICKER, 1995).  

Na fase crônica da doença, o indivíduo pode apresentar as formas indeterminada, 

cardíaca, digestiva, mista (cardíaca e digestiva) e mais raramente a forma nervosa. A forma 

indeterminada pode ser encontrada em aproximadamente 60% a 70% dos indivíduos 

infectados, os quais permanecem totalmente assintomáticos com ausência de modificações 

anatômicas e fisiológicas que propiciem alterações eletrocardiográficas ou radiológicas 

significativas (COURA, 2007). Nas demais formas clínicas encontradas na fase crônica o 

indivíduo apresenta sinais e sintomas com gravidade variável. Pode ser observado 

envolvimento cardiovascular e/ou intestinal, ambos desencadeados por um processo 

inflamatório progressivo que causa destruição no músculo cardíaco e na inervação autônoma 

do trato digestivo do hospedeiro (BRENER, 1994). A forma cardíaca é uma importante 

manifestação da doença de Chagas, com o desenvolvimento de uma miocardite crônica que 

pode levar à cardiomegalia, insuficiência cardíaca congestiva, bloqueios átrios-ventriculares, 

arritmias e tromboembolismo (TANOWITZ e cols., 1992; COURA, 2007). Nas formas 

digestivas são observadas dilatação do esôfago e/ou cólon (megaesôfago e/ou megacólon). 

Essas manifestações clínicas digestivas resultam de alterações no peristaltismo do esôfago e 

cólon, desencadeadas por destruição do plexo mioentérico (COURA, 2007). Em análises 

histopatológicas, o coração e o trato digestivo normalmente apresentam infiltrado linfocitário 

focal (BRENER, 1992b), com fibrose e destruição de células do miocárdio (PALACIOS-PRU 

e cols., 1989) e a degeneração neuronal com desnervação em megaesôfago e megacólon 

(KÖEBERLE, 1968), respectivamente.   

 Os mecanismos imunopatológicos que promovem as lesões nos tecidos durante a fase 

crônica da doença ainda não estão completamente elucidados. A dificuldade em se detectar o 

parasito no miocárdio levou a postulação de teorias auto-imunes para explicar o 

desenvolvimento das lesões inflamatórias miocárdicas durante a fase crônica da doença. Estas 
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lesões poderiam ser resultantes de uma reação de auto-imunidade, causada por auto-

anticorpos ou por linfócitos T auto-reativos derivados de mimetismo molecular de antígenos 

do parasito e do hospedeiro, ou por ativação bystander, com a ausência de envolvimento 

direto de antígenos do T. cruzi e participação ativa de antígenos provenientes de lesões 

teciduais do hospedeiro (LEON e cols., 2001; KIERSZENBAUM, 1999; COSSIO e cols., 

1974; ANSELMI e cols., 1966). Entretanto, vários estudos têm demonstrado a participação 

ativa do parasito na patogênese da cardiopatia chagásica crônica (HIGUCHI, 1995; HIGUCHI 

e cols., 1993; BARBOSA e cols., 1986). Uma correlação positiva entre a inflamação e a 

presença do T. cruzi no tecido cardíaco, assim como sua ausência em locais sem inflamação 

foi descrita por Belloti e cols. (1996) e Higuchi (1995) utilizando a técnica de 

imunoperoxidase. A presença do kDNA ou DNA nuclear do parasito também tem sido 

detectada em tecidos cardíacos de pacientes com lesões inflamatórias graves através da reação 

em cadeia da polimerase (PCR) e hibridização com sondas internas específicas. Resultados 

concordantes foram obtidos por Vago e cols. (1996) e Lages-Silva e cols. (2001) através da 

amplificação de seqüências do DNA do cinetoplasto (kDNA) do T. cruzi em tecidos do 

esôfago de pacientes com megaesôfago, sendo observada uma correlação entre a inflamação 

tecidual e a presença do parasito.  

 A presença do parasito parece ser importante para desencadear o processo de 

formação da miocardite chagásica crônica. Na maioria dos casos, não é possível fazer uma 

correlação entre a intensidade da lesão e a quantidade de antígeno e/ou DNA do parasito 

presente, sugerindo que o parasito (envolvendo características genéticas inerentes à cepa do T. 

cruzi presente) é responsável por disparar e manter o processo de patogênese no miocárdio, e 

que este seria amplificado por mecanismos auto-imunes que dependeriam da predisposição 

genética do hospedeiro (GIRONES & FRESNO, 2003; ÃNEZ e cols., 1999; BELLOTI e 

cols., 1996; HIGUCHI, 1995; ROWLAND e cols., 1995; JONES e cols., 1993). 
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1.2 A cardiopatia chagásica 

 

A cardiopatia chagásica é a mais importante apresentação clínica da doença de 

Chagas, compreendendo um amplo espectro de manifestações que incluem a falência 

cardíaca, arritmias, bloqueios de condução, morte súbita, tromboembolismos e fibrilações 

(BIOLO e cols., 2010; ROCHA e cols., 2003). Mesmo na fase aguda, período em que os 

sintomas da doença são menos evidentes, sinais de envolvimento cardíaco podem ser 

observados em até 90% dos casos sintomáticos (PARADA e cols., 1997). Segundo Laranja e 

cols. (1956) e Kirchhoff (1996) ocorre o desenvolvimento de miocardite, cardiomegalia e 

falência cardíaca congestiva em um pequeno percentual do total de indivíduos agudamente 

acometidos pelo parasito. A ocorrência de arritmias, bloqueios cardíacos ou falência cardíaca 

congestiva na fase aguda são indicativos de um prognóstico ruim para a evolução crônica da 

patologia chagásica (PARADA e cols., 1997). Nestes casos, o eletrocardiograma (ECG) pode 

demonstrar baixa voltagem, alterações difusas do segmento ST e onda T, refletindo alterações 

na repolarização ventricular e anormalidades na condução do impulso elétrico ainda no 

estádio agudo da infecção (PUNUKOLLU e cols., 2007).  

Entretanto, mesmo na ausência de sinais e sintomas específicos da maioria dos 

indivíduos infectados, após o breve tempo de duração da fase aguda, o T. cruzi instala-se no 

organismo humano, principalmente na musculatura cardíaca. Aproximadamente 95% dos 

pacientes apresentam recuperação espontânea na fase aguda, e na maioria dos casos evoluem 

para a forma indeterminada da fase crônica da infecção, com a ausência de sinais clínicos de 

lesões orgânicas e a silenciosa invasão celular pelo parasito (PRATA, 2001; PUNUKOLLU e 

cols., 2007; WHO, 2002). Contudo, exames clínicos realizados em indivíduos chagásicos com 

a forma indeterminada monitorados por Holter ou por ecocardiografia, podem, às vezes, 

revelar níveis subclínicos de acometimento cardíaco (BARRETTO & IANNI, 1995). 
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O envolvimento cardíaco é o mais importante aspecto clínico da doença de Chagas, 

tanto pela maior freqüência quanto pela maior gravidade entre os casos sintomatológicos 

descritos (PRATA, 2001). É na fase crônica, após vários anos de seu início, que 

aproximadamente 10% a 40% dos indivíduos infectados apresentam sinais clínicos evidentes 

do envolvimento crônico de vários órgãos, principalmente o coração (PRATA, 2001). 

Importantes ferramentas são utilizadas no monitoramento da função cardíaca em indivíduos 

chagásicos, entre elas o eletrocardiograma (ECG) e o ecocardiograma. A presença de 

alterações eletrocardiográficas constitui elemento fundamental na caracterização de 

comprometimento cardíaco significativo na doença de Chagas. O ECG tem sido o recurso 

básico utilizado ao longo do tempo para o diagnóstico clínico e topográfico da cardiopatia 

chagásica, tanto aguda como crônica, ensejando a terapêutica mais adequada e mostrando em 

populações não selecionadas o peso médico-social da doença, além de conseguir indicar a 

evolução dos casos, individualmente (SVS, 2005; GARZÓN e cols., 1994; LARANJA, 1949; 

PSH, 1985; WHO, 2002). Inúmeros estudos epidemiológicos vêm demonstrando que 

pacientes com um exame de ECG normal têm uma excelente expectativa média de vida útil, e 

a ocorrência de disfunção ventricular esquerda severa, o principal marcador prognóstico da 

doença de Chagas, é raramente descrita nesses indivíduos (RIBEIRO & ROCHA, 1998; 

MAGUIRE e cols., 1987). Por outro lado, quanto maior o número e a gravidade das alterações 

de ECG registradas em um mesmo traçado, mais possivelmente avançadas se encontram as 

lesões miocárdicas e pior será o prognóstico (RASSI Jr. e cols., 2001).  

Por sua vez, a ecocardiografia constitui uma técnica não invasiva muito importante na 

avaliação do acometimento cardíaco na doença de Chagas. O ecocardiograma permite o 

reconhecimento da disfunção sistólica e diastólica do ventrículo esquerdo, o envolvimento do 

ventrículo direito, e anormalidades regionalizadas de contratilidade, incluindo os típicos 

aneurismas apicais evidenciados na cardiopatia chagásica (BIOLO e cols., 2010). A 

identificação de disfunção sistólica do ventrículo esquerdo, correlacionada à variável fração 
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de ejeção mensurada no ecocardiograma, é de extrema relevância pelo fato deste se constituir 

o mais forte preditor de morbidade e mortalidade na doença de Chagas (NUNES e cols., 2008; 

RIBEIRO e cols., 2008; CARRASCO e cols., 1994; VIOTTI e cols., 2005).  

Uma alternativa para a prevenção da morte cardíaca súbita, o mais freqüente 

mecanismo de morte na cardiopatia chagásica, segundo Rassi e cols. (2001), é a realização de 

uma avaliação prognóstica proposta recentemente, a qual engloba a identificação de três 

fatores de risco: a fração de ejeção do ventrículo esquerdo abaixo de 50% mensurada por 

ecocardiograma, taquicardias ventriculares monitoradas por sucessivos ECG e a longitude do 

complexo QRS maior que 133 milissegundos na derivação D2 do ECG. Estes fatores em 

conjunto permitem dividir os pacientes em três grupos de risco e conseqüentes prognósticos 

clínicos: (i) baixo risco, com mortalidade em 1% do grupo; (ii) risco indeterminado, com 20% 

de chance em vir a óbito e (iii) alto risco, nos quais ocorre a identificação dos três fatores de 

risco descritos acima e a taxa de mortalidade gira em torno de 50% (RIBEIRO e cols., 2008). 

A intervenção terapêutica e o amplo cuidado com o indivíduo chagásico devem ocorrer de 

acordo com a prévia classificação desse escore prognóstico, embora não se saiba os 

mecanismos reais que desencadeiem uma patologia mais grave em alguns, mais branda ou até 

mesmo inexistente em outros. 

Vários estudos têm sido realizados com as ferramentas clínicas disponíveis para a 

melhor descrição dos eventos da disfunção cardíaca (RIBEIRO & ROCHA, 1998; MAGUIRE 

e cols., 1987; TORRES, 2004; NUNES e cols., 2008; RIBEIRO e cols., 2008). Entretanto, 

poucos são os trabalhos realizados para melhor avaliar a evolução da cardiopatia chagásica 

em hospedeiros vertebrados tratados na fase crônica e seus mecanismos patogênicos, com a 

presença ou ausência do parasito desencadeando perfis específicos da resposta imune. A 

patogênese da cardiopatia chagásica ainda não está muito bem esclarecida, principalmente 

porque suas manifestações clínicas resultam de uma estreita e complexa relação entre o 

hospedeiro e o parasito ao longo da infecção (HIGUCHI, 2003; BIOLO e cols., 2010). Entre 
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os principais mecanismos patogênicos sugeridos para a ocorrência das lesões cardíacas 

encontram-se: (i) o dano histopatológico direto do parasito ao miocardiócito; (ii) as lesões 

desencadeadas pelos produtos da resposta imune alimentada ou não pela direta ou indireta 

presença do parasito; (iii) a disautonomia, com evidências patológicas e funcionais de 

desnervação cardíaca e (iv) os desequilíbrios microvasculares, com anormalidades funcionais 

e estruturais na microcirculação, possivelmente associados a eventos inflamatórios que 

culminam com a elevação nos níveis de tromboxano A-2 e endotelina-1, formação de trombos 

plaquetários, manifestações de vasoespasmos e isqueminas focais (MARIN-NETO e cols., 

2007; ROSSI & BESTETTI, 1995; ROSSI, 1990; TANOWITZ e cols., 1990; TANOWITZ e 

cols., 1996). 

O mecanismo exato pelo qual o parasitismo desencadeia as lesões teciduais na fase 

crônica não é bem estabelecido, e a relação definitiva de causa-efeito da persistência do 

parasito para a progressão da doença ainda não está conclusivamente demonstrada. Embora a 

agressão direta do parasito à célula seja um possível mecanismo de destruição celular e 

gênese provável dos processos de fibrose tecidual, a estimulação da resposta imune pelo 

parasito parece ser a causa mais provável de inflamação e fibrose (MARIN-NETO e cols., 

2007; PUNUKOLLU e cols., 2007). Acredita-se que a persistência do parasito seja um 

ativador da infiltração linfocitária no miocárdio, sendo, pois a presença de antígenos do T. 

cruzi ou seu material genômico descritos em focos inflamatórios (TARLETON, 2001; 

PALOMINO e cols., 2000). 

 Dada a importância dos mecanismos imunológicos para o desenvolvimento da 

miocardite difusa decorrente de miocitólises e fibroses reparativas, é plausível pensar que o 

perfil da resposta imune possa estar relacionado com a evolução clínica da doença. A 

presença de linfócitos e macrófagos nos infiltrados inflamatórios pode estar diretamente 

relacionada ao processo de fibrose, pela produção de citocinas, de fatores de crescimento que 

induziriam a destruição tecidual e ativariam a fibrogênese (REIS e cols., 1997).  Ferreira e 
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cols. (2003) demonstraram a associação dos níveis mais elevados da citocina TNF-α em 

pacientes com cardiopatia chagásica crônica (CCC) e significante disfunção do ventrículo 

esquerdo, quando comparados com pacientes na forma indeterminada da infecção. Os autores 

sugeriram que o TNF-α pode ter um importante papel na gênese e formação das lesões e das 

disfunções cardíacas verificadas na CCC. 

A resposta imune inflamatória, com acentuados períodos recorrentes de exacerbações, 

pode ser a principal responsável pelos danos neurológicos progressivos, alterações 

circulatórias, deformações do tecido cardíaco e a conseqüente falência do órgão (HIGUCHI, 

2003). Vitteli-Avelar e cols. (2008), Samudio e cols. (1998) e D’Ávila e cols. (2009) 

demonstraram que indivíduos portadores da forma crônica indeterminada ou na fase crônica 

recente da doença de Chagas apresentam predominantemente um perfil de citocinas 

regulatórias, ao passo que indivíduos com a forma cardíaca apresentam um perfil dominante 

de citocinas inflamatórias. Resultados semelhantes foram obtidos por Guedes e cols. (2009) 

utilizando o modelo experimental canino.  

A participação da resposta imune humoral no decurso da cardiopatia chagásica 

também tem sido evidenciada. De acordo com Guedes e cols. (2008) o perfil das subclasses 

IgG1 e IgG2 está correlacionado com a ocorrência de cardiomegalia em cães da raça Beagle 

experimentalmente infectados com diferentes cepas do T. cruzi.  

 

1.3 A quimioterapia na doença de Chagas 

 

Após um século da descoberta da tripanossomíase americana (CHAGAS, 1911) ainda 

não existe um medicamento capaz de induzir a cura parasitológica em todas as fases da 

doença de Chagas. 

Embora grandes avanços tenham sido alcançados no controle vetorial e da transmissão 

por transfusão sanguínea do parasito, o tratamento etiológico da infecção pelo T. cruzi não 
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teve grandes avanços nos últimos 30 anos. Os medicamentos recomendados para o tratamento 

da tripanossomíase americana foram disponibilizados clinicamente em 1967 pela Bayer 

(nifurtimox, Lampit
®
) e em 1972 pela Roche (benznidazol, Rochagan

®
 ou Radamil

®
) 

(PÉREZ-MOLINA e cols., 2009). Ambos os fármacos apresentam limitações, que incluem a 

eficácia variável, a toxicidade, a necessidade de longos cursos de administração, a resistência 

e efeitos colaterais, combinados a outros fatores (CROFT, 1999). 

Até 1970 não havia nenhum medicamento disponível para o tratamento da doença de 

Chagas, quando então os dois fármacos nitro-heterocíclicos foram introduzidos, nifurtimox 

(Nfx) e benznidazol (Bz). O Nfx (descontinuado no Brasil) atua através da redução do grupo 

nitro em radicais nitroanions instáveis que produzem metabólitos oxigenados reduzidos 

altamente tóxicos, como anions superóxidos e peróxido de hidrogênio (DOCAMPO, 1990). O 

T. cruzi tem sido considerado deficiente em mecanismos de detoxificação para metabólitos 

oxigenados, particularmente o peróxido de hidrogênio, sendo mais sensível ao “stress 

oxidativo” que as células dos vertebrados.  O Bz também age através de estresse redutivo, o 

qual envolve reações covalentes de macromoléculas pela nitrorredução de radicais 

intermediários e vários componentes celulares, como DNA, lipídeos e proteínas do T. cruzi 

(DIAZ DE TORANZO e cols., 1988; DOCAMPO, 1990). Tanto o Nfx quanto o Bz atuam 

sobre o genoma do T. cruzi. Ambos inibem a síntese de DNA, RNA e proteínas (STOPPANI, 

1999).  

A eficácia e tolerância ao Bz podem ser inversamente correlacionadas com a idade do 

paciente (STREIGER e cols., 2004) e seus efeitos colaterais são mais freqüentes em pacientes 

idosos (CANÇADO, 2002). Os principais efeitos colaterais descritos pelos fármacos nitro-

heterocíclicos são correlacionados à atividade enzimática de nitrorredução e geração dos 

radicais livres tóxicos. Essa atividade enzimática é mais reduzida em crianças e adultos 

jovens, o que pode justificar a menor incidência de efeitos colaterais nestes grupos etários 

(CANÇADO, 2002). A toxicidade desses fármacos pode ser exercida por ação direta dos 
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radicais nitroaniônicos (EDWARDS, 1993; STOPPANI, 1999), geração de radicais livres 

oxigenados (DOCAMPO e cols., 1981; DOCAMPO, 1990) e produção de radicais nitrosos e 

da hidroxilamina, de citotoxicidade conhecida (EDWARDS, 1993; STOPPANI, 1999), todos 

considerados produtos da atividade enzimática de nitrorredução. 

O Nfx e o Bz apresentam alta eficácia no tratamento da fase aguda da doença de 

Chagas, sendo observados índices que variam de 40% a 76% de cura parasitológica 

(ANDRADE e cols., 1992; CANÇADO, 1999; CANÇADO, 2002). A quimioterapia com Bz 

também é eficaz no tratamento de crianças, provavelmente na fase crônica recente da doença 

de Chagas. Sosa-Estani e cols. (1998, 1999), na Argentina, verificaram pelo menos 62% de 

cura em triagem clínica para testar a eficácia e tolerância do Bz em crianças com a forma 

indeterminada da infecção pelo T. cruzi. Nesse estudo o critério de cura foi estabelecido pela 

negativação de testes sorológicos após quatro anos do tratamento com Bz. No Brasil, Andrade 

e cols. (2004) verificaram 84,7% de negativação dos testes sorológicos e nenhuma alteração 

eletrocardiográfica em crianças infectadas pelo T. cruzi, após seis anos de tratamento com Bz. 

