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Avaliações parasitológicas, bioquímicas e histopatológicas de camundongos 

inoculados por via oral com Trypanosoma cruzi II e IV e tratados com 

benzonidazol 

 

RESUMO 

O Trypanosoma cruzi, protozoário hemoflagelado agente etiológico da doença de Chagas (DC) 

ou tripanossomíase americana, infecta ~8 milhões de pessoas, principalmente na área endêmica 

da América Latina. Atualmente, a via oral é a forma de transmissão mais frequente, que pode 

levar à uma infecção mais severa, afetando o fígado de forma diferenciada. Além das alterações 

observados no coração, principal alvo da infecção, lesões hepáticas têm sido relacionadas à fase 

aguda da infecção. Benzonidazol (BZ), único medicamento disponível para o seu tratamento, 

além da baixa eficácia na fase crônica da infecção, tem potencial para induzir toxicidade 

hepática. A dosagem sérica das enzimas hepáticas e a avaliação do estresse oxidativo fornecem 

indicadores sensíveis de lesão e, em alguns casos, podem ser utilizados para monitorar o 

tratamento e a progressão da doença. Neste contexto, esse trabalho objetivou avaliar as 

alterações parasitológicas, bioquímicas e histopatológicas em camundongos inoculados por via 

oral (VO) com T. cruzi II e IV e tratados com BZ durante a fase aguda da infecção. Para isto, 

camundongos swiss foram inoculados por VO e via intraperitoneal (IP) com 

2x106 tripomastigotas metacíclicos de cultura das cepas Y (TcII, macrofagotrópica) e AM14 

(TcIV, não macrofagotrópica) de T. cruzi. O tratamento consistiu na administração oral de 100 

mg/kg/dia de BZ, a partir do 5º dia de infecção (d.i.), por 20 dias consecutivos. A parasitemia 

foi avaliada diariamente através do exame de sangue a fresco (ESF) e a carga parasitária 

determinada pela qPCR. Foram obtidos parâmetros plasmáticos de dano hepático, dosagem das 

enzimas aspartato aminotrasferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina 

(ALP) e de estresse oxidativo (EO) do fígado, parâmetros histopatológicos (HE), processo 

inflamatório, parasitismo e tropismo tecidual. Os níveis de parasitemia foram 

significativamente mais elevados nos animais infectados com a cepa Y. A análise dos 

parâmetros parasitológicos derivados da curva de parasitemia mostrou que os animais 

infectados com a cepa Y por VO apresentaram apenas 1/6 parâmetros com valores maiores que 

nos animais infectados via IP, indicando maior virulência da infecção por essa via. Nos 

camundongos infectados com a cepa AM14, a via IP também se mostrou mais virulenta, onde 

dois parâmetros foram significativamente maiores. A dosagem das enzimas hepáticas AST, 

ALT e ALP mostrou que os seus níveis, independentemente da via de inoculação, foram mais 

elevadas na infecção pela cepa Y em relação a cepa AM14. O tratamento com BZ dos animais 



 

 

controles não infectados causou aumento da atividade das enzimas AST e ALT mostrando que 

a droga sozinha pode afetar o fígado, isso também foi confirmado pelo aumento do EO no órgão 

destes animais demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteínas. Podemos 

concluir que as infecções dos camundongos por via IP com as cepas Y e AM14 foram mais 

virulentas do que as infecções adquiridas por VO. Comparando as cepas vimos que na VO não 

houveram diferenças significativas, mas na infecção por via IP, a cepa Y se mostrou mais 

virulenta. As infecções com as cepas Y e AM14 de T. cruzi pelas vias oral e IP causaram mais 

danos hepáticos que o tratamento etiológico. Entretanto, o tratamento com BZ promoveu 

redução dos parâmetros de EO na cepa Y, propiciando benefícios aos animais tratados.  

 

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi, doença de Chagas oral, benzonidazol, qPCR, 

aminotransferases, estresse oxidativo.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Parasitological, biochemical and histopathological evaluations of mice orally 

inoculated with Trypanosoma cruzi II and IV and treated with benznidazole 

 
ABSTRACT 

Trypanosoma cruzi, a protozoan hemoflagellate etiologic agent of Chagas disease (CD) or 

American trypanosomiasis, infects ~ 8 million people, mainly in the endemic area of Latin 

America. Currently, the oral route is the most frequent form of transmission, which can lead to 

a more severe infection, affecting the liver in a differentiated way. In addition to the changes 

observed in the heart, the main target of infection, liver lesions have been related to the acute 

phase of infection. Benznidazole (BZ), the only drug available for its treatment, besides the low 

efficacy in the chronic phase of the infection, has the potential to induce hepatic toxicity. Serum 

hepatic enzyme dosage and oxidative stress assessment provide sensitive indicators of injury 

and in some cases can be used to monitor treatment and progression of the disease. In this 

context, this work aimed to evaluate the parasitological and biochemical changes in mice 

inoculated orally (OR) with T. cruzi II and IV and treated with BZ during the acute phase of 

infection. For this, swiss mice were inoculated by OR and intraperitoneal (IP) routes with 2x106 

culture derived metacyclic trypomastigotes of T. cruzi Y (TcII, macrophagotropic) and AM14 

(TcIV, not macrophagotropic) strains. The treatment consisted of oral administration of 100 

mg/kg/day of BZ, from the 5th day of infection (d.i.), for 20 consecutive days. Parasitemia was 

evaluated daily through the fresh blood examination (FBE) and the parasitic load determined 

by qPCR. Were evaluated plasma parameters of liver damage, aspartate aminotransferase 

(AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase (ALP) and oxidative stress 

(OE) in the liver. The levels of parasitemia were significantly higher in the animals infected 

with the Y strain. The analysis of the parasitological parameters derived from the parasitemia 

curve showed that the animals infected with the Y strain by OR presented only 1/6 parameters 

with higher values than in the infected animals via IP, indicating a greater virulence of the 

infection by this route. In the mice infected with the AM14 strain, the IP route was also more 

virulent, where two parameters were significantly higher. Dosage of the AST, ALT and ALP 

liver enzymes showed that their levels, regardless of route of inoculation, were higher in Y 

strain infection than AM14 strain. BZ treatment of uninfected control animals caused increased 

activity of AST and ALT enzymes showing that the drug alone affects the liver. This was also 

confirmed by the increased OE of the liver of these animals demonstrated by the increase in the 

carbonyl groups of the proteins. We can conclude that the infection of the mice by IP route with 

the strains Y and AM14 was more virulent than the infection acquired by OR. Comparing the 



 

 

strains, we found that in the OR there were no differences, but in the IP infection, Y strain was 

more virulent. Infections with Y and AM14 T. cruzi strains by oral and IP routes caused more 

liver damage than the etiological treatment. However, the treatment with BZ promoted 

reduction of the OE parameters in the Y strain, giving benefits to the treated animals. 