Por outro lado, o tratamento com Bz de crianças e adolescentes chagásicos de duas diferentes 

regiões, induziu níveis de 0 a 5,4% de cura na Bolívia e de 58 a 87% de cura na Guatemala e 

Honduras (YUN e cols., 2009). Estes resultados mostram a importância da implementação de 

programas de diagnóstico e tratamento da doença de Chagas, mesmo nas regiões rurais mais 

remotas. A variabilidade aparente na eficácia do tratamento de crianças e adolescentes pode 

ser um reflexo direto das diferenças genéticas entre as populações de parasitos e de 

hospedeiros provenientes de regiões geográficas distintas.  

Por outro lado, na fase crônica, os resultados da quimioterapia com Bz e Nfx revelam 

pouca variabilidade: o tratamento com ambos os fármacos apresentam baixa eficácia na 

doença de Chagas crônica. Os percentuais de cura variam entre zero a 30% na fase crônica 

(CANÇADO e cols., 1979; GALVÃO e cols., 1993; CANÇADO, 1997; BRAGA e cols., 

2000). Braga e cols. (2000), utilizando a PCR como controle de cura, detectaram 0% de cura 
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parasitológica em pacientes crônicos tratados com Nfx e Bz. Além disso, os significativos 

efeitos colaterais que ambos os fármacos apresentam, como anorexia, vômitos, polineuropatia 

periférica e dermopatia alérgica, podem levar à interrupção do tratamento (CANÇADO, 

2002).  

As razões para a marcada diferença na eficácia antiparasitária dos compostos nitro-

heterocíclicos nas fases aguda e crônica da doença não são bem determinadas. Entretanto, 

podem estar relacionadas às propriedades farmacocinéticas desfavoráveis destes compostos, 

como a meia-vida relativamente curta e a limitada penetração tecidual (RAAFLAUB & 

ZIEGLER, 1979; RAAFLAUB, 1980; WORKMAN e cols., 1984). Estes fatores podem 

dificultar a sua ação na fase crônica da doença, quando os parasitos estão limitados 

principalmente aos tecidos e sofrem lenta replicação (URBINA, 2009). Além disso, verificar 

com eficácia a cura parasitológica em indivíduos tratados durante a fase crônica, quando os 

níveis de parasitos circulantes encontram-se extremamente baixos ou indetectáveis, 

permanece um problema desafiador, mesmo com a utilização de testes mais sensíveis como a 

PCR (MARTINS e cols., 2008).  

A baixa eficácia do tratamento durante a fase crônica associada a suspeita do 

envolvimento de fenômenos auto-imunes na gênese das lesões cardíacas (ACOSTA e cols., 

1985) levaram ao abandono do tratamento específico dos indivíduos chagásicos crônicos. Na 

década de 90, porém, a demonstração da importância da presença do parasito na persistência 

das lesões durante a fase crônica da doença de Chagas (KALIL e cols., 1993; HIGUCHI e 

cols., 1993) causou a retomada do estímulo aos estudos relacionados à quimioterapia da 

doença de Chagas.    

Controvérsias sobre a eficácia do tratamento com Bz, especialmente durante a fase 

crônica, ainda permanecem. De acordo com a hipótese da importância da presença do parasito 

na gênese das lesões durante a fase crônica da doença de Chagas, o tratamento específico 

pode diminuir a carga parasitária em tecidos infectados, e dessa forma reduzir a intensidade 
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dos processos inflamatórios associados com as formas crônicas da tripanossomíase americana 

(URBINA & DOCAMPO, 2003). Entretanto, os baixos índices de cura detectados na fase 

crônica, associados aos efeitos adversos induzidos pelo tratamento com os nitrofuranos (Nfx) 

e nitroimidazoles (Bz), fazem ainda com que muitos clínicos permaneçam com fortes reservas 

quanto ao tratamento de indivíduos chagásicos crônicos (URBINA & DOCAMPO, 2003). 

A capacidade de um fármaco induzir a cura parasitológica em indivíduos com infecção 

aguda ou crônica, possuir atividade em pequenas doses, apresentar ausência de efeitos 

colaterais significativos e baixa probabilidade para o desenvolvimento de parasitos resistentes, 

são os requerimentos mais importantes que se buscam em um medicamento para o tratamento 

da doença de Chagas (BRENER, 1984). A procura por novos compostos com atividade 

tripanocida, com baixas toxicidades e elevados níveis de eficácia durante a fase crônica 

permanece. Estudos com Inibidores da Biossíntese de Ergosterol (EBIs), amplamente 

utilizados no tratamento de infecções fúngicas (VANDEN-BOSSCHE & MARICHAL, 

1992), vêm demonstrando a eficácia de alguns destes compostos, tais como D0870 (Astra-

Zeneca Pharmaceuticals), posaconazole (SCH 56592; Schering-Plough Research Institute), 

TAK-187 (Takeda Chemical Company) e albaconazole (UR-9825; Uriach & Company, 

Barcelona, Spain), em induzir cura parasitológica em ambas as fases da doença de Chagas 

experimental, aguda e crônica, com baixos níveis de toxicidade para os hospedeiros (LIENDO 

e cols., 1998; URBINA, 2002; URBINA e cols., 1996; 1998; 2003; MOLINA e cols., 2000a; 

2000b; GUEDES e cols., 2004). Entre esses compostos, apenas o Posaconazole está 

disponível no comércio para o tratamento de micoses profundas, e será avaliado para o 

tratamento da doença de Chagas humana, com triagem clínica programada para ser iniciada 

ainda em 2010 (URBINA, informação pessoal). 

Embora o principal efeito que se busque na quimioterapia seja a cura parasitológica, a 

possibilidade de que o fármaco disponível para o tratamento da doença de Chagas humana, o 

Bz, possa apresentar efeito benéfico na prevenção da progressão da doença poderia justificar 
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sua utilização. Alguns autores têm demonstrado a redução da fibrose, das lesões e disfunções 

fisiológicas em animais experimentalmente infectados com o T. cruzi e submetidos ao 

tratamento específico (ANDRADE e cols., 1989; SEGURA e cols., 1994; GARCIA e cols. 

2005; BUSTAMANTE e cols., 2007). Na doença de Chagas humana, alguns estudos têm 

relatado a negativação da sorologia, em crianças abaixo de 12 anos, após a quimioterapia com 

o Bz (ANDRADE e cols., 1996; CANÇADO, 1997; FERREIRA, 1990). Fragata-Filho e cols. 

(1995) acompanhando chagásicos crônicos por longos períodos demonstraram uma evolução 

clínica desfavorável, com um aumento das alterações eletrocardiográficas entre os indivíduos 

não tratados quando comparados aos indivíduos tratados. Viotti e cols. (1994, 2006) e Fabbro 

De Suasnábar e cols. (2000) demonstraram que o tratamento de indivíduos chagásicos com Bz 

durante a fase crônica induz a uma diminuição da progressão de alterações 

eletrocardiográficas e para a cardiopatia chagásica, em relação aos não tratados. Além disto, 

os indivíduos tratados apresentaram a negativação da sorologia ou mostraram um decréscimo 

dos níveis de anticorpos mais freqüentemente que os não tratados.  

Por outro lado, Braga e cols. (2000) observaram 0% de cura parasitológica em 

indivíduos com infecção crônica pelo T. cruzi e tratados durante 30 a 60 dias com Bz ou Nfx. 

Trinta e quatro indivíduos chagásicos crônicos, com pelo menos dois entre três testes 

sorológicos positivos para a infecção, e dezessete indivíduos controles com testes sorológicos 

negativos para o T. cruzi formaram o grupo de estudo. Os autores usaram a PCR quantitativa 

para monitorar a eficácia do tratamento, e observaram que a carga parasitária foi semelhante 

entre os indivíduos tratados e não tratados. De modo semelhante, Lauria-Pires e cols. (2000) 

não observaram diferenças na evolução da doença de Chagas (10 anos após o tratamento) 

entre indivíduos chagásicos crônicos tratados com Bz e indivíduos não tratados. Estes 

resultados e as progressivas alterações clínicas observadas em ambos os grupos de pacientes 

indicam que o tratamento da infecção crônica parece não induzir nenhum benefício 

(LAURIA-PIRES e cols., 2000, BRAGA e cols., 2000). 
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De acordo com Murta e cols. (1998), os insucessos terapêuticos verificados no 

tratamento da doença de Chagas podem ser relacionados, em parte, à susceptibilidade ou 

resistência ao fármaco entre determinadas populações do T. cruzi que apresentam diferentes 

características genéticas. De modo interessante, recentes estudos demonstraram a 

possibilidade de indução natural da resistência ao Bz, em algumas populações do parasito 

isoladas da cepa Berenice-78 após longo tempo de infecção no hospedeiro vertebrado 

(VELOSO e cols., 2001; CALDAS e cols., 2008). 

 Essas divergências apresentadas em diferentes estudos sobre a eficácia da 

quimioterapia com Bz na fase crônica da infecção revelam a importância da realização de 

maiores estudos sobre o impacto do tratamento específico na evolução da infecção crônica em 

seus aspectos imunopatológicos. O projeto BENEFIT, Benznidazole Evaluation for 

Interrupting Trypanosomiasis, atualmente em andamento, constitui um amplo ensaio clínico 

com o objetivo de melhor avaliar os efeitos do tratamento com benznidazol em indivíduos 

com cardiopatia chagásica crônica (MARIN-NETO e cols., 2009). 

  

1.4 - Doença de Chagas experimental canina  

 

 Em estudos sobre a patogênese da doença de Chagas crônica faz-se necessária a 

utilização de um modelo experimental que reproduza fidedignamente as lesões das 

manifestações clínicas observadas em pacientes chagásicos. Uma vez que a progressão da 

doença é lenta, torna-se importante em estudos experimentais a utilização de um hospedeiro 

que não tenha um curto tempo de vida, tal como verificado em camundongos. Neste sentido, o 

cão além de possuir um tempo de vida prolongado, aproximadamente 20 anos, é altamente 

susceptível à infecção pelo T. cruzi e apresenta a evolução das fases aguda e crônica de 

maneira similar à infecção humana, sendo reproduzida a cardiopatia chagásica crônica 

(ANDRADE, 1984; TAFURI e cols., 1988; LANA e cols., 1988; 1992; CALIARI e cols., 

1995; BAHIA e cols., 2002). Cães infectados com T. cruzi desenvolveram arritmias, ascite, 



                                                                                                                         Introdução 

32 

cardiomegalia e miocardite crônica difusa (ANSELMI e cols., 1965; LARANJA & 

ANDRADE, 1980). Andrade & Andrade (1980) inocularam 40 cães com 4  10
5
 a 6  10

5
 

tripomastigotas/animal usando as cepas 12SF e Colombiana do T. cruzi, sendo observado 

ECG superponível ao humano nas fases aguda e crônica da doença de Chagas. Os animais 

apresentaram a forma indeterminada da doença, com infiltrados inflamatórios focais e rara 

fibrose no miocárdio. Caliari e cols. (1995) observaram a forma cardíaca com intensa 

miocardite em cães infectados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi, em contraste com cães 

inoculados com a cepa Berenice-62, que apresentaram focos discretos de inflamação e 

pequenos ninhos de amastigotas no coração. 

 Guedes e cols. (2002; 2004) demonstraram que o cão é um bom modelo para estudos 

de quimioterapia da doença de Chagas ao tratarem com Benznidazol e Albaconazol cães sem 

raça definida, infectados com as cepas Berenice-78, Y ou Colombiana do T. cruzi. Quando o 

tratamento com Bz foi realizado por 45 dias durante a fase aguda a percentagem de cura 

obtida foi de 62,5%; e semelhante ao observado em pacientes humanos, esses resultados 

oscilaram conforme a cepa do T. cruzi: (i) 87,5% de cura entre cães infectados com a cepa 

Berenice-78; (ii) 0% de cura entre animais infectados com a cepa Colombiana e (iii) 100% de 

cura entre os cães infectados com a cepa Y (GUEDES e cols., 2002). Entre os animais 

infectados com a cepa Berenice-78 e que foram tratados durante a fase crônica, Guedes e cols. 

(2002) observaram 37,5% de cura, um índice mais baixo do que aqueles (55,8% e 62%) 

obtidos com o tratamento de crianças, provavelmente devido ao período de tratamento 

utilizado, 45 dias para os cães e 60 dias para as crianças (ANDRADE e cols., 1996; SOSA-

ESTANI e cols., 1998;). Adicionalmente, Guedes e cols. (2004), demonstraram que o 

tratamento com Bz, durante 60 dias, com início na fase aguda de cães infectados com a cepa 

Berenice-78, induziu 100% de cura parasitológica detectada por hemocultura, PCR e 

sorologia. 
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 Outros estudos ainda utilizando o modelo cão foram realizados na avaliação da 

resposta imune humoral e celular verificada na infecção experimental com diferentes cepas do 

T. cruzi (GUEDES e cols., 2008; 2009; DINIZ e cols., 2010). Parâmetros da resposta imune 

celular tecidual também foram avaliados em associação a estudos de quimioterapia da doença 

de Chagas experimental (DINIZ e cols., 2010). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 A ausência de um medicamento que induza a cura parasitológica, principalmente na 

fase crônica da doença de Chagas, infelizmente ainda é uma realidade atual. Controvérsias 

permanecem a respeito da eficácia do tratamento com Bz na fase crônica. Os resultados de 

ensaios clínicos em pacientes chagásicos tratados com Bz durante a fase crônica são 

discordantes quanto aos índices de cura parasitológica, efeitos colaterais do fármaco e reais 

benefícios do tratamento no prognóstico do paciente.   

A participação de componentes celulares e humorais na resistência à infecção tem sido 

estudada e demonstrada extensivamente nas últimas décadas como ferramentas do sistema 

imune para o controle da infecção pelo T. cruzi, assim como suas implicações no 

desenvolvimento dos mecanismos de formação de lesões e de resposta terapêutica. Entretanto, 

os processos imunológicos envolvidos na patogênese da doença de Chagas durante a fase 

crônica não estão bem estabelecidos. Desta forma, a identificação e a quantificação das lesões 

teciduais do coração, além do estudo dos mecanismos que as envolvem, como produção de 

imunoglobulinas da classe IgG e seus subtipos, além de fatores solúveis (citocinas, moléculas 

de adesão) que agem como sinalizadores para a realização de inúmeras funções celulares são 

essenciais ao entendimento da história natural da doença de Chagas. Ainda continuam 

escassos estudos que focalizem a correlação entre o desenvolvimento e a manutenção das 

diferentes formas clínicas em indivíduos chagásicos com o perfil de isotipos e subclasses de 

imunoglobulinas envolvidas na patogênese das lesões ou na proteção ao parasito.  

Este estudo propõe investigar as conseqüências da utilização do Bz na fase crônica 

recente, assim como a sua influência na elaboração da resposta imune de um hospedeiro não 

chagásico, devido aos estudos controversos realizados em humanos sobre o benefício do 

tratamento nesta fase da doença. 

Em cães tratados com Bz, foi pela primeira vez avaliada a progressão das alterações 

ecocardiográficas causadas pelo T. cruzi, logo após e um ano depois de encerrado o 
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tratamento administrado na fase crônica recente da infecção chagásica.  Associadas aos dados 

ecocardiográficos de cães infectados tratados e não tratados e dos controles não infectados, 

somam-se as análises obtidas por eletrocardiograma nos mesmos animais e em igual período 

de avaliação. Pretendeu-se, dessa forma, conhecer o padrão das alterações cardíacas na 

evolução natural da doença e a interferência do tratamento na sua progressão, considerando-se 

as conseqüências da possibilidade de cura parasitológica em alguns casos, da falha terapêutica 

em outros, e também da relação natural entre populações sensíveis do parasito com o 

hospedeiro vertebrado portador de uma infecção crônica que não tenha sido submetido ao 

tratamento específico. 

O modelo canino tem reproduzido as fases aguda e crônica da doença de Chagas o 

mais próximo do padrão observado na doença de Chagas humana. Estudos realizados pelo 

nosso grupo têm demonstrado que o desenvolvimento da cardiopatia chagásica crônica 

fibrosante em cães infectados pelo T. cruzi, bem como os níveis de resposta terapêutica, têm 

apresentado resultados muito similares aos observados em pacientes chagásicos. A literatura 

demonstra que o cão seria, pois, dentre os animais de experimentação, aquele mais adequado, 

por ser o mais próximo ao modelo humano. Seu período de vida pode estender-se por 20 anos 

e é de fácil manuseio.  

Devido a esses fatores o cão é utilizado como modelo experimental para este trabalho, 

no qual a infecção de cães sem raça definida com a cepa Berenice-78 do T. cruzi, sensível ao 

Bz, é reprodutível e semelhante ao que ocorre em humanos infectados naturalmente com 

populações sensíveis do T. cruzi, e tratados com Bz na fase crônica recente da doença de 

Chagas. Desse modo, o estudo dos aspectos que envolvem a evolução da cardiopatia 

chagásica associada ao tratamento do hospedeiro vertebrado é relevante para a compreensão 

dos reais benefícios do tratamento específico, realizado durante a fase crônica, na prevenção 

da progressão das lesões teciduais. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar a influência do tratamento com benznidazol, realizado durante a fase crônica 

da infecção, nos níveis de parasitismo sanguíneo e tecidual, no perfil de resposta imune e na 

evolução das lesões e da função cardíaca de cães infectados pelo T. cruzi. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1- Avaliar a influência do tratamento nos níveis do parasitismo sanguíneo, através dos 

testes de hemocultura e PCR realizados antes, no 1
o
, 6

o
 e 12

o
 mês após o tratamento, 

sendo os resultados comparados aos do grupo controle infectado. 

2- Avaliar a influência do tratamento nos níveis de parasitismo tecidual através da PCR 

realizada no tecido cardíaco (átrio direito) dos animais necropsiados no 1
o
 e no 12

o
 

mês após o tratamento. 

3-  Avaliar a cinética de produção das imunoglobulinas G (IgG), e suas subclasses IgG1 e 

IgG2, por meio da reação enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), em cães 

tratados com benznidazol, comparativamente aos grupos controles infectado não 

tratado e não infectado. 

4- Analisar a resposta imune celular por meio da quantificação de citocinas (IL-10 e 

TNF-) no sobrenadante de cultura de Células Mononucleares do Sangue Periférico 

no 1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento. 

5-  Avaliar a intensidade do processo inflamatório e da fibrose no coração dos animais no 

1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento. 
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6-  Avaliar as alterações da função cardíaca monitoradas por eletro e ecocardiografia no 

1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento; além da obtenção dos parâmetros de normalidade 

pela realização desses exames em cães com a mesma idade e não infectados com o T. 

cruzi. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Delineamento experimental 
 

 

Avaliação antes e após tratamento  

 
(até um ano após tratamento e 18 meses após inóculo) 

 

ELISA 

convencional - soro 

IgG, IgG1 e IgG2 

ELISA de captura - 

sobrenadante das 

CMSP  

(IL-10 e TNF-α) 
 

 

Ecocardiografia e 

Eletrocardiografia  

Caracterização 
morfológica 

Hematoxilina & Eosina  

Tricrômico de Masson  

 

Cinética da presença 
do parasito – Sangue 

e Tecido (Hc e PCR) 

Tratamento com Bz na Fase Crônica Recente  
 Início: 4 meses após inóculo. Término: 6 meses após inoculo. 

7 mg de Bz/kg/dia dividido em duas doses diárias. 

Necrópsia 1 mês após término do tratamento 
 

(6 animais tratados com Bz, 6 animais não tratados e 4 cães não 
infectados) 

 
 

 

 

Necrópsia 12 meses após término do tratamento 
 

(6 animais tratados com Bz, 6 animais não tratados e 4 cães 
não infectados) 

 

 

 

32 cães sem raça definida 

(4 meses de idade) 

Grupo Não Infectado: 8 animais controles 

não infectados com T. cruzi. 
 

Grupo Infectado: 12 animais infectados 
com T. cruzi e não tratados com Bz. 

 

Grupo Infectado e Tratado: 12 animais 

infectados com T. cruzi e tratados com Bz. 
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4.2 Cepa do Trypanosoma cruzi 

 

A cepa Berenice-78 do T. cruzi, classificada como T. cruzi II, foi isolada, por meio de 

xenodiagnóstico, da paciente Berenice no Brasil em 1978. Este foi o primeiro caso clínico 

humano descrito da doença de Chagas. Esta cepa é considerada sensível à quimioterapia com 

Bz (VELOSO e cols., 2001). 

 

4.3 Animais 

 

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o COBEA 

(Colégio Brasileiro de Experimentação Animal) e o projeto foi submetido e aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisas em Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (protocolo 

n
o
 2008/08). 

Foram utilizados 32 cães sem raça definida, de ambos os sexos e com quatro meses de 

idade. Os animais foram obtidos e mantidos no canil da Universidade Federal de Ouro Preto, 

sendo alimentados com ração comercial e água ad libitum do nascimento (após desmame) até 

eutanásia. Antes da inclusão no estudo, os cães foram tratados com anti-helmínticos (três doses 

administradas via oral aos 15, 30 e 45 dias de idade) e imunizados com a vacina Vanguard 

HTLP 5/CV-L contra cinomose, adenovírus Tipo 2, coronavírus, parainfluenza, parvovirose e 

leptospirose canina (três doses administradas via intramuscular aos 42, 63 e 84 dias de vida).  

 

4.4 Droga  

 

Benznidazole, Bz - (N-benzyl-2- nitro-1-imidazolacetamide) sintetizado por Produtos 

Roche Q.F.S.A., Rio de Janeiro, Brasil). 
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4.5 Infecção dos animais  

 

Os cães foram inoculados aos 120 dias de idade com 4  10
3
 tripomastigotas sangüíneos 

da cepa Berenice-78 do T. cruzi/kg de peso corporal, via intraperitoneal. A parasitemia foi 

avaliada diariamente, a partir do 10
o
 dia de infecção, em sangue coletado da veia marginal da 

orelha dos animais e examinado ao microscópio (400×) para a contagem dos parasitos. A 

quantificação dos tripomastigotas foi realizada de acordo com a técnica descrita por Brener 

(1962) até 10 dias após a negativação da parasitemia para a determinação do período pré-

patente, do período de patência e da curva de parasitemia. 

Nos animais com exame de sangue negativo a parasitemia foi confirmada pela 

hemocultura. 

 

4.6 Tratamento  

 

Os 24 animais inoculados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi foram divididos em dois 

grupos experimentais, sendo: (i) 12 tratados com Bz durante a fase crônica (120 dias de 

infecção), destes seis foram necropsiados no 1
o
 e seis no 12

o
 mês após o tratamento; (ii) 12 

animais mantidos como grupo controle infectados e necropsiados no mesmo período dos 

animais tratados. Adicionalmente, foi incluído, neste estudo, o grupo controle não infectado, 

constituído de oito cães. Estes animais foram necropsiados com a mesma idade dos animais do 

grupo infectado. 

Para o tratamento dos animais cada comprimido de 100mg de Bz foi macerado em gral 

e suspenso em 10 ml de água destilada, utilizando-se a goma arábica como agente suspensor. A 

suspensão foi administrada por via oral durante 60 dias consecutivos na dose de 7mg/Kg/dia, 

dividido em duas doses diárias, com a utilização de uma seringa de 10 ml sem agulha.                                                                                          
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4.7 Avaliação do parasitismo sangüíneo e tecidual 

 

A influência do tratamento nos níveis do parasitismo sangüíneo foi avaliada através da 

positividade dos testes de hemocultura e PCR realizados no sangue dos animais, antes, no 1
o
, 6

o
 

e 12
o
 mês após o tratamento com Bz, sendo os resultados comparados aos do grupo controle 

infectado. O parasitismo tecidual foi avaliado através da PCR realizada no tecido cardíaco 

(átrio direito) dos animais necropsiados no 1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento. 

 

4.7.1 Hemocultura (Hc) 

 

A hemocultura foi realizada segundo a técnica descrita por Chiari e cols. (1989) e 

modificada por Luz e cols. (1994). Foram coletados, assepticamente, 10ml de sangue através 

de punção da veia femural, utilizando-se a heparina como agente anti-coagulante.  

O sangue coletado foi transferido para tubo estéril de 50ml e centrifugado a 300g por 10 

min a 4ºC. O plasma foi cuidadosamente removido para um tubo de 15ml contendo 5ml de 

meio de cultura “Liver Infusion Tryptose” (LIT) (CAMARGO, 1964). Este foi centrifugado a 

900g por 30 min a 4ºC. O tubo contendo as hemácias foi lavado com meio LIT e centrifugado a 

300g por 10 min a 4ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e a camada 

leucocitária removida para um tubo de 15ml e suspensa em 5ml de meio LIT. Posteriormente, 

as hemácias foram igualmente distribuídas em dois tubos cônicos contendo 5ml de meio LIT 

cada. Estes tubos foram incubados em estufa a 28ºC e homogeneizados suavemente uma vez 

por semana. Cada preparação foi examinada ao microscópio 30, 60, 90 e 120 dias depois de 

realizada a técnica, para a detecção de parasitos. 
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4.7.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) – Amostras de Sangue 

   

Para a realização da PCR foram coletados 10ml de sangue de cada animal, através da 

punção da veia femural. O sangue foi transferido para tubos plásticos (Falcon) de 50ml, 

acrescido a igual volume de Guanidina-HCl 6M/EDTA 0,2M (Sigma Chemical Company, 

USA) pH 8,0 (ÁVILA e cols., 1991) e fervidos por 15 min, após duas semanas (BRITTO e 

cols., 1993). As amostras foram estocadas à temperatura ambiente até o momento do uso.  

A extração do DNA foi realizada em alíquotas de 200l de cada amostra, transferidas 

para tubos de microcentrifugação de 1,5ml e misturadas a igual volume de fenol-clorofórmio-

álcool isoamílico 25:24:1 (Sigma Chemical Company, USA). Após a sua homogeneização e 

centrifugação por 5 min a 10.000g, o sobrenadante foi separado e esta etapa repetida 

novamente com o sedimento acrescido de 100l de água deionizada estéril. Ambos os 

sobrenadantes foram misturados a 300l de clorofórmio gelado, seguidos de nova 

homogeneização e centrifugação nas mesmas condições anteriores. O sobrenadante foi 

transferido para novo tubo e acrescido de 20l de acetato de sódio 3M, pH 5,8 e dois volumes 

de etanol absoluto gelado. A mistura foi mantida em banho de gelo por 20 min, centrifugada a 

10.000g por 15 min e descartada a camada líquida. Foi realizada uma lavagem adicional com 

300L de etanol 70%. Após 15 min de descanso no gelo, as amostras foram centrifugadas a 

10.000g por 15 min, o sobrenadante descartado e o DNA obtido foi ressuspendido em 20l de 

água deionizada estéril, o qual foi estocado a 4ºC até o momento do uso.    

A PCR foi processada utilizando 2l da solução de DNA de cada amostra, MgCl2 

50mM, água estéril,  tampão 10X, KCl 750mM, dNTPs 2,5mM,  5 U/l de Taq DNA 

polimerase, 25pmol de cada iniciador para  um volume final de 11l de reação. 

Os iniciadores utilizados foram S35 (5’AAATAATGTACGGG 

(T/G)GAGATGCATGA3’) e S36 (5’GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT3’) descritos por Ávila 
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e cols. (1990). Estes iniciadores anelam-se às microrregiões conservadas do minicírculo do 

kDNA para amplificação dos fragmentos da região variável originando um produto de 330pb. 

Foram realizados 35 ciclos de amplificação em um termociclador automático 

(Biocycler).  As condições da reação foram: desnaturação do DNA a 95º C por 1 min (com 

etapa inicial mais longa por 5 min), anelamento dos iniciadores a 65ºC por 1 min, extensão a 

72º C por 1 min com etapa final de 10 min. 

Nas etapas de preparo do DNA e mistura da reação da PCR sempre foram utilizados 

controles negativos com amostras de sangue de cães não infectados e controles positivos de 

cães infectados que se encontravam nas fases aguda e crônica da infecção. 

Para evitar contaminações, as etapas de extração de DNA e da PCR e também a de 

revelação dos produtos amplificados foram realizadas em ambientes separados, destinados 

exclusivamente para cada etapa, utilizando reagentes previamente aliquotados em fluxo 

laminar onde não se manipula DNA. Os produtos amplificados pela PCR foram visualizados 

por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e revelados pela prata (SANTOS e cols., 1993). 

Foram realizadas até três extrações de DNA para cada amostra que apresentou resultados da 

amplificação persistentemente negativos.  

 

4.7.3 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) – Amostras de Tecidos  

 

Para a realização da PCR um fragmento de aproximadamente 10-20mg do átrio direito 

dos animais foi lavado exaustivamente com solução fisiológica estéril e armazenado em freezer 

-80
o
C até o momento da extração do DNA. Para a extração do DNA foi utilizado o kit 

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Catalog: A1125, Promega, USA). Na etapa inicial 

da extração do DNA, os tecidos foram transferidos para um tubo de microcentrífuga de 1,5ml 

contendo 600μL de solução de lise nuclear gelada, macerados individualmente em cada tubo e 

homogeneizados por 10 seg. Em seguida, foram incubados a 65
0
C por 30min. Para lise e 
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precipitação protéica das amostras foram adicionados 3μl de solução RNase ao lisado nuclear 

de tecido animal. As amostras foram incubadas a 37
0
C por 30 min e após 5 min à temperatura 

ambiente, foram adicionados 200μl de solução de precipitação protéica. Depois de 

permanecerem 5 min em gelo, as amostras foram centrifugadas a 13.000g durante 4 min e o 

sobrenadante foi coletado em um novo tubo contendo 600μl de isopropanol para precipitação 

do DNA extraído. Após lenta homogeneização e centrifugação a 13.000g por 1 min o 

sobrenadante foi descartado e adicionado ao pellet 600μl de etanol 70% à temperatura 

ambiente. As amostras foram homogeneizadas várias vezes para lavar o DNA e após 

centrifugação a 13.000g por 1 min o etanol foi aspirado. Ao pellet seco adicionou-se 100μl de 

solução de re-hidratação do DNA.  

O DNA extraído foi estocado à 4
o
C (VAGO e cols., 1996a; 2000). Para cada extração 

foram incluídos pelo menos um controle negativo e um controle positivo. 

Os resultados foram verificados em extrações de DNA de até três fragmentos de 

tecidos. Foram utilizados tecidos de cães infectados com a cepa estudada e não tratados com 

Bz, como controles positivos da reação de PCR. As análises paralelas de tecidos/órgãos de cães 

não infectados foram utilizadas como controle negativo para as reações de amplificação. 

Os produtos amplificados pela PCR foram visualizados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 6% e revelados pela prata (SANTOS e cols., 1993).  

 

4.8 Avaliação da influência do tratamento específico na resposta imune 

 

4.8.1 Avaliação da cinética de anticorpos da classe IgG e das 

subclasses IgG1 e IgG2 

 

A influência do tratamento nos níveis de anticorpos foi avaliada utilizando o teste 

sorológico ELISA em amostras de soro obtidas do sangue coletado dos animais antes, no 1
o
, 6

o
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e 12
o
 mês após o tratamento com Bz, sendo os resultados comparados aos realizados em 

amostras obtidas dos animais incluídos nos grupos controle infectado e não infectado. 

A ELISA foi realizada de acordo com a técnica descrita por Voller e cols. (1976). Como 

antígeno foram utilizadas formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi crescidas em meio de 

cultura acelular (Liver Tryptose Infusion-LIT), após o tratamento com uma solução de NaOH 

0,15M. A seguir, a solução foi neutralizada com HCl 0,15M (VITOR & CHIARI, 1987). As 

proteínas foram dosadas pelo método de Lowry e cols. (1951) e posteriormente foi realizada a 

titulação em bloco visando definir a concentração mínima de proteínas para a sensibilização 

das placas plásticas de fundo chato com 96 poços (Catalog number 2595, Costar, Cambridge, 

USA). O conjugado utilizado para a dosagem da IgG total foi uma anti-imunoglobulina de cão 

do isotipo IgG obtida de soro imune de cabra e marcada com peroxidase (Bethyl Laboratories, 

Montgomery, USA). Para a dosagem das subclasses de IgG foram utilizados anticorpos anti-

IgG canino das respectivas subclasses (IgG1 e IgG2) conjugados com peroxidase (Bethyl 

Laboratories, Montgomery, USA). 

As placas foram sensibilizadas adicionando-se em cada poço 100l do antígeno diluído 

em uma solução tampão carbonato/bicarbonato pH 9,6, seguida de incubação a 4
0
C por 18h a 

24h. Após a sensibilização, o excesso da solução antigênica foi removido por uma série de 

quatro lavagens com solução salina contendo Tween-20 a 0,05% (PBS-T). Em seguida, após a 

adição da solução de bloqueio constituída por PBS a 5% de SFB, as placas foram incubadas a 

37
0
C por 30min e foram adicionados 100l de cada soro a ser avaliado diluído em PBS-T na 

concentração de 1:80, e incubadas novamente a 37
0
C por 45min. Após quatro lavagens foram 

adicionados 100L do conjugado diluído em PBS-T (1:5000) e as placas incubadas a 37
0
C por 

45min. Essas foram novamente lavadas e, a partir de então, foram adicionados 100L de 

tampão fosfato citrato 0,1M, pH 5,0 contendo 0,03% de ortofenilenodiamino-OPD (Sigma 

Chemical Company, St. Louis, USA) e 0,012% de peróxido de hidrogênio como substrato. As 

placas foram incubadas por 20min a 37
0
C no escuro e a reação interrompida com 32L de uma 
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solução de ácido sulfúrico 2,5M. A leitura das reações foi realizada em espectofotômetro com 

filtro de 492m e os resultados expressos em absorbância. 

 

4.8.2 Avaliação dos níveis das citocinas IL-10 e TNF-α no sobrenadante 

da cultura de células mononucleares do sangue periférico (CMSC) 

 

Esta avaliação foi realizada no 6
o
 e no 18

o
 mês de infecção (correspondente ao 1

o
 e 12

o
 

mês após o tratamento). A obtenção das células mononucleares do sangue periférico foi 

realizada em 10ml de sangue estéril coletado assepticamente através de punção da veia 

femural, utilizando-se a heparina como agente anti-coagulante. Para separação do anel de 

linfócitos, ao sangue heparinizado foi adicionado Ficoll Hipaque (1:1) e centrifugado a 800  g 

por 40 min a 10
0
C. O anel de células foi coletado e após a adição de RPMI estéril, centrifugado 

a 110  g por 10 min a 15
0
C, sendo a seguir re-suspendidas novamente em 1ml de meio RPMI 

estéril para contagem e ajuste de concentração. As células obtidas foram contadas em câmara 

de Neubauer e ajustadas para a concentração de 1,0  10
7
/ml.  

A cultura de CMSP para a dosagem de citocinas (IL-10 e TNF-) foi realizada em placas 

de 48 poços. Para cada animal, dois poços foram estimulados com 25l de antígeno de formas 

tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi e dois poços permaneceram sem estímulo. Em cada poço 

foram acrescentados 50l de células a 1,0  10
7
/ml re-suspendidas em 450μl de meio CTCM 

com 20% SFB. O sobrenadante foi coletado no terceiro dia de cultivo e congelado a -80
o
C até 

realização de ELISA de captura para dosagem de citocinas. 

Para a sensibilização das microplacas de 96 poços foi adicionado 100l/poço dos 

anticorpos monoclonais (anti-IL-10/Catalog: MAB7351 e anti-TNF-/Catalog: MAB1507, 

R&D Systems Inc, Minneapolis, USA) usando diferentes diluições em PBS, pH 7,4 e as placas 

incubadas por 12h a 16h em temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram submetidas 

a três procedimentos de lavagem utilizando PBS, pH 7.4, 0,05% Tween. Em seguida, as placas 
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foram secadas com o auxílio de papel toalha e posteriormente bloqueadas utilizando PBS, pH 

7.4, com 1% albumina bovina. Após adição de solução de bloqueio, as placas foram incubadas 

a temperatura ambiente durante 1h e realizados novamente três processos de lavagens. Após o 

bloqueio foram adicionados 100l/poço das amostras e dos padrões (IL-10/Catalog: 735-CL-

010 e TNF-/Catalog: 1507-CT-025, R&D Systems Inc, Minneapolis, USA) nas diferentes 

diluições e incubadas por 2h à temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizados mais 

três procedimentos de lavagem e adicionados 100l/poço dos anticorpos de detecção 

biotinilados (anti-IL-10/Catalog: BAF735 e anti-TNF-/Catalog: BAF1507, R&D Systems Inc, 

Minneapolis, USA) usando diluições apropriadas em PBS, pH 7,4 com 1% de albumina bovina 

e incubadas durante 2h à temperatura ambiente, seguindo-se três procedimentos de lavagem. 

Em seguida foram adicionados 100l/poço de estreptoavidina HRP (Catalog: DY998, R&D 

Systems Inc, Minneapolis, USA) em diluição de 1:200 em PBS 1% albumina bovina, e posterior 

incubação à temperatura ambiente durante 20min. As placas foram novamente lavadas por três 

vezes. A seguir, foram adicionados 100l/poço da solução substrato (mistura diluída 1:1 de 

peróxido de hidrogênio e tetrametilbenzidina/ Catalog: DY999/R&D Systems Inc, Minneapolis, 

USA) e incubadas durante 20-30min em temperatura ambiente. A reação foi interrompida 

acrescentando 50l/poço de H2SO4 1M. A densidade óptica foi determinada utilizando-se um 

leitor de microplacas com filtro de 450m. 

A quantificação das citocinas presentes nas amostras foi determinada baseada na 

densidade óptica obtida com a curva padrão de concentrações conhecidas das citocinas, 

analisadas pelo software SOFTmax PRO 4.0 que realiza transformações em logaritmo. 
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4.9 Avaliação das lesões e da função cardíaca dos animais necropsiados no 

1o e no 12o mês após o tratamento com benznidazol 

 

4.9.1 Necrópsia e coleta do material 

 

A metade dos animais de cada grupo sofreu eutanásia 30 dias após tratamento e os 

demais permaneceram vivos até 12 meses após o tratamento com Bz. Posteriormente à 

eutanásia foi realizada a necrópsia e avaliação macroscópica do coração. Para verificar a 

presença de cardiomegalia, o peso do órgão foi determinado e relacionado com o peso de cada 

animal obtendo-se um índice de peso (IP) [(IP= Peso do órgão(g)  Peso do cão (kg)].  