 

Keywords: Trypanosoma cruzi, oral Chagas disease, benznidazole, qPCR, aminotransferases, 

oxidative stress.  
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CAPÍTULO I 

 

1. DOENÇA DE CHAGAS  

A doença de Chagas (DC) ou tripanossomíase americana possui como agente etiológico 

o Trypanosoma cruzi, um protozoário hemoflagelado pertencente à ordem Kinetoplastida e 

família Trypanosomatidae (CHAGAS, 1909). Atualmente, este parasito infecta 

aproximadamente 8 milhões de pessoas em todo o mundo, principalmente na América Latina 

(Figura 1) (WHO, 2010; 2018). A presença da DC em países considerados não endêmicos como 

os Estados Unidos da América, Canadá, países da Europa e em alguns países da Ásia, é devido, 

principalmente, a migração de latino-americanos para essas regiões (WHO, 2018). 

 A DC é considerada uma doença tropical negligenciada com tratamento limitado, 

ausência de vacinas apropriadas, podendo causar consequências crônicas e irreversíveis aos 

sistemas cardíaco, digestivo e nervoso. Estima-se que cerca de 70 milhões de pessoas nas 

Américas vivem em áreas de exposição e correm o risco de contrair a doença, sendo considerada 

um grande problema de saúde pública (OPAS, 2018; WHO, 2018). 

 

Figura 1. Distribuição mundial dos casos de infecção pelo Trypanosoma cruzi baseada em 

estimativas oficiais (2006-2010). 

 Por se tratar de uma doença endêmica na América Latina, a prevalência da DC é maior 

nesses países onde a transmissão de T. cruzi ocorre através da via vetorial, seja ela clássica, 
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após o repasto sanguíneo dos triatomíneos, ou pela ingestão do vetor e/ou suas excretas, 

triturados junto com alimentos (ALBUQUERQUE, 2017), sendo esse último atualmente o 

principal mecanismo para a disseminação da doença. Outras formas de transmissão, 

consideradas como mecanismos secundários (SILVEIRA & REZENDE, 1994), como infecções 

causadas por transfusão de sangue, transmissão congênita e transplante de órgãos, além da 

exposição ocupacional (MAGALHÃES-SANTOS, 2014), dependem do mecanismo primário. 

A transmissão oral embora acidental, é considerada responsável pelos recentes surtos de DC, 

sendo esta a principal forma de transmissão atualmente em regiões reemergentes como a 

Amazônia Ocidental brasileira (BARBOSA, 2006; SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 

2012). 

 Na última década, o Brasil registrou mais de 1000 casos de DC aguda, 73% deles 

adquiridos por transmissão oral, particularmente no Estado do Pará, onde foi relatado 89% dos 

casos. Mesmo em menor proporção, foram registrados casos de transmissão vetorial (8,9%), 

com um aumento de 2,5% em relação ao período avaliado anteriormente. Esse fato deve ser 

analisado de forma crítica uma vez que mesmo após avanços relacionados ao controle de 

transmissão vetorial, atualmente ainda permanece o risco relacionado a essa forma de 

transmissão devido aos vetores nativos (BRASIL, 2019).  

 

2. CICLO EVOLUTIVO DO Trypanosoma cruzi 

 O ciclo de vida do T. cruzi envolve formas proliferativas e formas diferenciadas com 

capacidade infectante que se alternam entre hospedeiros invertebrados (triatomíneos) e 

vertebrados, mamíferos incluindo os humanos (CHAGAS, 1909).  

 Nos hospedeiros invertebrados são encontradas três formas evolutivas: esferomastigotas 

ou formas de transição; epimastigotas (EP) que são proliferativas; e tripomastigotas 

metacíclicas (TM) que são eliminadas junto às fezes e urina do vetor, durante ou após o repasto 

sanguíneo e penetram através da mucosa íntegra ou solução de continuidade da pele causada 

pela picada. Da corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado, os TM chegam ao interior das 

células onde se transformam em amastigotas (AMA) então se multiplicam por divisão binária 

simples e, após proliferação, se diferenciam em tripomastigotas sanguíneos (TS). A célula então 

se rompe e os TS caem na circulação sanguínea, onde podem atingir novas células e tecidos ou 

serem ingeridos por triatomíneos durante o hematofagismo completando seu ciclo natural 

(Figura 2) (ARGOLO et al., 2008; BRENER, 1973; BRENER & ANDRADE, 1979). 
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Figura 2. Ciclo biológico de Trypanosoma cruzi no hospedeiro invertebrado (triatomíneo) e 

vertebrado (mamíferos, incluindo o homem). Fonte: Infográfico: VENÍCIO RIBEIRO, 

ICICT/Fiocruz. 

 

3. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

 O período de incubação da DC pode variar de acordo com a via de infecção, sendo de 

4-15 dias na transmissão vetorial clássica e de 3-22 dias na transmissão por via oral 

(SHIKANAI-YASUDA & CARVALHO, 2012). A DC apresenta duas fases clínicas, a fase 

aguda onde são encontrados um elevado número de parasitos na circulação sanguínea e tecidos, 

e a fase crônica na qual o parasitismo é baixo (HIGUCHI et al., 2003). 

 A fase aguda inicia-se quando o T. cruzi invade o organismo do hospedeiro vertebrado, 

suas formas sanguíneas se distribuem por diferentes tecidos e órgãos e invadem novas células 

do sistema mononuclear fagocitário onde se transformam em AMA (MARIN-NETO et al., 

2007). Os pacientes na fase aguda apresentam alta parasitemia, e podem apresentar, além de 

febre prolongada, dores musculares e nas articulações, sonolência, diarreia, linfademomegalia, 

hepatoesplenomegalia, edema subcutâneo, distúrbios respiratórios, cianose e coma (RASSI-JR 

et al., 2010). Quando a infecção ocorre por meio do inseto vetor, observa-se edema após 7-14 

dias e também uma reação inflamatória local, conhecida como Chagoma de inoculação ou sinal 

de Romaña (edema bipalpebral unilateral), quando ocorre a penetração do parasito através da 

mucosa ocular. Outro sintoma importante da fase aguda é a miocardite provocada pelo 
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parasitismo intenso das fibras do miocárdio (REY, 2011; TORRES, 1941) que, juntamente com 

a meningoencefalite, pode levar o indivíduo à morte.  