 

4.9.2 Análise morfométrica do tecido cardíaco 

 

A quantificação do número de células inflamatórias e da área ocupada pela fibrose foi 

realizada em fragmentos do átrio direito dos animais em cortes histológicos corados 

respectivamente pela Hematoxilina & Eosina (H&E) e por tricrômico de Masson.  

A coloração por H&E foi realizada em fragmentos do tecido muscular estriado cardíaco 

para a avaliação qualitativa e quantitativa do infiltrado inflamatório. Dois cortes seriados da 

parede atrial direita de cada cão, com 4m de espessura, foram desparafinizados em dois 

banhos de xilol, 15 min cada, hidratados em soluções alcoólicas de concentrações decrescentes 

de álcool (100%, 90%, 80% e 70%), 10 min cada, e lavados em água corrente por 10 min e em 

PBS pH 7,2 por cinco minutos. Em seguida, os cortes foram corados pela hematoxilina por 10 

min, lavados em água corrente e diferenciados rapidamente em álcool acidulado, novamente 

lavados em água corrente e corados pela Eosina durante um minuto. Após o último processo de 

lavagem em água corrente, foram levados até a estufa à 56
o
C para secagem. Posteriormente 
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foram colocados em banho de xilol durante 30 min, e então, montadas as lâminas com auxílio 

de Entellan™. 

A quantificação das células inflamatórias foi realizada em 20 imagens (campos) 

aleatórias (área total percorrida de 1,49  10
6
 m

2
). As imagens foram visualizadas em objetiva 

de 40 e digitalizadas através de microcâmera Leica DM 5000 no software Leica Aplications 

Suíte. Todas as imagens obtidas foram avaliadas no analisador de imagens Leica Q-Win plus 

VS. A presença de miocardite foi determinada pela comparação dos valores obtidos na análise 

quantitativa dos núcleos celulares presentes nos tecidos dos animais infectados em relação aos 

não infectados.  Neste caso, os animais infectados com o T. cruzi que apresentaram valores da 

quantificação celular maiores do que a média+desvio padrão dos valores determinados no 

tecido muscular estriado cardíaco dos animais não infectados foram considerados com 

inflamação cardíaca.  

Para a análise quantitativa do tecido conjuntivo fibroso, os fragmentos cardíacos foram 

corados pela técnica de tricrômico de Masson. Após desparafinização e hidratação de dois 

cortes da parede atrial direita, estes foram corados com hematoxilina por dois min, lavados em 

água corrente e corados durante cinco min pela solução número 1 (90ml Sudam 1% em solução 

alcoólica, 10ml fucsina ácida 1% em solução aquosa e 1ml de ácido acético glacial). 

Posteriormente foram lavados em água corrente e corados durante 10 min pela solução número 

2 (2,5g ácido fosfotúngstico, 2,5g ácido fosfomolíbdico em 100ml de água destilada), 

novamente lavados. Em seguida foram corados por 5 min pela solução número 3 (2,5g azul de 

anilina, 2ml de ácido acético glacial em 100ml de água destilada), lavados e submetidos à 

solução de água acética 10% durante 5 min. Realizado o último processo de lavagem, os cortes 

foram desidratados, secos em estufa (56
o
C) e colocados em xilol por 30 min, seguindo-se a 

montagem das lâminas com auxílio de Entellan™. 

Para a avaliação da área do miocárdio (átrio direito) ocupada por tecido fibroso foram 

obtidas 20 imagens (campos) aleatórias (área total percorrida igual a 1,49  10
6
 m

2
) de cada 
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corte histológico. As imagens visualizadas pela objetiva de 40 foram digitalizadas através de 

microcâmera do software Leica Aplications Suíte e analisadas no software Leica Q-win plus. 

Utilizando a função de segmentação de imagens, todos os pixels com tons azuis (as fibras 

colágenas nesta coloração) foram selecionados para a criação de uma imagem binária e 

posterior cálculo da área total ocupada por fibrose nos cães infectados e pelo tecido conjuntivo 

fibroso normal nos cães controles. Foram considerados com relevante fibrose cardíaca aqueles 

animais infectados que apresentaram área de tecido conjuntivo fibroso superior à média 

acrescida a um desvio padrão das áreas de fibras colágenas detectadas em cães não infectados. 

 

4.9.3 Avaliação da função cardíaca 

 

Para avaliar a influência do tratamento com Bz, realizado durante a fase crônica da 

infecção pelo T. cruzi, na evolução das alterações das funções fisiológicas cardíacas normais 

induzidas pela infecção com o T. cruzi, os animais foram avaliados pelo ecocardiograma e 

eletrocardiograma antes da infecção, no 1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento com Bz (aos seis e 

18 meses depois da infecção). 

 

4.9.3.1 Ecocardiografia  

  

Para realização do exame ecocardiográfico, os cães infectados tratados e não tratados 

com Bz (IF e IF-T) e os animais controles não inoculados com o parasito (NI) foram 

anestesiados por via endovenosa com 0,5 ml/Kg de peso corporal de Tiopental sódico (0,03 

g/ml de solução salina 0,9%) e em seguida foram posicionados em decúbito lateral direito, com 

os membros mantidos em ângulo de 90
0
 em relação ao corpo, sobre uma superfície isolante 

elétrica. 
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A avaliação ecodopplercardiográfica foi realizada de forma sistematizada, por um só 

examinador experiente, utilizando-se aparelhagem de ecocardiografia portátil Cypress dotada 

dos modos Unidimensional, Bidimensional, Doppler pulsado, contínuo, mapeamento de fluxo 

em cores e adaptado para obtenção do Doppler tecidual. Utilizou-se transdutor multifreqüencial 

de 3,0-3,5 MHZ, com registro eletrocardiográfico simultâneo. 

Utilizou-se a técnica convencional de exame, já estabelecida na literatura para avaliação 

humana (SAHN e cols., 1978; FEINGENBAUM, 1994), empregando-se as diversas 

modalidades do exame ecocardiográfico acima descrito. Os cortes ecocardiográficos foram 

realizados com o paciente posicionado em decúbito lateral esquerdo, inicialmente na posição 

paraesternal, onde foram obtidos os cortes longitudinais do ventrículo esquerdo e cortes 

transversais ao nível da valva mitral e músculos papilares e, em seqüência, na posição apical, 

onde foram obtidos os cortes de quatro, duas e cinco câmaras (OH e cols., 1995). 

Através da análise combinada das técnicas Unidimensional, Bidimensional e Doppler 

foram avaliadas as dimensões cardíacas, a função sistólica e diastólica ventricular esquerda e a 

contratilidade global e segmentar do VE. Ao longo da sistemática do exame, procurou-se 

identificar a presença de trombos, aneurismas, regurgitações valvares, hipertensão pulmonar e 

alterações pericárdicas. 

As medidas ao Unidimensional foram guiadas pela imagem ao Bidimensional e 

realizadas no pico da onda R, identificado através do registro eletrocardiográfico simultâneo de 

uma derivação. Foram seguidas as recomendações da Sociedade Americana de Ecocardiografia 

para obtenção das medidas ecocardiográficas. Foram mensurados os diâmetros diastólicos da 

raiz de aorta, do átrio esquerdo e do ventrículo esquerdo, a espessura diastólica do septo 

intraventricular, a espessura diastólica da parede posterior do ventrículo esquerdo e o diâmetro 

sistólico do ventrículo esquerdo. A partir dessas medidas e utilizando-se o sistema de cálculos 

automáticos do equipamento, foram calculados os parâmetros ecocardiográficos de avaliação 

da função sistólica ventricular esquerda ao Unidimensional, a fração de ejeção do ventrículo 
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esquerdo pela fórmula de Teichholz e cols. (1976) e o percentual de encurtamento sistólico. A 

massa ventricular esquerda foi calculada segundo recomendações da American Society of 

Echocardiography. 

A avaliação ao Bidimensional envolveu a mensuração do volume sistólico e diastólico 

finais do ventrículo esquerdo, nos cortes apicais de duas e quatro câmaras, e utilizando-se da 

fórmula de Simpson biplanar para cálculo da fração de ejeção (WYATT e cols., 1980). 

Qualitativamente, foram também avaliadas, ao Bidimensional, ao Doppler e ao color Doppler, 

a morfologia e movimentação das valvas cardíacas, o grau de regurgitação valvar, a morfologia 

e dimensões das câmaras cardíacas, e espessura e textura miocárdicas. Avaliou-se, ainda, 

qualitativamente, a contratilidade global e segmentar das paredes do ventrículo esquerdo 

utilizando-se o modelo de subdivisão do ventrículo esquerdo em 16 segmentos, segundo 

proposto pela American Society of Echocardiography nas projeções paraesternal e apical (OH e 

cols., 1995), a presença de trombos, aneurismas e alterações pericárdicas. Sempre que possível 

obteve-se uma estimativa da pressão sistólica em artéria pulmonar através da mensuração da 

velocidade máxima da regurgitação tricúspide. 

 

4.9.3.2 Eletrocardiografia 

 

O eletrocardiograma constitui em registros instantâneos e consecutivos das forças 

eletromotrizes do coração enquanto projetadas a vários sítios da superfície corporal, delineados 

como uma escala em função do tempo. Foi realizado sistematicamente nos cães IF, IF-T e NI 

após administração endovenosa de 0,5 ml/Kg de peso corporal do anestésico Tiopental sódico 

(0,03 g/ml de solução salina 0,9%) por via endovenosa. Logo depois de anestesiados os 

animais foram posicionados em decúbito lateral direito, com os membros mantidos em ângulos 

direitos em relação ao corpo e paralelamente um ao outro, sobre uma superfície isolante 

elétrica (ETTINGER & SUTER, 1970).  
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Foi utilizado o eletrocardiógrafo ECG 6, ECAFIX-FUNBEC, com padronização de 

1mV/cm e velocidade de 50 mm/seg. Foram adaptadas agulhas metálicas 13 x 0,38mm nos 

eletrodos que foram introduzidos na pele dos animais durante o exame. Foram registradas as 

derivações periféricas bipolares clássicas (DI, DII, DIII) unipolares aumentadas (aVR, aVL, 

aVF) e as precordiais [V10 (CV10), rV2 (CV5RL), V2 (CV6LL) e V4 (CV6LU)]. Os traçados 

eletrocardiográficos foram inscritos no centro do papel termossensível e, no mínimo, 2 a 3 

complexos foram obtidos por derivação. Para melhor análise, a sensibilidade do equipamento 

foi regulada pelo aumento ou diminuição da amplitude dos complexos inscritos (GARY e cols., 

1975).  

 

4.10 Análise estatística 

 

O período patente e o pico máximo de parasitemia observados para os animais infectados 

com a cepa Berenice-78 e tratados ou não com Bz foram comparados por meio de análise de 

variância dos dados pelo teste de Tukey (SNEDECOR & COCHRAN, 1989). A comparação 

entre os níveis médios de citocinas detectadas no sobrenadante de cultura de CMSP, o número 

de células no tecido muscular cardíaco, a área ocupada pelo tecido conjuntivo fibroso no 

miocárdio e, as variáveis quantitativas analisadas na ecocardiografia dos cães infectados e 

tratados pelo Bz, dos animais infectados e não tratados e daqueles não infectados foram 

avaliados pelo teste de comparação múltipla Tukey, quando houve diferença (p<0,05) pela 

Análise de Variância (ANOVA) previamente realizada. 

 Na realização das análises estatísticas foi utilizado o software Prisma versão 4.0. Em 

todos os casos, as diferenças foram consideradas significativas quando o valor de p foi menor 

que 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 – Grupos experimentais – Curvas de parasitemia 

  

Para este estudo 24 cães sem raça definida foram inoculados com 4.000 

tripomastigotas/kg da cepa Berenice-78 do T. cruzi. A infecção foi confirmada em 22 animais 

pelo exame de sangue a fresco, e em dois através da hemocultura realizada 30 dias após a 

inoculação. Os animais infectados foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos 

experimentais, sendo: 12 animais tratados com Bz (IF-T) durante a fase crônica recente (120 

dias de infecção) e 12 mantidos como grupo controle do tratamento, infectados e não tratados 

(IF). Os animais foram avaliados durante 18 meses após a infecção, sendo seis animais de 

cada grupo necropsiados no 6
o
 e no 18

o
 mês após a inoculação, que correspondem ao 1

o
 e 12

o
 

mês após o término do tratamento. Adicionalmente, foi incluído no estudo o grupo controle 

não infectado (oito animais), sendo quatro necropsiados com 11 e quatro com 22 meses de 

vida, a mesma idade dos animais necropsiados após seis e 18 meses de infecção, 

respectivamente. 

A parasitemia dos animais incluídos nos diferentes grupos experimentais foi avaliada 

diariamente pelo exame de sangue a fresco. Foi observado um período pré-patente variando 

entre 13 a 14 dias e o período de patência da parasitemia de 14 a 15 dias, mostrando a 

similaridade entre os dois grupos de animais. De forma semelhante, a curva de parasitemia foi 

similar entre os grupos experimentais (Gráfico 1), com picos ocorrendo no 19
o
 e no 21

o
 dia de 

infecção, no qual foram detectados uma média de 8.182 e 9.000 tripomastigotas/0,1 ml de 

sangue, nos grupos denominados infectado (IF) e infectado tratado (IF-T), respectivamente. 

Não foi observada diferença significativa entre as médias da parasitemia detectada no 

sangue dos animais incluídos nos diferentes grupos experimentais (p>0,05).  

A seguir, antes do início do tratamento com Bz (4 meses após a inoculação), foram 

realizados testes parasitológicos (PCR e hemocultura) e sorológicos (ELISA) no sangue dos 
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animais. Os testes parasitológicos foram positivos em 75% (18 em 24) e o teste sorológico em 

95,8% (23 em 24) do total de animais infectados (Gráfico 2). Considerando que o animal que 

apresentou resultado negativo no teste sorológico também apresentou resultados negativos na 

hemocultura e na PCR, este foi excluído dos experimentos.  

A metade dos animais infectados (12) recebeu o tratamento com 7mg de 

benznidazol/kg de peso corporal, dividido em duas doses diárias durante 60 dias, a partir do 4
o
 

mês de infecção. Após o tratamento os animais foram divididos em dois grupos que foram 

necropsiados no 1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento.  

 

 

Gráfico 1: Curvas médias de parasitemia obtidas de grupos de 12 cães sem raça definida 

inoculados com 4.000 tripomastigotas /kg, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do T. 

cruzi. Os animais foram posteriormente tratados com benznidazol (IF-T) ou não (IF) na fase 

crônica recente (de 120 a 180 dias de infecção).   
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Gráfico 2: Percentual de resultados positivos em exames parasitológicos (PCR e hemocultura) 

e sorológicos (ELISA) realizados em amostras de sangue coletadas aos quatro meses após a 

infecção via intraperitoneal dos cães com 4.000 tripomastigotas/kg da cepa Berenice-78 do 

Trypanosoma cruzi. 

 

5.2 - Avaliação da influência do tratamento com benznidazol nos níveis de 

parasitismo sanguíneo e tecidual 

 

A influência do tratamento nos níveis do parasitismo sangüíneo foi avaliada através da 

freqüência de resultados positivos dos testes de hemocultura e PCR realizados no sangue dos 

animais, antes, no 1
o
, 6

o
 e 12

o
 mês após o tratamento com Bz, sendo os resultados comparados 

aos do grupo controle infectado. 

O Gráfico 3 apresenta o percentual de resultados positivos detectados pelos testes de 

hemocultura e PCR realizados em amostras de sangue coletadas ao longo do período de 

avaliação. Pode ser observada uma similaridade entre os percentuais de positividade dos testes 

realizados antes do tratamento em ambos os grupos de animais infectados. O tratamento 

específico induziu uma drástica redução no parasitismo sanguíneo, detectado pela 

significativa redução na percentagem de testes parasitológicos positivos.  Um mês após o 
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tratamento o parasito ou o seu kDNA foi detectado no sangue de apenas 16,67% (2/12) dos 

animais tratados e em 82,82% (9/11) dos animais controles infectados não tratados. 

Entretanto, após este período foi detectado um aumento progressivo na percentagem de testes 

positivos no sangue dos animais tratados. A percentagem de hemocultura e PCR positiva no 

sangue dos animais tratados foi de 40% e 60% nos ensaios realizados no 6
o
 e no 12

o
 mês após 

o tratamento, respectivamente. Nos animais incluídos no grupo controle a percentagem de 

testes positivos variou entre 80 e 100% em todo o período de avaliação. 

 

 
Gráfico 3: Percentual de resultados positivos da PCR e da hemocultura realizadas no sangue 

dos animais antes (AT- 4 meses de infecção) e no 1
o
, 6

o
 e 12

o
 mês (MAT) após o tratamento 

com 7mg de benznidazol/kg de cães inoculados com 4.000 tripomastigotas /kg de peso, via 

intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, e dos animais do grupo controle 

infectado e não tratado.  

 

Para avaliar a influência do tratamento no parasitismo tecidual foi realizada a PCR em 

amostras de DNA extraídas do tecido cardíaco (átrio direito) dos animais infectados (IF) e dos 

animais tratados (IF-T) após um mês e um ano do tratamento. 

 Pode ser observado no Gráfico 4, que um mês após o tratamento foram detectados 

resultados positivos na PCR do tecido em apenas 33,3% (2/6) dos animais tratados (IF-T), ao 

passo que no grupo controle infectado (IF) foi observado 100% de positividade por essa 
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mesma técnica (6/6). Neste momento, entre esses animais, foi detectado o parasito pela PCR 

do sangue somente no grupo controle infectado (83,3% - 5/6). Por outro lado, 12 meses após 

o tratamento o parasito foi detectado no tecido cardíaco de 80,0% (4/5) dos animais tratados, 

resultado similar ao observado no tecido dos animais do grupo controle. Da mesma forma, 

após 12 meses do tratamento, foi observado um aumento no percentual de resultados positivos 

na PCR realizada no sangue dos animais tratados, com níveis similares nos cães controles 

infectados não tratados, ou seja, o k-DNA do parasito foi detectado no sangue de 60% (3 de 5) 

dos animais de ambos os grupos experimentais. 

 

 

Gráfico 4: Percentual de resultados positivos da reação de PCR realizada no sangue e no 

tecido cardíaco no 1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento com 7mg de benznidazol/kg de peso 

corporal (IF-T) de cães inoculados com 4.000 tripomastigotas /kg de peso, via intraperitoneal, 

da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, e dos animais do grupo controle infectado e não 

tratado (IF).  
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desses foram necropsiados um mês após tratamento e um animal faleceu subitamente antes do 

período estipulado para sua necrópsia, a qual seria realizada um ano após o tratamento. 

 

 

 

 

Figura 1: Gel de poliacrilamida com revelação dos fragmentos de 330pb do kDNA do 

Trypanosoma cruzi em amostras extraídas do tecido cardíaco (seis animais) e sangue (um 

animal) de cães sem raça definida inoculados com 4.000 tripomastigotas/kg, via 

intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados com 7mg de 

benznidazol/kg de peso  na fase crônica da doença de Chagas experimental. Os fragmentos de 

átrio direito foram coletados nos animais necropsiados no 1
o
 (1 MAT) e no 12

o
 (12 MAT) 

mês após o tratamento.  B = Branco; C- = Controle Negativo; C+ = Controle positivo. 

 

 

5.3 - Avaliação da influência do tratamento com benznidazol nos níveis de 

anticorpos da classe IgG e das subclasses IgG 1 e IgG2  

 

 Para verificar a influência do tratamento específico com Bz na evolução dos níveis de 

anticorpos da classe IgG e das subclasses IgG 1 e IgG 2 o soro dos animais foi  coletado antes 

da infecção e no 1
o
, 4

o
, 6

o
, 12

o
 e 18

o
 mês após a inoculação. O tratamento dos animais foi 

realizado do 4
o
 ao 6

o
 mês de infecção; desta forma o 6

o
, 12

o
 e o 18

o
 mês de infecção 

correspondem ao momento considerado até o 1
o
, 6

o
 e 12

o
 mês após o término do tratamento. 

O Gráfico 5 mostra que os níveis de anticorpos da classe  IgG foram similares entre os 

diferentes grupos experimentais (p>0,05) até o início do tratamento, ou  seja, quatro meses 

após a inoculação dos animais. Nas dosagens realizadas nas amostras de soro coletadas no 1
o
, 
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6
o
 e 12

o
 mês após o término do tratamento os níveis de anticorpos detectados no soro dos 

animais tratados foram significantemente menores do que o observado no soro dos animais 

incluídos no grupo controle infectado e não tratado. Entretanto, os níveis de anticorpos dos 

animais tratados foram significativamente maiores do que o observado nos animais do grupo 

controle não infectado. Apenas um animal incluído no grupo tratado apresentou níveis de 

anticorpos similares ao dos animais não infectados na dosagem realizada 12 meses após o 

término do tratamento, ou seja, abaixo da absorbância discriminante. 

 

 

Gráfico 5: Anticorpos específicos da classe IgG anti-T. cruzi determinados por ELISA  no 

soro de cães coletados antes, no 1
o
, 4

o
, 6

o
, 12

o
 e 18

o
 mês de infecção com 4  10

3
 

tripomastigotas /kg por via intraperitoneal da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Os 

animais foram divididos em grupos: controle não infectado (NI), controle infectado (IF) e 

infectado e tratado com 7mg de benznidazol/kg (IF-T). p<0,05 indica diferença significativa 

entre os grupos.                                                                                        

         : indica o período de tratamento com benznidazol. Absorbância discriminante = 0,369. 

 

De forma interessante, o tratamento interferiu marcadamente na cinética dos 

anticorpos da subclasse IgG1 (Gráfico 6). Os animais tratados com Bz apresentaram níveis de 

anticorpos similares aos detectados no soro dos animais não infectados nas dosagens 
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realizadas do 1
o
 ao 12

o
 mês após o término do tratamento, sendo estes níveis 

significativamente menores do que aqueles detectados no soro dos animais infectados e não 

tratados a partir do 6
o
 mês após o tratamento (p<0,05). Os níveis de IgG1 foram abaixo do 

discriminante em 50% (6 de 12) dos animais tratados, sendo 3 dos animais necropsiados no 1
o
 

mês e 3 dos animais necropsiados  no 12
o
 mês após o término do tratamento. 

 
Gráfico 6: Anticorpos específicos da subclasse IgG 1 anti-T. cruzi determinados por ELISA  

no soro de cães coletados antes, no 1
o
, 4

o
, 6

o
, 12

o
 e 18

o
 mês de infecção com 4  10

3
 

tripomastigotas/kg por via intraperitoneal da  cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Os 

animais foram divididos em grupos: controle não infectado (NI), controle infectado (IF) e 

infectado e tratado com 7mg de benznidazol/kg (IF-T). p<0,05 indica diferença significativa 

entre os grupos.  

          : indica o período de tratamento com benznidazol. Absorbância discriminante = 0.199. 
 

Os resultados da dosagem de anticorpos da classe IgG2 foram similares aos detectados 

na dosagem de anticorpos IgG, sendo os níveis de anticorpos detectados no soro dos animais 

tratados significativamente menores dos que o observado nos animais infectados (Gráfico 7), 

porém maiores do que no grupo de animais não infectados. Os níveis de absorbância foram 

abaixo da discriminante apenas no soro coletado de um dos animais tratados com benznidazol 

no 12
o
 mês após o término do tratamento.  
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Gráfico 7: Anticorpos específicos da subclasse IgG 2 anti-T. cruzi determinados por ELISA 

no soro de cães coletados antes, no 1
o
, 4

o
, 6

o
, 12

o
 e 18

o
 mês de infecção com 4  10

3
 

tripomastigotas/kg por via intraperitoneal da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Os 

animais foram divididos em grupos: controle não infectado (NI), controle infectado (IF) e 

infectado e tratado com 7mg de benznidazol/kg (IF-T). p<0,05 indica diferença significativa 

entre os grupos.          

           : indica o período de tratamento com benznidazol. Absorbância discriminante = 0,462. 

  

5.4 Avaliações do prognóstico cardíaco dos animais necropsiados no 1o e no 

12o mês após o tratamento com benznidazol 

 

5.4.1 Avaliação da presença de cardiomegalia  

 

A correlação entre o peso do coração e o peso dos animais foi realizada para verificar 

a ocorrência de cardiomegalia nos animais tratados com benznidazol (IF-T) em comparação 

àqueles animais incluídos nos grupos controles do tratamento (IF) e da infecção (NI). 

Pode ser observado, no Gráfico 8, que aos seis meses de infecção pelo T. cruzi (1 mês 

após o tratamento), todos os grupos de cães (NI, IF e IF-T) apresentaram níveis semelhantes 
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do peso relativo do coração. Aos 18 meses de infecção pela cepa Berenice-78 do T. cruzi, os 

grupos de cães infectados (tratados ou não) apresentaram uma significativa elevação no peso 

do coração mensurado pelo índice de cardiomegalia (peso coração/ peso cão). Este fato não 

ocorreu com o grupo de animais não infectados.  

 

Gráfico 8: Correlação entre o peso do coração e o peso do animal realizada no 1
o
 e no 12

o
 

mês após o tratamento com benznidazol, ao 6
o
 e 18

o
 mês após inóculo de cães sem raça 

definida com a cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. IF = animal infectado; IF-T = animal 

infectado e tratado com benznidazol; NI - animal não infectado. 

Letras diferentes significam diferença significativa (p<0,05) e letras iguais para ausência de 

diferença significativa (p>0,05). Dados individuais expressos com a média ± 1 desvio padrão 

dos resultados apresentados pelo grupo. 

 

5.4.2 – Avaliação da presença de inflamação e fibrose no tecido cardíaco 

 

Para a avaliação histopatológica foram realizadas análises morfométricas 

computadorizadas (Leica Aplications Suíte/Leica Q-win plus) para quantificação de células 

inflamatórias e da área ocupada pelo tecido conjuntivo fibroso.  

A quantificação de células inflamatórias no tecido muscular estriado cardíaco dos 

animais realizada no 1
o
 mês após o tratamento específico mostrou que nos animais tratados 

(IF-T) foi observada cerca de 20% a menos de células inflamatórias que no grupo controle 

infectado não tratado (IF). Foram detectados 69,48+26,94; 117,03+64,50 e 95,82+30,81 
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células inflamatórias no miocárdio dos grupos NI, IF e IF-T. Resultado similar foi obtido ao 

ser realizada a quantificação da área ocupada pelo tecido conjuntivo fibroso, tendo sido 

observado uma redução de 36% na deposição intrafascicular de colágeno nos animais que 

receberam o tratamento (IF-T) em relação àqueles infectados que não foram tratados (IF). 

Foram verificados 877,87+383,59; 2.750,44+2.369,27 e 1.017,57+368,95 de área com 

deposição de colágeno no miocárdio dos animais dos grupos NI, IF e IF-T, respectivamente. 

Entretanto, não foi observada diferença significativa entre o número de células e na área 

ocupada pelo tecido conjuntivo fibroso quando os resultados dos diferentes grupos 

experimentais foram avaliados (Gráfico 9; Figura 2). 

 

 

Gráfico 9: Celularidade (A) e fibrose (B) no miocárdio de cães infectados com 4.000 

tripomastigotas/kg, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e 

necropsiados 1 mês após o tratamento com 7mg de benznidazol /kg de peso (IF-T) durante a  

fase crônica recente da infecção, comparativamente aos grupos controle infectado (IF) e não 

infectado (NI). Letras iguais indicam diferença não significativa entre os grupos (p>0,05).  
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Figura 2: Fotomicrografias de cortes histológicos do átrio direito do coração de cães 

controles não infectados (NI) eutanaziados com a mesma idade dos animais infectados pela 

cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi (IF) e de cães tratados (IF-T) com 7mg de 

benznidazol/kg de peso. Os animais foram necropsiados no 1
o
 mês após o tratamento (seis 

meses após a inoculação).  A, C e E – cortes histológicos corados pela Hematoxilina & 

Eosina; B, D e F – cortes histológicos corados pelo Tricrômico de Masson. Aumento de 40X 

e          de 10μm. 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 



                                                                                                                                                                 Resultados 

66 

A mesma avaliação foi realizada no miocárdio dos animais necropsiados 12 meses 

após o tratamento (18 meses de infecção). Neste momento foi observado um número 

significativamente maior de células no miocárdio dos animais do grupo IF em relação aos 

animais não infectados – NI (Gráfico 10). Nos animais do grupo IF-T o número de células 

(média = 192,18+13,45) foi intermediário entre o detectado nos grupos IF (média = 

230,42+88,25) e NI (média = 120,53 + 45,68), embora não tenha sido observada diferença 

significativa em relação a estes grupos de animais. Adicionalmente, a área ocupada pelo 

tecido conjuntivo fibroso foi similar entre os animais dos grupos IF-T e IF (p>0,05) e 

significativamente maior do que a detectada no miocárdio dos animais do grupo NI (p<0,05) 

(Gráfico 10 e Figura 3). 

 

 
 

Gráfico 10: Celularidade (A) e fibrose (B) no miocárdio de cães infectados com 4.000 

tripomastigotas/kg, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi 

necropsiados 12 meses após o tratamento com 7mg de benznidazol/kg de peso (IF-T) durante 

a fase crônica recente da infecção, comparativamente aos grupos controle infectado (IF) e não 

infectado (NI).  

Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) e letras iguais para ausência de 

diferença significativa entre os grupos (p>0,05). 
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Figura 3: Fotomicrografias de cortes histológicos do átrio direito do coração de cães 

controles não infectados (NI) eutanaziados com a mesma idade dos animais infectados pela 

cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi (IF) e de cães tratados (IF-T) com 7mg de 

benznidazol/kg de peso. Os animais foram necropsiados no 12
o
 mês após o tratamento (18 

meses após a inoculação).  A, C e E – cortes histológicos corados pela Hematoxilina & 

Eosina; B, D e F – cortes histológicos corados pelo Tricrômico de Masson. Aumento de 40X 

e        de 10μm. 

 

Considerando os resultados descritos, foi realizada uma comparação individual do 

índice de cardiomegalia, do número médio de células inflamatórias e da área ocupada pelo 

tecido fibroso de cada animal dos grupos IF e IF-T com a média+desvio padrão destes dados 

detectados no grupo de animais não infectados. Os animais que apresentaram valores acima 

do observado no grupo não infectado foram considerados portadores de cardiomegalia.   
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No 6
o
 mês de infecção pelo parasito, na avaliação realizada nos animais necropsiados 

no 1
o
 mês após o tratamento com Bz, havia: (i) apenas 17% dos animais do grupo infectado 

não tratado (IF) e 0% de animais do grupo IF-T com índice de peso do coração maior que a 

média+desvio padrão dos valores apresentados no grupo NI; (ii) 67% e 33% dos animais dos 

grupos IF e IF-T, respectivamente, considerados com inflamação no tecido cardíaco; (iii) 83% 

e 16% de animais dos grupos IF e IF-T com área de fibrose maior do que a média+desvio 

padrão do valor detectado no miocárdio dos animais do grupo NI.  

Após um maior tempo da infecção chagásica, todos os parâmetros avaliados (índice de 

cardiomegalia, inflamação e fibrose) tiveram um elevado aumento entre os animais infectados 

de ambos os grupos, IF e IF-T. Porém, diferente do 1
o
 mês após tratamento, em que os níveis 

destes parâmetros foram mais elevados entre os animais do grupo IF, após 12 meses do 

término do tratamento a percentagem de animais com inflamação e fibrose no tecido muscular 

cardíaco foi similar entre os animais incluídos nos grupos IF e IF-T, e o índice de 

cardiomegalia foi ligeiramente maior entre os animais do grupo IF-T (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Número de animais inoculados com a cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi 

necropsiados no 1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento com Benznidazol que apresentaram índice 

de cardiomegalia (peso coração/ peso cão), número de células e área ocupada pelo tecido 

conjuntivo fibroso no miocárdio maior do que a média somada a um desvio padrão dos 

parâmetros observados nos animais não infectados. 

 

 1 mês após tratamento 12 meses após tratamento 

IF IF-T IF IF-T 

 

Índice de  

Cardiomegalia 

 

Inflamação 

 

Fibrose 

 

 

1/6 (17%) 

 

4/6 (67%) 

 

5/6 (83%) 

 

0/6 (0%) 

 

2/6 (33%) 

 

1/6 (16%) 

 

3/5 (60%) 

 

4/5 (80%) 

 

5/5 (100%) 

 

4/5 (80%) 

 

4/5 (80%) 

 

5/5 (100%) 

 IF= grupo de animais inoculados com T. cruzi que não receberam tratamento com Bz. 

 IF-T = grupo de animais inoculados com T. cruzi e tratados com Bz na fase crônica recente da infecção. 
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Para verificar se a ocorrência das lesões teciduais, com a quantidade de células 

inflamatórias e deposições de colágeno, poderiam ser relacionadas com o perfil de citocinas 

produzidas por células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foi realizada a dosagem 

de IL-10 (citocina regulatória) e TNF-α (citocina inflamatória) obtidas dos animais após o 6
o
 e 

o 18
o
 mês de infecção pelo T. cruzi, respectivamente no 1

o
 e 12

o
 mês depois de encerrado o 

tratamento. 

O Gráfico 11 apresenta os níveis de IL-10 detectados por ELISA de captura no 

sobrenadante das células mononucleares obtidas do sangue periférico de todos os animais 

após o 1
o
 e o 12

o
 mês do tratamento. Na avaliação realizada no 1

o
 mês após o tratamento com 

Bz foram detectados níveis significativamente maiores de IL-10 (p<0,01) no sobrenadante 

das CMSP nos grupos de animais infectados (submetidos ou não ao tratamento específico) em 

relação aos animais do grupo controle não infectado. Por outro lado, quando a mesma 

avaliação foi realizada 12 meses após o tratamento, os níveis de IL-10 foram similares em 

todos os grupos de animais. Entretanto, a comparação realizada em cada grupo de animais 

mostrou que nos grupos IF e IF-T foi observada uma normalização da Il-10 com a 

significativa redução de seus níveis (p<0,01) na dosagem realizada no 12
o
 mês após 

tratamento em relação à realizada no 1
o
 mês.  

A análise dos níveis de TNF-α realizada nos mesmos períodos revelou um resultado 

inverso, ou seja, foi verificado um aumento significativo nos níveis desta citocina no 

sobrenadante de CMSP obtidas dos animais infectados (p<0,01), submetidos ou não ao 

tratamento específico, no 12
o
 mês após o tratamento, em relação aos animais não infectados. 

É importante ressaltar, que ainda não era possível verificar diferenças significativas (p>0,05) 

entre os níveis de TNF-α no sobrenadante das CMSP quando extraídas de todos os animais no 

1
o
 mês depois de encerrado o esquema terapêutico (Gráfico 12). 

As diferenças detectadas nos níveis de IL-10 e TNF-α nos grupos de animais 

infectados (IF e IF-T) com relação ao grupo de animais não infectado ocorreram apenas 
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quando ambas as citocinas avaliadas foram sintetizadas por CMSP estimuladas in vitro com 

antígeno de formas tripomastigotas (Gráficos 11A e 12A). 

 

 
Gráfico 11: Quantificação de IL-10, por ELISA de captura, no sobrenadante de cultura de 

células mononucleares do sangue periférico (CMSP) obtidas de animais infectados com 4.000 

tripomastigotas/kg, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e de 

animais controles não infectados (NI). CMSP extraídas no 1
o
 e 12

o
 mês após o tratamento.  Os 

resultados mostram a média+desvio padrão de seis animais por grupo. Diferença significativa 

(p<0,05) pelo teste Tukey. A: CMSP estimuladas in vitro com antígeno de formas 

tripomastigotas; B: CMSP não estimuladas com o antígeno do parasito. 
 

 

  

 
Gráfico 12: Quantificação de TNF-α, por ELISA de captura, no sobrenadante de cultura de 

células mononucleares do sangue periférico (CMSP) obtidas de animais infectados com 4.000 

tripomastigotas/kg, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi 

submetidos (IF-T) ou não (IF) ao tratamento com benznidazol e de animais controles não 

infectados (NI). CMSP extraídas no 1
o
 e 12

o
 mês após o tratamento.  Os resultados mostram a 

média+desvio padrão de seis animais por grupo. Diferença significativa (p<0,05) pelo teste 

Tukey. A: CMSP estimuladas in vitro com antígeno de formas tripomastigotas; B: CMSP não 

estimuladas com o antígeno do parasito. 
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5.4.3 Avaliação da função cardíaca 

 

Os parâmetros ecocardiográficos que avaliam a dilatação cardíaca, possivelmente 

associada à ocorrência de fibrose e inflamação, corroboram os dados obtidos para o índice de 

peso do coração (Gráficos 15, 16, 17 e 18). Para avaliação da função cardíaca sistólica foram 

mensuradas por ecocardiograma a Fração de Ejeção e Fração de Encurtamento, ambos índices 

que avaliam a função sistólica do Ventrículo Esquerdo (VE) (Gráficos 13 e 14). Entre as 

medições realizadas para a avaliação de dilatação cardíaca, encontra-se o Volume do Átrio 

Esquerdo, o qual pode ser correlacionado à função diastólica do VE (Gráfico 18). 

 Os dados obtidos por eletrocardiograma possibilitaram a avaliação da propulsão do 

impulso elétrico pelas cavidades cardíacas, de modo a serem evidenciadas as alterações 

comuns na cardiopatia chagásica, além de serem explicitadas em uma escala de valores de 

intensidade todas as alterações eletrocardiográficas detectadas nos diferentes grupos de cães 

(NI, IF e IF-T) no 1
o
 e 12

o
 mês após o tratamento específico (Tabelas 2 e 3). 

 Os exames eco e eletrocardiográficos foram realizados em todos os animais antes da 

infecção (aos quatro meses de idade) e no momento anterior à eutanásia dos mesmos, no 1
o
 ou 

12
o
 mês após o tratamento, respectivamente no 6

o
 ou 18

o
 mês de infecção. 

 

5.4.3.1 Fração de Ejeção 

 

 A medida da Fração de Ejeção (FE) é de grande relevância na avaliação da função 

sistólica ventricular esquerda. No Gráfico 13 podem ser observados os valores da FE obtidos 

pelo ecocardiograma realizado em todos os grupos de animais, antes, no 6
o
 e no 18

o
 mês após 

a inoculação (no 1
o
 e 12

o
 mês após o tratamento). No 1

o
 mês após tratamento não foi 

observada diferença significativa na FE mensurada entre os diferentes grupos (p>0,05). 