 A evolução da fase aguda para a crônica pode variar de acordo com a cepa de T. cruzi e 

também a resistência do hospedeiro. Assim, a doença torna-se assintomática e latente por até 

20 anos após a infecção, evoluindo ou não para a fase crônica sintomática (RIBEIRO & 

ROCHA, 1998). Na fase crônica, até dois terços dos indivíduos são assintomáticos, 

apresentando a forma indeterminada, caracterizada por baixa parasitemia e pela positividade de 

anticorpos contra o T. cruzi. Nos pacientes sintomáticos, mais de 90% apresentam 

manifestações cardíacas e os demais apresentam a síndrome dos megas (megaesôfago e 

megacólon). A cardiomiopatia chagásica crônica é uma das alterações mais importantes da DC 

e a principal causa de morte nos pacientes (HIGUCHI et al., 2003). 

 

4. TRATAMENTO ETIOLÓGICO  

 O estudo de compostos para o tratamento da DC teve início na década de 50, mas 

somente a partir da década de 60 foram descobertos e comercializados dois fármacos efetivos 

no tratamento dessa patologia: os nitroderivados nifurtimox (NF) e benzonidazol (BZ) (TIMM, 

2014). 

 NF e BZ apresentam cura parasitológica de até 80% em pacientes na fase aguda, 

contudo, esses fármacos apresentam alta toxidade e não garantem a cura após dispersão do 

parasito em órgãos e tecidos dos hospedeiros vertebrados (RASSI-JR et al., 2010). No entanto 

em consequência das diferenças na suscetibilidade ao fármaco entre diferentes cepas de T. cruzi, 

a sua eficácia pode variar (COURA et al., 1997). Atualmente o NF não é mais comercializado 

no Brasil devido à alta toxicidade e efeitos colaterais como reações de hipersensibilidade, 

anorexia, vômitos, polineurite e depressão da produção de células pela medula óssea (URBINA, 

2003), tornando o BZ a única droga de escolha para o tratamento dos pacientes (MUÑOZ et al., 

2011).  

 O BZ é um fármaco nitroheterocíclico que atua por meio da formação de radicais livres 

e/ou metabólitos nucleofílicos pela redução do grupo nitro. Essa droga atua sobre as formas 

sanguíneas que estão presentes no meio extracelular (DOCAMPO & MORENO, 1984; 

URBINA & DOCAMPO, 2003). Entretanto, esses radicais também são capazes de interagir 

com biomoléculas celulares causando a oxidação de lipídios, proteínas e ácidos nucléicos, 

resultando em lesão ou morte de células do hospedeiro. Todavia, a relação risco benefício ainda 

se mostra favorável no tratamento da fase aguda da DC, visto que estudos clínicos tem 
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demonstrado efetividade aceitável do BZ em reduzir a parasitemia sanguínea, o parasitismo 

tecidual e as lesões em órgãos alvo, mesmo em casos onde a cura não é alcançada (CANÇADO, 

2002; MUÑOZ et al., 2011). 

 

5. VARIABILIDADE GENÉTICA DO T. cruzi 

 O Trypanosoma cruzi apresenta populações amplamente heterogênias, tanto do ponto 

de vista biológico quanto do ponto de vista genético (ZINGALES et al, 2009). Acredita-se que 

a reprodução predominantemente clonal seja responsável pela ampla variabilidade 

intraespecífica observada em T. cruzi, levando-o a evoluir de forma independente em áreas 

geográficas isoladas, acumular mutações e a adquirir características genéticas próprias 

(TIBAYRENC & AYALA, 1988; 2002). Também podem ocorrer eventos de hibridização ou 

de troca genética, contribuindo para a diversidade observada nas populações do parasito 

(CARRASCO et al., 1996; FREITAS et al., 2006). 

 A variabilidade genética entre as diferentes cepas de T. cruzi foi, ao longo dos anos, 

classificada de acordo diferentes abordagens e receberam designações distintas, incluindo, os 

zimodemas (ROMANHA et al., 1979; MILES et al., 1981), biodemas (ANDRADE, 1974; 

ANDRADE & MAGALHÃES, 1997), clonets (TIBAYRENC & AYALA, 1991), linhagens 

genéticas (SOUTO et al. 1996) e, mais recentemente, unidades de tipagens distintas (discrete 

typing units-DTU) (TIBAYRENC, 1998; ZINGALES et al., 2009), a fim de caracterizar sua 

estrutura populacional. 

 Em 2009, após o Consenso em doença de Chagas, com o intuito de padronizar e facilitar 

a nomenclatura das linhagens genéticas de T. cruzi, passaram a ser classificadas dentro de seis 

DTU, de TcI a TcVI (Tabela 1) (ZINGALES et al., 2009). Recentemente foi descrita uma 

sétima DTU, o TcBat isolada de morcegos que também é capaz de infectar humanos 

(ZINGALES et al., 2012).  

 TcI apresenta ampla distribuição geográfica, sendo isolada desde o Sul dos Estados 

Unidos até a Argentina. Essa DTU é a mais frequentemente isolada do ciclo de transmissão 

silvestre do parasito (MARCILI et al., 2009). Já TcII é a principal linhagem genética isolada do 

sangue de pacientes do Cone Sul da América do Sul e está relacionada ao ciclo doméstico de 

transmissão. Essa DTU está associada principalmente a manifestações cardíacas, podendo estar 

presente no megaesôfago e/ou megacólon, concomitantemente (ZINGALES et al., 2012).  

 TcIII está principalmente associada ao ciclo silvestre no Brasil e países vizinhos, e 

infecções humanas documentadas são raras. Assim como a TcIII, a DTU TcIV está associada 
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ao ciclo de transmissão silvestre e é responsável por surtos da DC aguda adquirida pela 

transmissão oral (MONTEIRO et al., 2013). As DTU TcV e TcVI são consideradas linhagens 

híbridas, pouco isoladas do ambiente silvestre mas, encontradas geralmente em pacientes ao sul 

da América do Sul (ZINGALES et al, 2012). 