Porém, no 12
o
 mês após tratamento foi verificada uma significativa redução na fração de 
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ejeção no grupo infectado não tratado (IF) em relação ao grupo NI (p<0,01) e aos animais 

tratados (IF-T) (p<0,05). Estes resultados demonstram que o coração dos animais infectados 

que não receberam o tratamento específico com Bz (IF) ficou nitidamente mais fraco para 

ejetar o sangue, em comparação aos animais NI e IF-T.   

 

Gráfico 13: Fração de Ejeção de cães sem raça definida infectados com 4.000 

tripomastigotas/kg, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados 

(IF-T) ou não (IF) com benznidazol (7mg/kg/dia) durante a fase crônica da infecção. Animais 

não infectados foram utilizados como parâmetros de normalidade (NI). A avaliação foi 

realizada antes, no 6
o
 e no 18

o
 mês após a inoculação (no 1

o
 e 12

o
 mês após o tratamento). 

Dados expressos com a mediana, valores mínimos e máximos dos resultados apresentados 

pelo grupo. 

 

5.4.3.2 Fração de encurtamento 

 

A Fração de Encurtamento (FEt) é um índice de performance cardíaca comumente 

utilizado na avaliação da função sistólica do VE. No Gráfico 14 são demonstrados os valores 

médios ± um desvio padrão da FEt mensurada entre os animais dos grupos NI, IF e IF-T antes 

da infecção chagásica (AI) e no 1
o
 e 12

o
 mês após realização do tratamento naqueles que 

receberam o medicamento na fase crônica. No 1
o
 mês após tratamento todos os grupos de cães 

apresentaram valores médios de FEt similares à média encontrada para todos os cães antes da 

infecção (AI), de modo que também não foram detectadas diferenças entre os grupos 

(p>0,05). Contudo, após 12 meses do tratamento, os animais infectados não tratados (IF) 
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apresentaram uma significativa redução da FEt em relação aos animais NI (p<0,001) e IF-T 

(p<0,05). De modo interessante, os níveis de FEt permaneceram similares (p>0,05) entre os 

animais não infectados e àqueles infectados que receberam o tratamento com Bz. Os dados 

demonstram uma evidente deterioração da capacidade sistólica do VE nos animais IF em 

função da infecção chagásica na ausência do tratamento, quando comparados aos grupos NI e 

IF-T. 

 
Gráfico 14: Fração de Encurtamento mensurada por ecocardiografia em cães sem raça 

definida infectados com 4.000 tripomastigotas/kg, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do 

Trypanosoma cruzi e tratados (IF-T) ou não (IF) com benznidazol (7mg/kg/dia) durante a fase 

crônica da infecção. Animais não infectados foram utilizados como parâmetros de 

normalidade (NI). A avaliação foi realizada antes, no 6
o
 e no 18

o
 mês após a inoculação (no 1

o
 

e 12
o
 mês após o tratamento). Dados expressos com a mediana, valores mínimos e máximos 

dos resultados apresentados pelo grupo. 

 

5.4.3.3 Índice de Massa do Ventrículo Esquerdo 

 

 A variável Índice de Massa do Ventrículo Esquerdo (IMVE) reflete uma dilatação 

cardíaca, possivelmente associada a um grau de hipertrofia e fibrose. 

 No Gráfico 15 pode ser observado que um mês após tratamento, os níveis médios do 

IMVE foram semelhantes entre os grupos NI, IF e IF-T pelo ecocardiograma realizado após 

seis meses de infecção com o T. cruzi (p>0,05). Esta mesma análise realizada aos 18 meses 

de infecção, um ano após esquema terapêutico, mostrou um aumento significativo do IMVE 
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nos grupos IF e IF-T em relação aos animais do grupo NI (p<0,05). Contudo, pode ser 

observado que o tratamento não ocasionou alterações no IMVE entre os grupos infectados IF 

e IF-T (p>0,05). Este dado indica um aumento da área cardíaca nos animais infectados. 

 

Gráfico 15: Índice de Massa do Ventrículo Esquerdo mensurado por ecocardiograma de cães 

sem raça definida infectados via intraperitoneal com 4.000 tripomastigotas/kg, da cepa 

Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados (IF-T) ou não (IF) com benznidazol 

(7mg/kg/dia) durante a fase crônica da infecção. Animais não infectados foram utilizados 

como parâmetros de normalidade (NI). A avaliação foi realizada antes, no 6
o
 e no 18

o
 mês 

após a inoculação (no 1
o
 e 12

o
 mês após o tratamento). Dados expressos com a mediana, 

valores mínimos e máximos dos resultados apresentados pelo grupo. 

 

5.4.3.4 Volume do Ventrículo Esquerdo 

 

 A medida do Volume do Ventrículo Esquerdo (VTE) corrobora com o IMVE, de 

modo que a elevação de seus valores acima dos níveis normalmente esperados, e devidamente 

corrigidos para a superfície corporal do animal, pode estar associada a um grau aumentado de 

hipertrofia e fibrose do tecido cardíaco. 

 Após seis meses de infecção pelo T. cruzi e um mês do término do tratamento, não 

houve diferença significativa entre o VTE medido entre os diferentes grupos de cães (Gráfico 

16). Contudo, decorridos 18 meses da infecção o VTE aumentou significativamente entre os 
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animais inoculados com o T. cruzi incluídos nos grupos IF (p<0,05) e IF-T (p<0,01) quando 

comparados aos animais controles não infectados – NI. Por outro lado, não foi observada 

diferença (p>0,05) no VTE entre os animais infectados tratados (IF-T) e não tratados (IF) 

neste mesmo período de avaliação, quando se completava um ano de encerramento do 

tratamento específico (Gráfico 16). 

 

Gráfico 16: Volume do Ventrículo Esquerdo obtido pelo ecocardiograma de cães sem raça 

definida infectados via intraperitoneal com 4.000 tripomastigotas/kg, da cepa Berenice-78 do 

Trypanosoma cruzi e tratados (IF-T) ou não (IF) com benznidazol (7mg/kg/dia) durante a fase 

crônica da infecção. Animais não infectados foram utilizados como parâmetros de 

normalidade (NI). A avaliação foi realizada antes, no 6
o
 e no 18

o
 mês após a inoculação (no 1

o
 

e 12
o
 mês após o tratamento). Dados expressos com a mediana, valores mínimos e máximos 

dos resultados apresentados pelo grupo. 

 

5.4.3.5 Diâmetro Sistólico do Ventrículo Esquerdo 

 

 O Diâmetro Sistólico do Ventrículo Esquerdo (DSVE) é uma dimensão mensurada ao 

final da sístole ventricular esquerda e a elevação em seus valores é um indicativo da 

ocorrência de cardiomiopatia dilatada.  

 Pode ser observado que com seis meses de infecção (no 1
o
 mês após tratamento) ainda 

não era possível visualizar alterações no DSVE propiciadas pela cardiopatia chagásica. 

Contudo, aos 18 meses de infecção (12 meses após tratamento) foi observado um aumento 

significativo no DSVE nos animais infectados e não tratados (p<0,01) em relação ao grupo 
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não inoculado com o T. cruzi. De modo interessante, o tratamento impediu um abrupto 

aumento nos níveis médios do DSVE dos animais infectados e tratados com Bz (IF-T), os 

quais se apresentaram intermediários e com semelhança estatística (p>0,05) aos demais 

grupos NI e IF (Gráfico 17). 

 
Gráfico 17: Diâmetro Sistólico do Ventrículo Esquerdo obtido pelo ecocardiograma de cães 

sem raça definida infectados via intraperitoneal com 4.000 tripomastigotas/kg, da cepa 

Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados (IF-T) ou não (IF) com benznidazol 

(7mg/kg/dia) durante a fase crônica da infecção. Animais não infectados foram utilizados 

como parâmetros de normalidade (NI). A avaliação foi realizada antes, no 6
o
 e no 18

o
 mês 

após a inoculação (no 1
o
 e 12

o
 mês após o tratamento). Dados expressos com a mediana, 

valores mínimos e máximos dos resultados apresentados pelo grupo. 

 

5.4.3.6 Volume do Átrio Esquerdo 

 

A medida do Volume do Átrio Esquerdo, mais correlacionada à avaliação da função 

diastólica do VE, foi realizada pelo método uniplanar de Simpson, ao final da sístole, na 

projeção apical de quatro câmaras. 

 Pode ser observado no Gráfico 18 que após seis meses de infecção pelo T. cruzi e um 

mês do tratamento com Bz, as medidas do VAE nos diferentes grupos de cães foram similares 

(p>0,05). Contudo, após 18 meses da infecção e um ano do tratamento, os valores obtidos 

desse importante marcador da função diastólica foram significativamente mais elevados nos 

grupos IF (p<0,01) e IF-T (p<0,05) em relação aos cães não infectados. A relevante 
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deterioração da função diastólica demonstrada pelo VAE em ambos os grupos de cães 

infectados, ou seja, IF e IF-T, ocorreu de modo semelhante entre esses grupos (p>0,05), de 

forma que o tratamento com Bz não exerceu influência significativa neste perfil. 

 
Gráfico 18: Medida do Volume do Átrio Esquerdo pelo método de Simpson, após realização 

do ecocardiograma de cães sem raça definida infectados com 4.000 tripomastigotas/kg, via 

intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e tratados (IF-T) ou não (IF) com 

benznidazol (7mg/kg/dia) durante a fase crônica da infecção. Animais não infectados foram 

utilizados como parâmetros de normalidade (NI). A avaliação foi realizada antes, no 6
o
 e no 

18
o
 mês após a inoculação (no 1

o
 e 12

o
 mês após o tratamento). Dados expressos com a 

mediana, valores mínimos e máximos dos resultados apresentados pelo grupo. 

 

 Os parâmetros ecocardiográficos analisados aos seis meses de infecção (um mês após 

tratamento) mostraram-se semelhantes entre os animais infectados (IF e IF-T) e não 

infectados (NI). Contudo, após um maior período de avaliação na fase crônica, as variáveis 

ecocardiográficas que refletem a função cardíaca sistólica (FE e FEt) revelaram uma piora 

clínica no grupo IF, não evidenciada no grupo IF-T. Os demais parâmetros avaliados também 

neste momento demonstraram uma significativa e similar ocorrência de cardiomegalia em 

ambos os grupos de animais infectados, IF e IF-T. Associado a estes dados, o VAE mostrou 

deterioração da função cardíaca diastólica com similar relevância nos grupos IF e IF-T um 

ano após o tratamento. 
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Figura 4: Volume do Átrio Esquerdo mensurado em imagem ecocardiográfica bidimensional 

do coração. NI: Cão não infectado; IF: Cão infectado com a cepa Berenice-78 do T. cruzi e 

não tratado com benznidazol; IF-T: Cão inoculado com a cepa Berenice-78 do T. cruzi e 

tratado com benznidazol. Exame realizado um ano após o tratamento específico. 
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Figura 5: Volume do Ventrículo Esquerdo mensurado em imagem ecocardiográfica 

bidimensional do coração. NI: Cão não infectado; IF: Cão infectado com a cepa Berenice-78 

do T. cruzi e não tratado com benznidazol; IF-T: Cão inoculado com a cepa Berenice-78 do T. 

cruzi e tratado com benznidazol. Exame realizado um ano após o tratamento específico. 
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5.4.4 Alterações eletrocardiográficas 

 

 O estudo das alterações eletrocardiográficas foi realizado com o objetivo de detectar a 

presença de sobrecargas atriais e ventriculares, ocorrência de bloqueios de condução do 

impulso elétrico, arritmias e demais intercorrências eventualmente visualizadas na doença de 

Chagas. Na Tabela 2 são demonstradas as alterações eletrocardiográficas verificadas em cada 

cão, grupo experimental e período de avaliação, que foram consideradas como sendo 

características da cardiopatia chagásica.  

O bloqueio átrio-ventricular de 1
o
 grau (BAV de 1

o
 grau), um importante e 

característico acometimento eletrocardiográfico comumente encontrado em períodos iniciais 

do desenvolvimento da cardiopatia chagásica, foi evidenciado em 22,7% (5 de 22) dos 

animais infectados, sendo que desses cinco animais infectados, três haviam sido tratados com 

Bz e manifestaram essa alteração posterior aos animais que não receberam o tratamento. Por 

sua vez, o bloqueio completo do ramo direito (BCRD) e a extra-sístole ventricular polimórfica 

foram verificados em 4,5% (1 de 22) dos animais infectados, sendo que ambas essas 

alterações foram apresentadas por diferentes cães tratados quando avaliados após um ano do 

tratamento. A sobrecarga biventricular foi determinada em dois animais de ambos os grupos 

infectados e em similar momento de avaliação (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Número de animais com a presença de alterações eletrocardiográficas comumente 

evidenciadas na cardiopatia chagásica. 

                             Grupos 

      Alterações 

NI IF IF-T 

Extra-sístole ventricular 

polimórfica 

0 0 1 (6MAI) 

BAV 1
o 
grau 0 2 (6MAI) 2 (18MAI) 

BAV 1
o 
grau + BCRD 0 0 1 (18MAI) 

Sobrecarga Biventricular 0 1 (6MAI) 

1 (18MAI) 

1 (6MAI) 

1 (18MAI) 

MAI= Meses Após a Infecção; NI= Grupo Não Infectado; IF= Grupo Infectado e Não Tratado; IF-T= Grupo 

Infectado e Tratado. 
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Para análise de qualquer alteração eletrocardiográfica detectada foi elaborada uma 

escala de 0 a 3, com evolução de acordo com a gravidade dos achados, previamente definidos 

pelo Consenso Brasileiro em Doença de Chagas (SVS, 2005). Na Tabela 3 são descritas todas 

as alterações eletrocardiográficas evidenciadas e seus respectivos níveis de intensidade e 

gravidade, além do número de alterações detectadas entre os diferentes grupos (NI, IF e IF-T) 

nos três momentos de avaliação: antes da infecção, no 1
o
 e 12

o
 mês após o tratamento.  

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3 observa-se um número mais 

elevado de cães com nível 0 ou sem alterações eletrocardiográficas visualizadas antes da 

infecção e após o 6
o
 e 18

o
 mês da inoculação. Além desta elevada inexistência de 

modificações no eletrocardiograma, também se pode observar que muitas das alterações 

eletrocardiográficas detectadas são classificadas como inespecíficas ou quando associadas à 

doença de Chagas, são comumente evidenciadas em estágios inicias da cardiopatia chagásica 

(sobrecarga biventricular e bloqueio átrio-ventricular de 1
o
 grau). 

Antes da inoculação foi verificada a ocorrência de sobrecarga do ventrículo direito em 

2 animais (alteração nível 1 não correlacionada à infecção chagásica quando em ocorrência 

isolada, mas sim quando antes ocorre a presença de sobrecarga do ventrículo esquerdo).  Os 

demais 28 animais apresentaram exame eletrocardiográfico isento de alterações (nível 0) neste 

estágio da avaliação. Após 6 meses da infecção, foi detectada alteração eletrocardiográfica de 

níveis 1 e 2 em 8 animais infectados, 3 tratados e 5 não tratados, sendo que nenhum dos 

animais do grupo não infectado apresentou modificação no exame eletrocardiográfico 

realizado neste momento da avaliação. Aos 18 meses de infecção, as alterações 

eletrocardiográficas de níveis 1 e 2 foram evidenciadas em 7 animais: (i) em três animais 

infectados e tratados; (ii) em três animais infectados não tratados e (iii) em um animal não 

infectado, o qual apresentou uma extra-sístole ventricular monomórfica caracteristicamente 

presente em condições diversas, tal como um elevado nível de estresse frente à injeção do 

anestésico. 



                                                                                                                                                                 Resultados 

82 

Modificações consideradas um pouco mais graves (classificação nível 3) foram 

verificadas no exame eletrocardiográfico de animais infectados tratados com Bz, sendo 

detectada uma grave arritmia, classificada como extra-sístole ventricular polimórfica, em um 

cão tratado aos 6 meses de infecção, e um bloqueio completo do ramo direito do feixe de Hiss 

em um outro animal tratado aos 18 meses de infecção. Considerando o total de alterações 

apresentadas no decorrer do período de infecção (no 6
o
 e 18

o
 mês após infecção), foram 

observados 72,7% (16 dos 22) de modificações no eletrocardiograma entre os animais 

infectados. Desses 16 animais infectados que demonstraram tais alterações, oito (50% - 8/16) 

haviam sido tratados e os outros oito (50% - 8/16) pertenciam ao grupo infectado não tratado. 
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Tabela 3: Classificação das alterações eletrocardiográficas. 

 

Classificação 

 

Acometimento 

Grupos experimentais 

Não Infectado Infectado Tratado 

AI 6 M 18M AI 6M 18M AI 6M 18M 

Grau 0 * Sem alterações. 8/8 4/4 3/4 9/11 1/6 2/5 11/11 2/6 1/5 

Grau 1 * Presença isolada e inespecífica de uma 

sobrecarga atrial e/ou ventricular. 

0 0 0 2 2 2 0 0 1 

Grau 2 * Duas ou mais alterações de sobrecargas 

atriais e/ou ventriculares; Extra-sístole 

ventricular monomórfica; Bloqueio Átrio-

Ventricular de 1
o 
grau (BAV 1

o 
grau); 

0 0 1 0 3 1 0 3 2 

Grau 3 Extra-sístole ventricular polimórfica; 

Bloqueio Completo do Ramo Direito 

(BCRD). 

0 0 0 0 0 0 0 1 1 

AI = Antes da Infecção; 6M = 6 Meses Após a Infecção; 18M = 18 Meses Após a Infecção. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Uma doença antiga (descrita pela primeira vez há mais de 100 anos - CHAGAS, 1909) 

e um medicamento antigo (disponibilizado em 1972 pela Roche – PÉREZ-MOLINA e cols., 

2009) permanecem coexistindo – a doença de Chagas e o Benznidazol.  Entretanto, apesar de 

serem conhecidos os baixos índices de cura parasitológica induzidos pelo Bz quando o 

tratamento é realizado na fase crônica da infecção, ainda existem controvérsias sobre a 

eficácia do tratamento com Bz em induzir um efeito benéfico na evolução da doença crônica. 

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a influência do tratamento com Bz, realizado 

durante a fase crônica, na progressão da cardiopatia chagásica de cães infectados com a cepa 

Berenice-78 do T. cruzi.  