 

Tabela 1. Nomenclatura para as divisões de Trypanosoma cruzi conforme o consenso de 2009. 

DTU Abreviatura Equivalência 

T. cruzi I TcI T. cruzi I a e DTU I b 

T. cruzi II TcII T. cruzi II a e DTU IIbb 

T. cruzi III TcIII Z3/Z1 ASAT c, Z3-A d, DTU IIcb e T. cruzi III e 

T. cruzi IV TcIV Z3 c, Z3-B d e DTU IIab 

T. cruzi V TcV Z2 Boliviano c, rDNA 1/2 f, clonet 39 g e DTU IIdb 

T. cruzi VI TcVI Z2 Paraguaio h e DTU IIeb 

a: Anonymous (1999); b: Brisse et al, (2000); c: Miles et al, (1981); d: Mendonça et al, (2002); e: Freitas et al, 

(2006); f: Souto et al, (1996); g: Tibayrenc e Ayala (1988); h: Chapman et al, (1984). Adaptado de Zingales et al, 

(2009). Algumas publicações têm sugerido uma subdivisão da DTU TcI em quatro subgrupos (Ia, b, c e d) (Falla 

et al, 2009).  

 

6. PARASITISMO E TROPISMO TECIDUAL 

 A diversidade de alterações anatomopatológicas que o T. cruzi promove no hospedeiro 

vertebrado pode estar associada às características morfológicas da cepa, que podem apresentar 

um tropismo tecidual diferenciado no hospedeiro vertebrado (BRENER, 1979).  

 A distribuição tecidual preferencial de diferentes cepas do parasito foram estudas por 

Brener (1977), e Melo & Brener (1978) em camundongos inoculados com as cepas Y, Berenice 

e ABC, e verificaram parasitismo preferencial para dois sistemas celulares distintos, o sistema 

mononuclear fagocitário do baço, fígado e medula óssea (cepas Y e Berenice), sendo essas 

chamadas de “macrofagotrópicas” e células musculares lisa, esquelética e cardíaca (cepas ABC 

e Berenice), denominadas “miotrópicas”.   

 A variação do tropismo tecidual também foi estudada por Andrade (1973) com 16 cepas 

coletadas no Recôncavo Baiano, e observou-se que essas apresentavam tropismo para o 

miocárdio, fígado e baço. Nunes et al. (1992), em estudos experimentais em camundongos, 

observaram intenso parasitismo hepático com a cepa Y (TcII) mas não com a cepa Colombiana 



19 

 

(TcI) de T. cruzi. Essas duas cepas analisadas apresentam características morfométricas e 

filogenéticas distintas.  

 A partir de análises histológicas de diferentes tecidos obtidos de hospedeiros na fase 

aguda da DC, foi observado parasitismo tecidual em diferentes órgãos. No entanto, na fase 

crônica, a lesão tecidual ocorre em órgãos específicos, que geralmente apresentam processo 

inflamatório intenso e fibrose, sendo a presença de parasitos escassa ou com pequenos ninhos 

de amastigotas. Os diferentes graus de tropismo nos órgãos podem estar relacionados com a 

heterogeneidade genética entre os isolados do parasito (TARLETON & ZHANG, 1999; VERA-

CRUZ et al., 2003). 

 

7. ENZIMAS HEPÁTICAS  

 O fígado tem função importante no metabolismo corporal e é responsável pelo 

processamento de aminoácidos, carboidratos, lipídios e vitaminas. Desse modo, as doenças 

hepáticas têm consequências graves e o comprometimento da função hepática tem sido 

relacionado com os sinais e sintomas da fase aguda da DC, em humanos e animais (LARANJA 

et al., 1948).   

 A dosagem sérica das enzimas hepáticas fornece indicadores sensíveis de lesão ou 

proliferação celular. Essas alterações detectadas auxiliam no monitoramento do tratamento e na 

progressão de doenças (FONSECA, 2006).  

 

7.1. Aspartato aminotrasferase  

 A aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutâmico-oxalacética (TGO) é 

uma enzima encontrada em grandes concentrações no músculo cardíaco, no fígado, músculos 

esqueléticos e em menor concentração nos rins e pâncreas (WILLIAMS et al., 1988). Nas 

células hepáticas, a AST localiza-se no citoplasma (40%) e na mitocôndria (60%). Por ser uma 

enzima mitocondrial e citossólica, necessita de uma lesão maior para ser liberada na corrente 

sanguínea (PEREZ et al., 1996). Sempre que ocorrer uma lesão ao nível hepatocelular haverá 

uma grande liberação da enzima AST para a corrente sanguínea, elevando seus níveis séricos 

(BERGMEYER et al., 1978). 

 Os níveis de AST podem estar aumentados em graus de leve a moderado, provavelmente 

refletindo a necrose hepática secundária ao suprimento sanguíneo inadequado do fígado. 

Também pode apresentar pequenos aumentos em enfermidades hemolíticas, distrofia muscular 

progressiva e infecção por parasitos (COHEN & KAPLAN, 1979). 
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7.2. Alanina aminotransferase  

 A alanina aminotransferase (ALT) ou transaminase glutâmico-pirúvica (TGP) é uma 

enzima encontrada em maiores concentrações no fígado, rim e em pequenas quantidades no 

coração e na musculatura esquelética. Sua origem é predominantemente citoplasmática, 

fazendo com que se eleve rapidamente após a lesão hepática, tornando-se um marcador sensível 

da função do fígado (GELLA, 1994).  

 A ALT tem como principal característica funcional ser um bom indicador de doenças 

hepáticas agudas (doenças hepatocelulares, necrose hepática, obstrução biliar, intoxicação e 

infecções parasitárias) (GONZÁLEZ e SILVA, 2006).  

 

7.3. Fosfatase alcalina  

 A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima presente em praticamente todos os tecidos do 

organismo, especialmente nas membranas das células dos túbulos renais, trato intestinal e 

fígado. Níveis elevados de ALP podem ser encontrados em lesões hepáticas ativas e infiltrativas 

com níveis moderados de elevação (KRAMER & HOFFMANN, 1997). O aumento dessa 

enzima é um importante indicativo de colestase hepática. As doenças colestáticas incluem: 

obstrução parcial dos ductos biliares, cirrose biliar primária, colangite esclerosante e colestase 

causada por drogas, demostrando a necessidade de dosar tal enzima (MINCIS & MINCIS, 

2006). 

 

8. ESTRESSE OXIDATIVO  

 Corresponde ao desequilíbrio entre o sistema de defesa antioxidante e a geração de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) ou de nitrogênio (ERNs). Esse desequilíbrio resulta na 

oxidação de importantes biomoléculas (lipídios, proteínas, carboidratos e DNA). Substâncias 

oxidantes e antioxidantes são geradas em um cenário de reações de óxido-redução, onde a 

oxidação implica em perda de elétrons e a redução em ganho. As espécies reativas, que são 

geradas tanto por sistemas enzimáticos como não enzimáticos, têm sido envolvidas não apenas 

em grande número de processos fisiológicos, mas também não fisiológicos durante a iniciação 

e progressão de doenças (SANTOS et al., 2009).  

 O excesso de espécies reativas é combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo ou 

absorvidos da dieta. Os antioxidantes são substâncias que, quando em baixas concentrações 

comparadas ao substrato oxidável, regenera o substrato, ou previne a oxidação do mesmo 

(HALLIWELL, 2000). Os antioxidantes que são produzidos pelo corpo são os enzimáticos 

como a glutationa peroxidase, a catalase e a superóxido dismutase e os não enzimáticos como 
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a glutationa. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza os 

provenientes da dieta como o α-tocoferol (vitamina E), β-caroteno (pró-vitamina A), ácido 

ascórbico (vitamina C) e compostos fenólicos (FRANCISCO, 2011).  

 O estresse oxidativo (EO) ocorre quando a magnitude da produção de espécies reativas 

supera a capacidade antioxidante, o que resulta em oxidação de lipídios (lipoperoxidação), 

proteínas (carbonilação e/ou nitração), carboidratos (carbonilação) e DNA (oxidação de bases 

nitrogenadas) (FERREIRA et al., 2011). A lesão desses importantes componentes celulares leva 

à alteração da estrutura química, da função e à morte celular (GUPTA et al., 2009).  

 O T. cruzi está exposto a diferentes EROs geradas pelo metabolismo aeróbico do 

parasito, diante da resposta imune do hospedeiro e também, em alguns casos, as EROs são 

liberadas por fármacos usados no tratamento de pacientes com DC (DOCAMPO, 1990; 

TURRENS, 2004). Assim, durante o curso da infecção pelo T. cruzi pode ocorrer o EO, 

resultante da destruição tecidual pelas secreções tóxicas do parasito, pela resposta imune 

citotóxica mediada por linfócitos T (MARTINS et al., 1998) ou por danos secundários à 

mitocôndria (CARDOSO et al., 1999).  

Neste contexto, são necessárias investigações mais abrangentes com o intuito de 

compreender as reações que o tratamento com BZ pode causar no hospedeiro e a influência da 

via de inoculação no desfecho da infecção por diferentes cepas de T. cruzi em camundongos, 

incluindo a infecciosidade, carga parasitária, tropismo tecidual e comprometimento hepático.   

 

9. JUSTIFICATIVA 

 Estudos sobre a biologia de T. cruzi realizados por diferentes pesquisadores, incluindo 

a nossa equipe, apontam para uma ampla diversidade comportamental, sendo ela influenciada 

por diversos fatores do parasito como cepa ou linhagem genética e origem dos tripomastigotas 

(formas infectantes), associados a outros fatores como via de inoculação, volume e 

concentração do inóculo, os quais podem influenciar no curso da infecção (DIAS et al., 2013). 

Sua variabilidade genética pode também influenciar sua virulência, tropismo tecidual e 

capacidade de dispersão na natureza (MEZA et al. 2014; ABEGG et al. 2017). Trabalho 

pioneiro de Andrade (1973) analisou diferentes cepas obtidas no Recôncavo Baiano, em área 

endêmica no Brasil, e mostrou que elas apresentavam tropismos para as células do miocárdio, 

fígado e baço. No entanto, só é possível visualizar células parasitadas (contento ninhos de 

amastigotas) em diferentes órgãos (coração, músculo esquelético e outros) pelos quais o 

parasito apresenta tropismo, através de análises histológicas (TARLETON & ZHANG, 1999). 
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 Nas infecções experimentais com T. cruzi, há relatos de comprometimento hepático e a 

presença de parasitos viáveis no fígado de camundongos infectados (SARDINHA et al., 2006). 

Tropismo tecidual diferenciado já foi observado em camundongos inoculados por T. cruzi e as 

cepas Y e Berenice 62 (ambas classificadas como TcII) mostraram elevado tropismo pelo 

fígado e baço, além do coração (MELO & BRENER, 1978). Comparando a patogenicidade de 

cepas TcIV do Norte do Brasil (Amazonas) com cepas TcII do Sul (Paraná) para camundongos, 

parasitismo de intensidade moderada foi observado no cérebro (cepa AM62, TcIV) e coração 

(BS48, TcII) indicando tropismo preferencial de TcIV para o sistema nervoso central e TcII 

para o miocárdio. Também foi possível detectar parasitismo, porém de intensidade leve, pela 

cepa TcIV em todos os tecidos analisados (fígado, músculo esquelético, musculo liso, baço, 

parede abdominal e coração) e por TcII no músculo cardíaco e esquelético (MEZA et al. 2014) 

Tendo em vista a relevância do fígado como sítio de migração e controle do parasito, é 

importante a avaliação da função hepática mediante dosagens laboratoriais do soro desses 

animais. 

 Em infecções experimentais de camundongos pela via intraperitoneal (IP), 

classicamente e majoritariamente a mais utilizada, a resposta ao tratamento etiológico com BZ 

pode variar de acordo com o genótipo clonal de T. cruzi (TOLEDO et al., 2003), bem como 

com a DTU (TESTON et al., 2012; MONTEIRO et al., 2013; GRUENDLING et al., 2015), 

além do tratamento com BZ induzir a um aumento do estresse oxidativo no parasito 

(FRANCISCO, 2011).  