A eficácia do tratamento em suprimir ou reduzir o parasitismo foi avaliada através dos 

testes de hemocultura e PCR realizados no sangue dos animais no 1
o
, 6

o
 e 12

o
 mês após o 

tratamento, sendo os resultados comparados com aqueles obtidos pela PCR realizada no 

tecido cardíaco dos animais sacrificados no 1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento.  Os resultados 

dos testes parasitológicos (hemocultura e PCR) realizados no 1
o
 mês após o tratamento 

revelaram uma drástica redução do parasitismo sanguíneo, sendo o parasito detectado apenas 

em 18% (2 de 11) dos animais tratados. Em contraste, os resultados destes testes foram 

positivos em 81% (9 de 11) dos animais infectados e não tratados. Resultado semelhante foi 

observado em relação ao parasitismo tecidual, sendo o kDNA do T. cruzi detectado apenas em 

33% (2 de 6) dos animais tratados e necropsiados um mês após o tratamento, e em 100%  (5 

de 5) dos animais do grupo controle infectado. Entretanto, foi detectado um aumento 

gradativo na positividade dos testes parasitológicos, o que foi relacionado ao tempo 

transcorrido após o término do tratamento. Assim, 40% (2 em 5) dos animais avaliados até 

um ano depois do tratamento apresentaram testes parasitológicos positivos no 6
o
 mês e 60% 

(3 em 5) no 12
o
 mês após o tratamento. Este aumento do parasitismo sanguíneo foi 
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relacionado com o aumento do parasitismo tecidual, pois o k-DNA do T. cruzi passou a ser 

detectado em 80% (4 de 5) dos animais necropsiados 12 meses após o tratamento. Por outro 

lado, nos animais infectados e não tratados os níveis de positividade nos testes parasitológicos 

e moleculares realizados no sangue e no tecido foram semelhantes ao longo do período 

avaliado, com 80% a 100% de resultados positivos. 

Os distintos resultados da eficácia terapêutica com Bz na redução ou supressão da 

parasitemia que são descritos para as fases aguda e crônica da infecção chagásica, podem ser 

explicados em decorrência de vários fatores relacionados ao hospedeiro e/ou ao parasito, mas 

também às diferenças metodológicas utilizadas para avaliação da eficácia terapêutica 

(VIOTTI e cols., 1994; FRAGATA-FILHO e cols., 1995; de ANDRADE e cols., 1996; 

SOSA-ESTANI e cols., 1998; 1999; GALVÃO e cols., 2003; ANDRADE e cols., 2004; 

BRAGA e cols., 2000; CANÇADO, 2002; YUN e cols., 2009).  

Técnicas de diagnóstico parasitológico convencionais, como xenodiagnóstico e 

hemocultura, quando aplicadas no controle de cura da doença de Chagas em indivíduos ou 

animais tratados na fase crônica, apresentaram 60% a 87,5% de resultados negativos 

(FRAGATA-FILHO e cols., 1995; GUEDES e cols., 2002). Ao realizar o xenodiagnóstico 

logo após o tratamento de 71 pacientes chagásicos crônicos com 5 mg de Bz/kg/dia durante 

60 dias, Fragata-Filho e cols. (1995) detectaram 60% de negativação dos exames. Por sua vez, 

Guedes e cols. (2002) ao tratarem cães infectados com a cepa Berenice-78 com 7mg de 

Bz/kg/dia durante 45 dias na fase crônica da infecção, detectaram 100% e 87,5% de exames 

negativos na hemocultura realizada no 1
o
 e 6

o
 mês após o tratamento. Contudo, resultados 

adicionais obtidos pela PCR do sangue nestes mesmos animais em período similar à 

hemocultura, revelaram um aumento nos níveis de detecção do parasito, de modo que apenas 

37,5% dos animais permaneceram com exames negativos aos seis meses após tratamento 

(GUEDES e cols., 2002). 
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De modo semelhante, os nossos resultados da hemocultura realizada no 1
o
, no 6

o
 e no 

12
o
 mês após o tratamento de cães demonstraram respectivamente 100%, 80% e 60% de 

resultados negativos nos testes realizados nos animais tratados. Quando são acrescentados os 

resultados obtidos pela PCR realizada no sangue desses mesmos animais em igual momento 

da avaliação, também se observa uma redução nos percentuais de exames negativos para 

81,8%, 60% e 40% respectivamente após o 1
o
, 6

o
 e 12

o
 mês do tratamento específico. 

Por sua vez, ao utilizar essa ferramenta molecular considerada mais sensível que os 

exames parasitológicos de hemocultura e xenodiagnóstico, Braga e cols. (2000) 

demonstraram 0% de cura pela PCR realizada com o DNA proveniente de 10ml de sangue 

coletados 10 anos após o tratamento com Bz de 17 indivíduos na fase crônica da doença de 

Chagas. Contudo, dados de cura mais expressivos foram obtidos por Galvão e cols. (2003) ao 

realizarem a PCR em amostras de sangue extraídas de crianças chagásicas após três anos do 

tratamento com Bz, sendo observados 60,4% de resultados negativos em crianças tratadas 

comparativamente à apenas 35,8% de exames negativos entre aquelas que não receberam o 

tratamento específico.  

 De modo semelhante aos resultados de Galvão e cols.(2003) e diferente do observado 

por Braga e cols. (2000) os resultados descritos no presente estudo revelaram índices 

negativos da PCR nas amostras de sangue de 40% dos animais tratados e de apenas 20% dos 

animais controles infectados, um ano após o tratamento com Bz. De modo interessante, os 

dados deste estudo, também apontaram uma importante conclusão: quanto maior o tempo 

transcorrido após o término do tratamento, maiores foram os percentuais de detecção do 

parasito, expressos por ambas as ferramentas parasitológicas e/ou moleculares. Foram 

crescentes os níveis de positividade: (i) da hemocultura (0%, 20% e 40%); (ii) da PCR do 

sangue (18,18%; 40% e 60%) e (iii) da PCR do tecido cardíaco (33,33% e 80%) detectados 

nos animais tratados ao longo do período de observação, ou seja, de um a 12 meses após o 

tratamento.  
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Os resultados discrepantes, principalmente relacionados aos resultados da PCR, que 

são descritos na literatura para o controle de cura na doença de Chagas, tais como os estudos 

de Braga e cols. (2000) e Galvão e cols. (2003), também podem ser explicados pelas 

características genéticas das populações do T. cruzi e pelas oscilações entre os níveis de 

parasitemia ao longo do curso da infecção chagásica, de modo que não se pode garantir que 

resultados negativos da reação de PCR realmente expressem cura parasitológica (GALVÃO e 

cols., 2003). Segundo Coura e cols. (1984) diversas linhagens genéticas do T. cruzi estariam 

presentes nas diferentes regiões endêmicas da doença de Chagas, o que poderia influir na 

positividade dos testes usados no controle de cura, pois é bem determinado que a 

sensibilidade dos testes parasitológicos e moleculares para detecção do parasitismo sangüíneo 

é variável de acordo com as características genéticas da população do T. cruzi (MIYAMOTO 

e cols., 2006; VELOSO e cols., 2008). 

Neste estudo também foi realizada a detecção de anticorpos específicos da classe IgG 

e das subclasses IgG1 e IgG2 para avaliação da interferência do tratamento com Bz na 

resposta imune humoral de cães inoculados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi. Nossos 

resultados demonstraram que o tratamento com Bz induziu uma significativa redução dos 

níveis de anticorpos de todas as classes e subclasses avaliadas. Entretanto, uma resposta 

variável foi observada quando foi considerada cada classe ou subclasse de anticorpos. O 

tratamento específico induziu a uma redução significativa dos níveis de anticorpos da classe 

IgG e da subclasse IgG2, mas os níveis de anticorpos permaneceram acima do discriminante 

(apenas em um dos animais tratados foi detectada a soroconversão negativa). O tratamento 

específico influenciou mais marcadamente a cinética dos anticorpos da subclasse IgG1, tendo 

sido detectada uma maior redução dos níveis destes anticorpos, além da soroconversão 

negativa em 50% dos animais. 

Semelhantes resultados de decréscimo dos níveis de anticorpos IgG, após 

quimioterapia com Bz realizada na fase aguda da infecção experimental de cães e 
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camundongos também inoculados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi, foram demonstrados 

por Guedes e cols. (2002, 2004) e por Caldas e cols. (2008a). Inclusive, ao serem analisados 

os perfis de anticorpos das subclasses IgG 1, IgG 2a e IgG 2b, Caldas e cols. (2008a) também 

detectaram níveis mais reduzidos dessas imunoglobulinas em camundongos, aos seis meses 

após o tratamento, naqueles animais que apresentaram testes negativos de HC e PCR do 

sangue. Neste contexto, Fernández e cols. (2010) verificaram uma significativa redução nos 

níveis de IgG 1 em camundongos inoculados com a população RA do T. cruzi e tratados com 

Bz na fase aguda da infecção. De modo inusitado, os autores não observaram diferenças entre 

os níveis de IgG 2a detectados nos soros dos animais tratados e naqueles que não receberam o 

medicamento (FERNÁNDEZ e cols., 2010). 

Na infecção chagásica humana, também foi evidenciada uma redução dos níveis de 

anticorpos específicos da classe IgG após realização do tratamento com Bz (ANDRADE e 

cols., 2004; SOSA-ESTANI e cols., 1998; 1999). Na avaliação da eficácia terapêutica em 

crianças e adolescentes tratados com Bz no Brasil, Andrade e cols. (2004) verificaram 84,7% 

de soroconversão a índices negativos de IgG total pela ELISA realizada após seis anos do 

tratamento específico. De modo similar, Sosa-Estani e cols. (1998, 1999) verificaram 62% a 

69% de absorbância negativa de IgG total na ELISA avaliada após quatro e sete anos do 

tratamento com Bz em crianças chagásicas na Argentina. Segundo os autores, após quatro 

anos do tratamento, a queda dos títulos de anticorpos ocorreu entre os pacientes que 

receberam Bz independente do resultado do tratamento, fato não observado entre aqueles que 

não foram tratados (SOSA-ESTANI e cols., 1998).  

De acordo com Galvão e cols., 1993, a sorologia convencional pode permanecer um 

longo período positiva mesmo após um tratamento bem sucedido. Neste estudo, foi observada 

a soroconversão negativa dos anticorpos da classe IgG em um dos animais tratados, 12 meses 

após o tratamento. Neste mesmo animal, todos os testes realizados com amostras de sangue 

(HC e PCR) ao longo do período de avaliação depois do tratamento apresentaram resultados 



                                                                                                                                                                   Discussão 

89 

negativos. De forma interessante, o kDNA do parasito foi detectado no tecido muscular 

estriado cardíaco deste animal pela reação de PCR. Resultado similar foi observado por 

Martins e cols. (2008) na infecção mista de diferentes combinações de genótipos do parasito 

no modelo murino, sendo evidenciado o kDNA do T. cruzi no tecido dos animais tratados que 

apresentaram resultados negativos nos testes parasitológicos sangüíneos e na sorologia 

convencional após três meses do tratamento com Bz. 

Entretanto, embora a PCR realizada no tecido cardíaco seja sensível para a detecção 

do kDNA do T. cruzi após o tratamento específico, dificilmente poderia ser utilizada na rotina 

como controle de cura em ensaios clínicos, por ser um exame extremamente invasivo. Nestes 

casos são muito utilizadas as técnicas sorológicas altamente sensíveis e menos específicas, ou 

exames parasitológicos indiretos de elevada especificidade e baixa sensibilidade, os quais 

consistem no enriquecimento da amostra de sangue para possibilitar a multiplicação do 

parasito existente (PORTELA-LINDOSO & SHIKANAI-YASUDA, 2003). Outra opção 

ainda é a demonstração do kDNA do parasito pela PCR em amostras de sangue do paciente 

(BRAGA e cols., 2000). Diante dessa limitação e impasse para um adequado critério de cura, 

é possível observar que pela utilização de testes sorológicos por um período de avaliação 

variável de 3 a 13 anos após o tratamento de indivíduos chagásicos crônicos, diferentes 

trabalhos descreveram índices de pelo menos 8% até 84,7% de negativação dos títulos de 

anticorpos específicos anti-T. cruzi (VIOTTI e cols., 1994; de ANDRADE e cols., 1996; 

SOSA-ESTANI e cols., 1998; 1999; CANÇADO, 2002; ANDRADE e cols., 2004).  

Nesses estudos os percentuais mais elevados de negativação dos exames sorológicos 

foram evidenciados no tratamento com Bz de crianças e/ou adolescentes, ambos considerados 

na fase crônica recente da doença de Chagas, com índices de testes negativos variando de 

55,8% a 84,7% após três a sete anos do tratamento específico (de ANDRADE e cols., 1996; 

SOSA-ESTANI e cols., 1998; 1999; ANDRADE e cols., 2004). Considerando estes 

resultados, Sosa-Estani e cols. (1999) propõem o tratamento com Bz de toda a criança 
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infectada com o T. cruzi que habite nas áreas rurais endêmicas ou em suas proximidades. 

Contudo, mais recentemente Yun e cols. (2009) observaram uma elevada variação de 

resultados negativos em testes sorológicos realizados aos 18 e 36 meses após o tratamento 

com Bz de crianças em diferentes regiões endêmicas na América do Sul: 0-5% na Bolívia, 

58% na Guatemala e 87% em Honduras. Nesse caso, as diferenças regionais implicando na 

provável variabilidade genética em cepas do T. cruzi prevalentes em distintas localidades 

geográficas (COURA e cols., 1984), pode ser novamente um fator relevante e que justifique 

esses resultados.  

Neste sentido, no presente trabalho, procurou-se eliminar um pouco a influência da 

variabilidade genética do parasito na resposta terapêutica ao ser utilizada apenas a cepa 

Berenice-78 do T. cruzi, considerada sensível ao Bz na fase aguda e com tropismo cardíaco 

(VELOSO e cols. 2001; MELO & BRENER, 1978; LANA & CHIARI, 1986; CALIARI e 

cols., 2002). Com o intuito de melhor avaliar os resultados do tratamento com Bz na fase 

crônica recente da infecção, tal como os estudos realizados em crianças e/ou adolescentes 

considerados neste estágio da doença, foi utilizado o modelo canino infectado com uma única 

cepa do T. cruzi. A fase crônica recente, período em que teve início o tratamento dos cães, foi 

considerada aos 120 dias de infecção, momento em que estudos anteriores com diversas cepas 

do T. cruzi neste modelo experimental não mais visualizaram parasitemia patente por exame 

de sangue a fresco (LANA e cols., 1992; GUEDES e cols., 2004; VELOSO e cols., 2008).  

Considerando que os objetivos do tratamento contra a infecção do T. cruzi não seria 

apenas eliminar o parasito, mas também diminuir a probabilidade do desenvolvimento da 

doença (SOSA-ESTANI, 1993), é importante avaliar a influência do tratamento na fase 

crônica recente na redução e/ou real interrupção na progressão das lesões cardíaca, e não 

apenas alcançar a cura parasitária. Para melhor responder essa questão, foi realizada a 

avaliação da função e das lesões cardíacas em dois momentos após quimioterapia com Bz na 

fase crônica recente da infecção chagásica no modelo canino: um mês e um ano.  
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Inicialmente foi avaliada a ocorrência de cardiomegalia, determinada pelo peso 

relativo do coração (peso do coração/peso do animal).  Quando foram comparados os 

diferentes grupos de animais não foi detectada diferença significativa no peso relativo do 

coração em nenhum momento da avaliação, ou seja, no 1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento dos 

animais. Entretanto, quando o de peso relativo do coração de cada animal foi comparado com 

a média+1 desvio padrão dos valores observados nos animais não infectados foi possível 

determinar que no 1
o
 mês após o tratamento apenas 16% (1 de 6) dos animais infectados e não 

tratados apresentaram aumento da área cardíaca. Em contraste, 12 meses após o tratamento foi 

observado aumento do índice de cardiomegalia em 60% (3 de 5) e em 80% (4 de 5) dos 

animais infectados não tratados e dos infectados tratados, respectivamente. Neste sentido, de 

acordo com Chapadeiro (1967), o peso do coração sofre marcada influência da intensidade do 

infiltrado inflamatório miocárdico e da fibrose que o acompanha. Da mesma forma, Tavares-

Neto (1990) demonstraram que os corações de indivíduos portadores de cardiopatia chagásica 

crônica, avaliados após a autópsia, apresentaram-se mais pesados proporcionalmente ao 

aumento do infiltrado inflamatório e da presença de ninhos de amastigota no coração. Estes 

dados estão de acordo com  os nossos resultados, que demonstraram uma maior presença do 

parasito pela elevação nos percentuais de testes de PCR positivos, tanto no tecido cardíaco 

quanto no sangue, realizados 12 meses após o tratamento.  

Para verificar se as alterações do peso relativo do coração poderiam ser relacionadas 

com a intensidade do processo inflamatório e da fibrose no tecido muscular estriado cardíaco 

foi realizada a análise morfométrica nos mesmos períodos. Os resultados demonstraram que 

na avaliação realizada no 1
o
 mês após o tratamento os níveis de inflamação e fibrose 

detectados no tecido cardíaco dos animais tratados foram próximos ao detectado naqueles não 

infectados. Ao passo que, neste mesmo momento, níveis maiores de inflamação e fibrose 

foram detectados no tecido cardíaco dos animais infectados e não tratados, embora esta 

diferença não tenha sido confirmada estatisticamente.  Esses dados estão de acordo com os 
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estudos realizados por Garcia e cols. (2005) e por Bustamante e cols. (2007), que 

demonstraram a redução das lesões cardíacas em camundongos tratados com Bz.  

Considerando a possibilidade e o prolongamento do tempo na evolução da doença 

crônica, um grupo de animais foi avaliado até 12 meses após o tratamento específico. Na 

detecção das lesões cardíacas realizadas neste período foi observado um aumento do número 

de células e área de fibrose nos animais tratados em relação aos não infectados. Nesta 

avaliação, a quantificação do processo inflamatório e da área ocupada pelo tecido conjuntivo 

fibroso detectado no átrio direito dos animais foi semelhante entre todos os animais 

infectados, tratados ou não, e significativamente mais intensos do que o detectado nos animais 

não infectados. É curioso observar que o aumento da intensidade do processo inflamatório e 

da fibrose foi coincidente com o aumento dos índices de detecção do parasito no sangue e no 

tecido cardíaco dos animais infectados e tratados. Por sua vez, Caldas e cols. (2008a) ao 

tratarem camundongos inoculados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi durante a fase aguda, 

observaram uma redução das lesões cardíacas dos animais sacrificados 10 meses após o 

tratamento. Esse fato pode ser explicado pela maior eficácia do tratamento precoce, que foi 

também demonstrada pela negativação dos testes sorológicos e parasitológicos ou 

moleculares (HC e PCR) realizados em amostras de sangue coletadas seis meses após o 

tratamento (CALDAS e cols., 2008a). Esta hipótese é reforçada pelos resultados de Guedes e 

cols. (2004) que observaram 100% de cura, também demonstrada pela negativação dos testes 

sorológicos, parasitológicos e moleculares, de cães infectados pela cepa Berenice-78 do T. 

cruzi tratados com Bz durante a fase aguda da infecção. Adicionalmente, foi demonstrado por 

Caldas e cols. (2008b) que o tratamento precoce com Bz de cães infectados com a cepa 

Berenice-78 previne o aparecimento de lesões cardíacas durante a fase crônica da doença. 

Nossos dados, avaliados de forma conjunta, mostram que no primeiro mês após o tratamento 

foi detectada a redução do parasitismo (sanguíneo e tecidual), sendo, também, o índice de 

peso do coração e a intensidade das lesões cardíacas semelhantes aos dos animais não 
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infectados. Por outro lado, 12 meses após o tratamento foi detectado um aumento da carga 

parasitária, do índice de peso do coração e da intensidade das lesões cardíacas, que foram 

similares ao observado nos animais infectados e não tratados. 