Vários estudos têm demonstrado que parcela significativa de pacientes tratados com BZ, 

apresentaram algum tipo de reação adversa durante o tratamento, sendo verificado prurido, 

astenia, rash cutâneo e descamação da pele, além de alterações hematológicas e enzimáticas 

(PONTES et al., 2010). Alterações enzimáticas como o aumento nos níveis de aspartato 

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), já foram observadas em 

camundongos BALB/c, inoculados pela via oral com a cepa Tulahuén (TcVI) e não tratados 

(ALBUQUERQUE et al., 2015). Estes autores verificaram ainda que quando a infecção ocorre 

por VO ou intragástrica, ela estimula uma resposta imune que pode levar à uma infecção mais 

severa quando comparada com a via intraperitoneal (IP), afetando de forma mais intensa, além 

do coração, o fígado do animal. Embora a via de inoculação IP seja a mais utilizada em estudos 

experimentais, a forma mais comum de aquisição da infecção pelo T. cruzi na natureza é através 

da transmissão oral. Estas alterações enzimáticas também foram observadas em camundongos 

Swiss inoculados pela via IP com a cepa Y (TcII) e tratados com BZ por 20 dias (SARTINI, 

2015). Portanto, diante do exposto, se faz necessário avaliar o real impacto da infecção oral e 
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do tratamento com BZ, separadamente ou ao mesmo tempo, nas enzimas hepáticas de 

camundongos infectados com T. cruzi. 

 São escassos os estudos sobre as dosagens enzimáticas e estresse oxidativo após 

tratamento da DC. Neste contexto, são necessárias investigações mais abrangentes com o intuito 

de compreender as reações que o tratamento pode causar no hospedeiro, e a influência da via 

de inoculação na evolução da infecção e na resposta ao tratamento de camundongos com cepas 

de T. cruzi de diferentes DTU, incluindo a infecciosidade, carga parasitária, tropismo tecidual 

e comprometimento hepático. 

  

10. OBJETIVOS 

 

10.1. Geral   

Realizar avaliações parasitológicas, bioquímicas (dosagem de enzimas hepáticas e 

estresse oxidativo) e histopatológicas em camundongos inoculados por via oral e intraperitoneal 

com T. cruzi II (TcII) e T. cruzi IV (TcIV) submetidos ao tratamento com BZ durante a fase 

aguda da infecção. 

 

10.2. Específicos 

 Comparar a evolução da parasitemia (exame de sangue a fresco) e a carga parasitária 

(qPCR) em camundongos inoculados por diferentes vias e DTU do parasito, tratados e não 

tratados com BZ.  

 Avaliar o dano hepático destes animais através de parâmetros plasmáticos (dosagem das 

enzimas AST, ALT e ALP) e de parâmetros de estresse oxidativo do fígado.  

 Realizar avaliações histopatológicas desses animais, determinando a intensidade do 

processo inflamatório, do parasitismo e o tropismo tecidual. 

 Avaliar a correlação entre tropismo tecidual das cepas e possíveis alterações 

enzimáticas.  
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Artigo 1: “Alterações hepáticas em camundongos inoculados por via oral com Trypanosoma 

cruzi II e IV e tratados com benzonidazol” 
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Destaques 

 As infecções de camundongos pelas cepas Y (TcII) e AM14 (TcIV) de T. cruzi pelas 

vias oral e intraperitoneal causaram mais danos hepáticos que o tratamento etiológico 

com benzonidazol.  

 O benzonidazol causa alterações hepáticas quando administrado em camundongos não 

infectados, aumentando a atividade das enzimas AST e ALT.  

 O tratamento com benzonidazol nos animais infectados pela via oral com a cepa Y 

(TcII) reverteu para os níveis normais as enzimas AST e ALT. 
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 O tratamento com benzonidazol reduziu o estresse oxidativo nos camundongos 

infectados com a cepa Y (TcII), promovendo benefícios aos animais tratados.  

 

Resumo 

O Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da doença de Chagas (DC) ou tripanossomíase 

americana, que consiste em um sério problema de saúde pública, principalmente na América 

Latina. O miocárdio é o principal alvo do parasito, entretanto, lesões no fígado também têm 

sido relacionadas à fase aguda da infecção. A infecção pela via oral, através da ingestão de 

alimentos contaminados, tem sido a forma de transmissão mais frequente, levando à uma 

doença mais severa. O benzonidazol (BZ), utilizado no tratamento da DC, apresenta reações 

adversas importantes, com potencial de induzir toxicidade hepática. O objetivo deste estudo foi 

avaliar o impacto de infecção por via oral (VO) e do tratamento com BZ, separadamente e ao 

mesmo tempo, sobre as alterações hepáticas de camundongos inoculados com T. cruzi II e IV. 

Para isto, grupos de camundongos swiss foram inoculados por via oral (VO) e por via 

intraperitoneal (IP) com 2x106 tripomastigotas metacíclicos de cultura das cepas Y (TcII) e 

AM14 (TcIV) de T. cruzi. O tratamento com BZ 100 mg/Kg/dia foi realizado a partir do 5º dia 

de infecção, por 20 dias consecutivos. Para se confirmar a infecção e os efeitos do tratamento, 

os animas foram submetidos ao exame de sangue a fresco (ESF), qPCR qualitativa e 

quantitativa em sangue e avaliações bioquímicas (dosagens enzimáticas e estresse oxidativo). 

A análise dos parâmetros parasitológicos derivados da curva de parasitemia mostrou que os 

animais infectados com a cepa Y por VO apresentaram maior valor apenas 1/6 parâmetros que 

nos animais IP, indicando maior virulência da infecção por esta última. Naqueles infectados 

com a cepa AM14, 2/6 parâmetros foram significativamente maiores, indicando maior 

virulência da via IP também com esta cepa. A dosagem das enzimas hepáticas mostrou que os 

níveis de aspartato aminotrasferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina 

(ALP), independentemente da via de inoculação, estavam mais elevados na infecção pela cepa 

Y em relação a cepa AM14. O tratamento com BZ dos animais controles não infectados causou 

aumento da atividade das enzimas AST e ALT mostrando que a droga sozinha afeta o fígado. 

O que também também foi confirmado pelo aumento do estresse oxidativo (EO) do fígado 

destes animais, demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteínas. Podemos 

concluir que as infecções de camundongos pela via IP com as cepas Y (TcII) e AM14 (TcIV) 

foram mais virulentas do que as infecções adquiridas por VO. Comparando as cepas, vimos que 

na VO não houveram diferenças significativas, mas na infecção por via IP, a cepa Y se mostrou 

mais virulenta. As infecções pelas cepas Y (TcII) e AM14 (TcIV) de T. cruzi pelas vias oral e 
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IP causaram mais danos hepáticos que o tratamento etiológico. Entretanto, o tratamento com 

BZ reduziu os parâmetros de EO para a cepa Y, promovendo benefícios aos animais tratados.  

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doença de Chagas oral, benzonidazol, qPCR, 

aminotransferases, estresse oxidativo.   
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1. Introdução 

 O Trypanosoma cruzi é um protozoário hemoflagelado pertencente à ordem 

Kinetoplastida e família Trypanosomatidae, agente etiológico da doença de Chagas (DC) ou 

tripanossomíase americana [1]. Atualmente, este parasito infecta aproximadamente 8 milhões 

de pessoas em todo o mundo, principalmente em países da América Latina [2]. A prevalência 

da DC é maior nos países onde a transmissão de T. cruzi ocorre através da via vetorial, seja ela 

clássica após o repasto sanguíneo dos triatomíneos, ou pela ingestão do vetor e/ou suas fezes 

trituradas em alimentos [3]. A transmissão oral embora acidental, emergiu como a principal 

forma de transmissão da DC no Brasil, sendo responsável por 73% dos novos casos [4]. A 

maioria (95 a 98%) dos pacientes na fase aguda da DC é assintomática [5]. No entanto, podem 

ocorrer miocardite e meningoencefalite, que levam à morte, principalmente de crianças. Além 

de febre, linfoadenopatia e hepatoesplenomegalia. Durante a fase crônica, 50-70% dos 

infectados são assintomáticos (forma indeterminada), 25 - 30% dos pacientes apresentam a 

forma cardíaca e 12 a 15% manifestações digestivas [6]. 

 O T. cruzi apresenta populações amplamente heterogênicas, composta por uma 

variedade de cepas que circulam nos ciclos doméstico e silvestre entre insetos vetores, seres 

humanos e reservatórios animais [7,8]. As linhagens genéticas do parasito são classificadas 

dentro de seis unidades de tipagens distintas (DTU), de TcI a TcVI [9]. Recentemente foi 

descrita a sétima DTU, o TcBat isolada de morcegos que também é capaz de infectar humanos. 

Estas DTU podem apresentar distribuição geográfica diferente e estar associadas a aspectos 

clínico-epidemiológicos distintos. TcII, por exemplo, é frequentemente isolada do sangue de 

pacientes crônicos e está associada ao ciclo doméstico de transmissão nos países do Cone Sul 

da América do Sul, onde predominam manifestações cardíacas da doença, mas também 

digestivas. Já TcIV está associada ao ciclo de transmissão silvestre e causa surtos agudos de 

doença de Chagas oral na Região Amazônica, onde a forma digestiva é rara ou ausente [10,11]. 

A via de transmissão oral (VO) é, provavelmente, a estratégia mais antiga para a 

dispersão de T. cruzi entre os mamíferos. Entretanto, a via de inoculação intraperitoneal (IP) é 

a mais utilizada na infecção experimental, principalmente de camundongos. Entre os fatores 

relacionados ao parasito que podem influenciar na evolução da infecção experimental se 

encontram a origem dos tripomastigotas (formas infectantes), a via de inoculação, volume e 

concentração do inoculo, a DTU do parasito, dentre outros [12]. As cepas de T. cruzi podem 

apresentar tropismo tecidual diferenciado sendo classificadas como miotrópicas, parasitando 

preferencialmente tecidos muscular ou, macrofagotrópicas quando parasitam órgãos linfoides 

[13]. O que é o caso das cepas Y e Berenice 62 de T. cruzi que, além do miocárdio, causaram 
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intenso parasitismo tecidual no fígado e baço de camundongos albinos inoculados pela via IP 

com 100.000 tripomastigotas sanguíneos (TS).  

 Por outro lado, foi verificado que durante a fase aguda da infecção experimental de 

camundongos BALB/c com 1.000 TS da cepa Y de T. cruzi (via de inoculação não descrita), 

embora formas amastigotas tenham sido raramente encontradas no fígado, a inflamação foi 

comumente observada, indicando que este órgão é também afetado [14]. O parasito está exposto 

à espécies reativas ao oxigênio tanto geradas pelo seu metabolismo aeróbico, frente à resposta 

imune do hospedeiro, quanto liberadas por fármacos utilizados no tratamento da DC [15]. 

Assim, a infecção pelo T. cruzi pode cursar com estresse oxidativo (EO) tecidual, que associado 

às secreções tóxicas dos parasitos e à resposta imune citotóxica, pode contribuir para a 

destruição tecidual [16, 17].   

 No tratamento etiológico da DC, é utilizado o benzonidazol (BZ), derivado 

nitroheterocíclico que apresenta baixa eficácia durante a fase crônica e reações adversas 

importantes, além de alterações das enzimas hepáticas [18]. Já foi demonstrado, 

experimentalmente in vivo, que a resposta ao tratamento com BZ pode variar de acordo com o 

genótipo de T. cruzi [19, 20] bem como com sua DTU [11, 21, 22]. Além de alterar os níveis 

de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), o tratamento com BZ 

de camundongos inoculados por via IP com inóculo tão baixo quanto 500 TS, também induz 

um aumento do EO [23]. No sangue de camundongos BALB/c inoculados por VO com a cepa 

Tulahuén (TcVI), mas não submetidos ao tratamento com BZ, foi observado aumento das 

enzimas AST e ALT [24]. Estes autores verificaram ainda que na infecção por VO ou 

intragástrica, a resposta imune estimulada pode levar à uma infecção mais severa em 

comparação com a via IP, afetando o coração e, de forma mais intensa, o fígado do animal.  

 Diante do exposto, nosso objetivo foi investigar o impacto da via de inoculação (VO e 

IP) e do tratamento com BZ nas alterações parasitológicas e bioquímicas de camundongos 

inoculados com T. cruzi II (cepa Y, macrofagotrópica) e IV (cepa AM14, não 

macrofagotrópica) durante a fase aguda da infecção.  

 

2. Materiais e métodos 

2.1. Aspectos éticos 

 O uso, manutenção e cuidados com os camundongos seguiram as diretrizes do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e a pesquisa foi aprovada pelo 

Comitê de Conduta Ética no Uso de Animais em Experimentação (CEUA) da UEM (parecer 

número 9659251017/2017). Os animais eram mantidos em gaiolas de polietileno (dimensões 
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de 20x32x21 cm) em estantes microambientadas (AL20 - Alesco®) com água e ração ad libitum 

e ciclo de claro e escuro (12/12h). Para a coleta dos órgãos (coração, fígado e baço) os animais 

foram submetidos a eutanásia por aprofundamento anestésico com administração 

intraperitoneal de ketamina (Fagra®, Rhobipharma, Brasil) (50 mg/kg) associado a xilazina 

(Anasedan, CEVA, Brasil) (10 mg/kg).    