A participação do T. cruzi na indução da resposta imune que culmina na gênese do 

infiltrado inflamatório e lesões teciduais, com a remodelação do órgão e detecção das 

crescentes áreas de fibrose miocárdicas, tem sido cada vez mais demonstrada. Schijman e 

cols. (2004) observaram uma maior detecção do kDNA do T. cruzi no coração de pacientes 

chagásicos que apresentavam falência cardíaca (90%) e maiores graus de fibrose e inflamação 

(100% de ambos), em relação àqueles em que não havia sido detectada a falência prévia do 

órgão (45%) e possuíam níveis mais brandos de inflamação e fibrose (15% e 33%, 

respectivamente). Xueqing e cols. (2010) demonstraram que cardiomiócitos humanos 

sintetizam óxido nítrico e TNF-α em resposta à infecção pelo T. cruzi, o que pode contribuir 

para a gênese das lesões teciduais e disfunções anatômicas descritas na cardiopatia chagásica 

crônica. 

Desse modo, além do estudo das lesões teciduais e detecção do T. cruzi sob a 

influência do tratamento com Bz na fase crônica da doença de Chagas no modelo cão, foram 

analisados os níveis de citocinas regulatória (IL-10) e inflamatória (TNF-α) sintetizadas pelas 

células mononucleares do sangue periférico no 1
o
 e no 12

o
 mês após o tratamento. Os 

resultados obtidos demonstraram que um mês após o tratamento, os animais infectados 

(tratados ou não com Bz) apresentavam níveis médios de IL-10 significativamente mais 

elevados que os animais não infectados; mas 12 meses após o tratamento foi detectada uma 

normalização da IL-10 nos animais infectados, tratados ou não. Um perfil inverso foi 

observado com os níveis médios de TNF-α: após um mês do tratamento não havia diferença 

significativa na quantificação dessa citocina entre os grupos de cães. Contudo, 12 meses após 

o tratamento ambos os grupos infectados com o T. cruzi (tratados ou não) passaram a 

apresentar níveis significativamente mais elevados de TNF-α em relação ao grupo de animais 
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não inoculados com o parasito. Estes resultados estão de acordo com a intensidade do 

processo inflamatório e da área ocupada pelo tecido fibroso detectada no tecido cardíaco dos 

animais, que foram mais intensos nas avaliações realizadas 12 meses após o tratamento, 

momento em que os níveis de IL-10 foram menores e os de TNF-α mais elevados. Também 

utilizando o cão como modelo experimental, Guedes e cols. (2009) verificaram que os baixos 

índices de IL-10 associados a uma elevada síntese de IFN-γ e TNF-α pelas células 

mononucleares do sangue periférico estão relacionados com o desenvolvimento da cardiopatia 

chagásica crônica. Da mesma forma, em indivíduos chagásicos crônicos os níveis de TNF-α 

são relacionados com o desenvolvimento da cardiopatia, sendo que níveis mais elevados 

foram detectados no soro dos indivíduos sintomáticos (FERREIRA e cols., 2003; TALVANI 

e cols., 2004). Mas, segundo D’Ávila e cols.(2009) não são apenas os elevados níveis de 

citocinas inflamatórias, mas sim a ausência de equilíbrio entre a produção de citocinas 

regulatórias e inflamatórias que conduzem para a cardiopatia chagásica crônica. Situação de 

equilíbrio entre a síntese de IFN-γ e de IL-4 foi descrita em crianças chagásicas, sendo esse 

perfil condizente com a ausência dos sinais e sintomas específicos na forma indeterminada da 

fase crônica da doença de Chagas (SAMUDIO e cols., 1998). Dessa forma, é interessante 

observar que no presente estudo a elevação da citocina inflamatória TNF-α foi acompanhada 

pela redução dos níveis detectados da citocina regulatória IL-10, no momento em que os 

animais infectados (tratados ou não) apresentaram os mais acentuados graus de lesões 

cardíacas, aos 18 meses após a inoculação. 

A progressão da cardiopatia chagásica crônica foi também avaliada por 

ecocardiograma e eletrocardiograma, utilizando parâmetros que mensuram a área cardíaca, 

bem como a função sistólica e diastólica do órgão. De acordo com BESTETTI, (2001) a 

ecocardiografia é uma importante ferramenta para avaliar os fatores preditivos de um 

prognóstico desfavorável na evolução da doença. Neste sentido, os exames ecocardiográficos 

realizados em dois momentos principais (no 1
o
 e 12

o
 mês após tratamento) possibilitaram 
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observar que após um mês do tratamento específico, não foram detectadas alterações 

importantes pelas variáveis analisadas. Por outro lado, a mesma avaliação realizada 12 meses 

após o tratamento evidenciou importantes alterações nos exames ecocardiográficos nos 

animais infectados (tratados ou não). Entretanto, as alterações da função sistólica foram 

evidenciadas apenas no ecocardiograma realizado nos animais infectados e não tratados. De 

acordo com Viotti e cols. (2004) em estudo realizado com pacientes chagásicos sem falência 

cardíaca evidente, a ecocardiografia foi útil para caracterizar e determinar o prognóstico da 

cardiopatia chagásica crônica. Do mesmo modo, o eletrocardiograma também é uma 

ferramenta importante para avaliar a evolução do acometimento cardíaco na doença de 

Chagas, além de apresentar um baixo custo e facilidade de ampla cobertura em áreas 

endêmicas (LARANJA e cols., 1949; LARANJA e cols., 1956; DIAS, 2002; TORRES e 

cols., 2007). 

De acordo com as variáveis ecocardiográficas analisadas para avaliação das disfunções 

cardíacas, foi significativamente detectado aos 18 meses da infecção nos grupos inoculados 

com o parasito (12 meses após tratamento): (i) o aumento no volume do ventrículo esquerdo; 

(ii) aumento do índice de massa do ventrículo esquerdo e (ii) elevação no volume do átrio 

esquerdo; em relação aos animais controles não infectados. As demais alterações verificadas 

aos 18 meses após a inoculação ocorreram apenas no grupo de animais infectados que não 

foram tratados com Bz, em relação aos animais controles não infectados, sendo: (i) uma 

redução na fração de ejeção; (ii) redução da fração de encurtamento e (iii) aumento do volume 

sistólico do ventrículo esquerdo. Na avaliação realizada 12 meses após o tratamento foi 

observada uma significativa redução na fração de ejeção e fração de encurtamento dos 

animais que não foram tratados em relação àqueles tratados com Bz. Estes resultados indicam 

que o tratamento foi eficaz em prevenir as alterações de função cardíaca sistólica que foram 

avaliadas neste estudo. É importante ressaltar, que as alterações na função cardíaca passaram 

a ser detectadas nos animais infectados apenas nos exames realizados 18 meses após a 



                                                                                                                                                                   Discussão 

96 

infecção (12 meses após o tratamento). Esses dados estão de acordo com a evolução clínica 

descrita para a cardiopatia chagásica – uma miocardite com processo inflamatório 

clinicamente silencioso na fase aguda, mas que aumenta com o avançar da fase crônica, na 

qual são evidenciados mecanismos patogênicos de hipoperfusão miocárdica contribuindo com 

a característica disfunção do ventrículo esquerdo (ANDRADE e cols., 1997; MARIN-NETO 

e cols., 2007). Os parâmetros de melhora da função cardíaca sistólica dos animais tratados 

com Bz aos 18 meses de infecção e um ano após tratamento, também são condizentes com 

outros achados, tais como aqueles obtidos por Viotti e cols. (2006) ao analisarem por 

ecocardiografia os parâmetros fração de ejeção e diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo 

em indivíduos chagásicos crônicos tratados com Bz comparativamente àqueles não tratados. 

Estudos anteriores demonstraram que o desenvolvimento de disfunção do ventrículo 

esquerdo é a característica mais comum e consistente fator de risco associado à morte de 

cardiopatas chagásicos crônicos (NUNES e cols., 2008; VIOTTI e cols., 2005). Segundo 

RASSI Jr. e cols. (2007) a disfunção sistólica do ventrículo esquerdo é considerada a 

alteração mais marcante da cardiopatia chagásica, bem como o principal fator de risco 

preditivo de morte. Neste sentido, as variáveis: fração de ejeção, fração de encurtamento e 

diâmetro sistólico do ventrículo esquerdo, mensuradas no presente trabalho, corroboram para 

a avaliação da função sistólica do ventrículo esquerdo.  

A fração de ejeção reflete o percentual do fluxo sangüíneo resultante do movimento 

sistólico, de modo que o decréscimo de seus valores observados após 18 meses da infecção 

nos animais infectados não tratados pode ser associado à disfunção sistólica do ventrículo 

esquerdo, fato que não foi observado nos demais grupos de animais: não infectado e infectado 

tratado. Bestetti (2001), em estudo com pacientes chagásicos, definiu a presença de disfunção 

ventricular esquerda quando a fração de ejeção se encontrava abaixo de 55%, o que foi 

evidenciado em 44 dos 74 indivíduos avaliados. Para Huang e cols. (2009) a falência cardíaca 

sistólica foi definida por valores da fração de ejeção menores que 50%, sendo os percentuais 
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mais reduzidos dessa variável associados à maior ocorrência de mortalidade cardiovascular 

entre os 650 pacientes chagásicos avaliados (p=0,001). 

A fração de encurtamento é uma variável comumente utilizada na avaliação da função 

cardíaca que pode se apresentar diminuída em casos de cardiomiopatia dilatada e intensa 

sobrecarga de volume (TILLEY & GOODWIN, 2002). Nossos dados obtidos para a fração de 

encurtamento corroboram os dados de fração de ejeção, demonstrando uma nítida redução na 

capacidade sistólica no bombeamento do sangue nos animais infectados que não foram 

tratados com Bz, quando comparados àqueles que receberam o tratamento específico. 

O diâmetro sistólico do ventrículo esquerdo é mensurado ao final da sístole ventricular 

esquerda e seus valores aumentam em doenças que causam sobrecarga de volume e 

cardiomiopatia dilatada (SISSON & SCHAEFFER, 1991). No presente estudo, foi observado 

o significativo aumento deste diâmetro apenas nos animais infectados que não foram tratados, 

após 18 meses da infecção e evolução natural da cardiopatia chagásica na ausência de 

tratamento específico.  De acordo com Viotti e cols. (2004) o aumento da dimensão sistólica 

do ventrículo esquerdo, correlacionada à elevação nas medidas das variáveis volume e índice 

de massa desta cavidade cardíaca, também foi considerado um bom índice preditivo da 

mortalidade de 16 dos 849 indivíduos chagásicos avaliados, juntamente com a redução na 

fração de ejeção. 

Por sua vez, parâmetros ecocardiográficos mensurados para avaliação das dimensões 

ventriculares, tais como volume e índice de massa do ventrículo esquerdo, também são 

importantes para monitor a evolução das sobrecargas e dilatações cardíacas (ACQUATELLA, 

2007; TILLEY & GOODWIN, 2002;). Segundo Acquatella (2007) o aumento das dimensões 

ventriculares associados a alterações na função sistólica, possui valor significativo no 

desenvolvimento da morbidade e mortalidade da cardiopatia chagásica. Neste sentido, a 

significativa elevação nos valores do volume e índice de massa do ventrículo esquerdo 

evidenciados após 18 meses da infecção, em ambos os grupos infectados, independente da 
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ocorrência do tratamento com Bz, quando comparados aos animais não infectados, refletem o 

similar acometimento da cardiopatia chagásica sem a ocorrência de interrupções ou alterações 

pelo tratamento específico. 

O volume do átrio esquerdo, também representa um marcador prognóstico na evolução 

da cardiopataia chagásica (TORRES, 2004). Torres (2004) ao avaliar os fatores relacionados 

com o aumento do volume do átrio esquerdo em pacientes chagásicos cardiopatas, detectou 

uma associação significativa entre o maior volume do átrio esquerdo e a elevação da massa e 

volume diastólico final. Desse modo, verificou-se que o volume do átrio esquerdo, um 

marcador da pressão de enchimento do ventrículo esquerdo, é também uma variável 

importante no prognóstico de pacientes com a cardiopatia chagásica. Nossos dados revelaram 

que a infecção pelo T. cruzi induziu a uma elevação significativa do volume do átrio esquerdo 

18 meses após a inoculação, independente da ocorrência de prévio tratamento específico. 

Dessa forma, também se evidenciou indícios do acometimento de disfunção diastólica 

associadas às alterações sistólicas do ventrículo esquerdo após 18 meses da infecção, e 

conseqüente um ano após o tratamento dos cães.  

De modo interessante, não foram observadas diferenças significativas entre os grupos 

de cães infectados com o T. cruzi (tratados ou não com Bz) quando analisadas as variáveis 

ecocardiográficas que refletem as dimensões cardíacas, mensuradas no ventrículo esquerdo, e 

na variável volume do átrio esquerdo, a qual pode ser correlacionada à função diastólica do 

ventrículo esquerdo. Por sua vez, foi detectada uma significativa alteração na função sistólica 

do ventrículo esquerdo (avaliadas pelos dados da fração de ejeção e fração de encurtamento) 

nos animais infectados que não foram tratados, quando comparados aos animais infectados 

tratados e aqueles não infectados. Estes resultados demonstram que o tratamento com Bz na 

fase crônica foi capaz de prevenir a disfunção cardíaca sistólica, mas não impediu o 

desenvolvimento da cardiopatia chagásica e as alterações de função cardíaca diastólica. Dados 

um pouco discordantes, com um pior risco de evolução da cardiopatia em indivíduos não 
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tratados com Bz, foram demonstrados por Viotti e cols. (2005) ao analisarem durante oito 

anos com exames eletrocardiográficos, ecocardiograma e raio X, a evolução da cardiopatia 

em 856 pacientes com sorologia positiva para o T. cruzi mas que ainda não apresentavam 

evidências de falência cardíaca no início do estudo. Dentre os 856 pacientes avaliados, 486 

haviam sido tratados com Bz e 370 não tinham recebido tratamento etiológico antes de 

iniciarem o estudo. Uma pior evolução clínica da cardiopatia chagásica foi detectada em 74 

indivíduos, sendo que 25,7% dos mesmos (19 dos 74) haviam sido tratados com Bz e 74,3% 

(55 de 74) não haviam recebido o tratamento específico. Associado aos resultados obtidos, os 

autores afirmaram que em 137 dos 856 pacientes iniciais não foi possível finalizar o trabalho, 

por mudanças de endereço ou outros acontecimentos que inviabilizaram a coleta de dados 

nestes pacientes (VIOTTI e cols., 2005). 

As anormalidades eletrocardiográficas detectadas nos animais avaliados neste estudo 

que normalmente são correlacionadas à cardiopatia chagásica foram: a sobrecarga das 

cavidades cardíacas, presença de arritmias com extra-sístole ventricular monomórfica e extra-

sítole ventricular polimórfica, bloqueio átrio-ventricular de 1
o
 grau (BAV de 1

o
 grau) e 

bloqueio completo de ramo direito (BCRD). Avaliações eletrocardiográficas realizadas em 

pacientes chagásicos demonstram a importância da detecção de BCRD como um 

acometimento prevalente e indicador de mau prognóstico na evolução da cardiopatia 

(ANDRADE e cols., 1998; VIOTTI e cols., 2005). Nossos dados demonstraram a ocorrência 

de BCRD em 4,6% (1 de 22) dos animais aos 18 meses da infecção com a cepa Berenice-78 

do T. cruzi, sendo este animal previamente tratado com Bz. Além do BCRD, ocorreu a 

detecção do BAV de 1
o
 grau em 22,7% (5 de 22) dos cães infectados, tendo sido o tratamento 

realizado em três dos mesmos. Dados semelhantes foram descritos por Lana e cols. (1992) na 

fase crônica (dois a quatro anos de infecção) de cães inoculados com a cepa Berenice-78 ou 

Berenice-62 do T. cruzi, com prevalência de BCRD em 8,3% e BAV de 1
o
 grau em 33,3% 

dos animais. 
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Entretanto, apenas agora foi realizada a avaliação da influência do tratamento com Bz 

na fase crônica da infecção no modelo canino para a evolução dos acometimentos 

eletrocardiográficos da cardiopatia chagásica. Nossos dados demonstraram que as alterações 

eletrocardiográficas evidenciadas não são consideradas as mais graves e com pior prognóstico 

cardíaco, de acordo com o Consenso Brasileiro em Doença de Chagas, 2005. Associado a este 

fator, a prevalência das alterações foi similar entre os grupos de animais infectados, de modo 

que o tratamento não impediu o desenvolvimento das iniciais anormalidades na condução dos 

impulsos elétricos no coração, uma vez que oito dos 16 animais que apresentaram alterações 

eletrocardiográficas desencadeadas pelo T. cruzi foram tratados com Bz.  O BAV de 1
o
 grau, 

uma alteração característica e prevalente nos estágios inicias da forma cardíaca na doença de 

Chagas, foi evidenciada em 27,3% (três de 11) dos animais tratados e em 18,2% (dois de 11) 

daqueles que não receberam o tratamento específico. Por sua vez, alterações no 

eletrocardiograma consideradas um pouco mais graves e correlacionadas a um pior 

prognóstico na cardiopatia chagásica foram evidenciadas apenas em animais infectados 

tratados: um BCRD após um ano do tratamento em um cão e uma extra-sístole ventricular 

polimórfica após um mês do tratamento em outro animal infectado tratado. 

Nossos dados analisados de forma conjunta demonstraram que o tratamento específico 

com benznidazol realizado durante a fase crônica da doença foi eficiente em reduzir a carga 

parasitária e lesões cardíacas logo após o término do tratamento e em prevenir a disfunção 

cardíaca sistólica quando percorrido um maior período de tempo para evolução natural da 

cardiopatia chagásica crônica na ausente pressão tripanocida. Futuras avaliações sobre os 

efeitos do benznidazol em animais infectados com cepas do T. cruzi mais resistentes ainda são 

necessárias, uma vez que os parâmetros elucidados no presente estudo foram realizados em 

animais infectados unicamente com a cepa Berenice-78, considerada sensível ao 

medicamento. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que:  

 

1. O tratamento com Bz na fase crônica da doença de Chagas reduz a carga parasitária 

sangüínea e tecidual. Mas este efeito tripanocida não foi estável, apresentando um contínuo 

aumento da detecção do parasito no decorrer da evolução da doença crônica e conseqüente 

tempo após encerramento do tratamento. 

 

2. A intensidade do processo inflamatório e da fibrose no miocárdio é relacionada ao tempo 

de infecção e acometimento da cardiomegalia, sendo que o tratamento com Bz não foi eficaz 

em prevenir o desenvolvimento dessas lesões cardíacas em longo prazo. 

 

3. A evolução da cardiomegalia e lesões cardíacas são acompanhadas por alterações na síntese 

de citocina regulatória (IL-10) e inflamatória (TNF-α), sendo detectados níveis mais elevados 

de TNF-α e mais reduzidos de IL-10 com o avançar do desenvolvimento da cardiopatia 

chagásica, independente do tratamento com Bz. 

 

4. O tratamento com Bz foi capaz de prevenir alterações da função cardíaca sistólica, não 

sendo efetivo em prevenir a disfunção diastólica monitorada de acordo com os parâmetros 

deste estudo.  

 

5. O avançar do tempo de infecção pelo T. cruzi pode causar uma lenta formação de 

sobrecargas e bloqueios na condução do impulso elétrico nas cavidades cardíacas, não sendo a 

administração do benznidazol na fase crônica recente uma alternativa eficiente para impedir o 

desenvolvimento dessas alterações. 
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