 

2.2. Cepas de T. cruzi 

 Foram utilizadas duas cepas de T. cruzi que apresentam propriedades biológicas 

distintas, principalmente em relação ao tropismo tecidual e linhagem genética. A cepa Y 

apresenta tropismo por órgãos linfóides parasitando, preferencialmente, fígado e baço, além do 

coração [13] e foi genotipada como TcII [9]. Esta cepa, altamente virulenta para camundongo 

albino, foi considerada parcialmente resistente a droga (BZ e nifurtimox) em animais 

inoculados por via IP com formas TS [25, 26] e resistente ao BZ em camundongos inoculados 

por VO com 2x106 tripomastigotas metacíclicos de cultura (TMC)/animal [27]. A cepa AM14, 

proveniente de paciente em fase aguda de um surto de doença de Chagas oral no Amazonas, foi 

classificada como TcIV [11]. Seu tropismo tecidual não foi estabelecido, uma vez que nos 

camundongos inoculados, não foram detectadas amastigotas nos órgãos examinados. 

Entretanto, em 3/10 cepas TcIV avaliadas, incluindo a AM14, parasitismo tecidual foi 

observado principalmente no coração e cérebro [22, 28]. A cepa AM14, considerada de baixa 

virulência para camundongo [22, 29], foi resistente ao BZ na infecção com inoculo de 2 x106 

TMC/animal, tanto por via IP quanto na por VO [30]. Ambas as cepas se encontram 

criopreservadas em nitrogênio líquido na Coleção de Tripanosomatídeos do Laboratório de 

doença de Chagas da Universidade Estadual de Maringá (UEM).  

 

2.3. Inoculação dos animais 

 Foram utilizados 60 camundongos swiss, machos, de 21 e 28 dias, provenientes do 

Biotério Central da UEM. Vinte animais foram inoculados por VO e 20 por via IP, com 2x106 

TMC em 1,0 mL de meio LIT, com cada uma das cepas [12]. Os animais VO eram deixados 

em jejum por cerca de 12h antes de serem inoculados. Os 20 animais restantes, não foram 

inoculados e serviram como controles não infectados.  

 

2.4. Grupos experimentais 

 Os animais foram distribuídos em seis subgrupos de 10 animais cada, como a seguir: 1) 

Controle não infectado e não tratado (CNI); 2) Controle não infectado e tratado (NI+BZ); 3) 
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Infectado por VO e não tratado (VONT); 4) Infectado por VO e tratado (VO+BZ); 5) Infectado 

por via IP e não tratado (IPNT); e 6) Infectado por via IP e tratado (IP+BZ). 

 

2.5. Tratamento etiológico 

 O tratamento etiológico ou específico consistiu na administração da dose de 100 

mg/kg/dia de BZ (LAFEPE®, Pernambuco, Brasil) por gavagem, durante 20 dias consecutivos, 

iniciando-se o tratamento no 5º dia de infecção (d.i.). Todos os grupos infectados, ~ 48h após 

o término do tratamento com BZ, foram submetidos a imunossupressão com ciclofosfamida 

(Cy, Genuxal, Baxter, Brasil) na dose de 50 mg/kg/dia, por 4 dias consecutivos na primeira 

semana e por 3 dias alternados nas duas semanas seguintes [31].   

 

2.6. Avaliações parasitológicas 

 2.6.1. Exame de sangue a fresco (ESF): Este teste foi realizado em todos os animais 

inoculados antes, durante e após o tratamento com BZ para se confirmar a infecção e traçar a 

curva de parasitemia. Esta foi avaliada diariamente a partir do 3º d.i. até a negativação por 3 

dias consecutivos [32]. A parasitemia também foi avaliada, em dias alternados, durante e após 

a administração do agente imunossupressor (Cy) para se verificar a reativação da infecção, 

caracterizada pela volta da parasitemia patente e aumento da mortalidade. A partir de curva de 

parasitemia média, foram obtidos os seguintes parâmetros: período pré-patente (PPP), primeiro 

dia que o ESF positivo foi detectado; período patente médio (PP), média dos períodos em que 

cada animal teve a parasitemia detectada pelo ESF; pico máximo de parasitemia (Pmax), média 

obtida a partir do pico de parasitemia detectada para cada animal; e dia do pico máximo 

(Dpmax), média dos dias em que cada animal teve a o pico de parasitemia detectada. Com os 

resultados deste teste foi obtido a porcentagem de animais com o ESF positivo (%ESF+). 

 

 2.6.2. Reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR): A qPCR foi realizada 

para detecção de DNA de T. cruzi e quantificação da carga parasitária sanguínea. O DNA foi 

extraído pelo método fenol/clorofórmio, como descrito por Caldas et al. [33] e modificado por 

Gruendling et al. [22]. O DNA obtido foi analisado através do kit QuantiNova SYBR Green 

PCR (Quiagen) com 100 ng de DNA genômico total, utilizando os iniciadores TCZ-F (5’ –

GCTCTTGCCCACAMGGGTGC– 3’) e TCZ-R (5’ –CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG– 3’) 

[32]. As amostras foram amplificadas em LightCycler® 480 mediante desnaturação a 95 ºC 

durante 2 minutos, 35 ciclos de amplificação a 95 ºC durante 15 segundos, e 60 ºC durante 10 
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segundos. Para monitorar os dímeros de iniciadores ou a formação de produtos não específicos, 

foi realizada a análise da curva de fusão de 65 ºC a 97 ºC ao final de cada ensaio.  

 Foi estabelecida uma curva padrão usando DNA purificado de T. cruzi; diluições em 

série variando de 100 a 0,001 ng de DNA, foram adicionadas nos poços da placa de reação em 

triplicata. A curva padrão foi gerada pelo software LightCycler® 96 e utilizada para calcular a 

relação parasita equivalente em cada amostra. Os parasitas equivalentes foram baseados na 

quantidade de DNA por célula epimastigota, onde foram considerados 200 fg / parasita [34]. 

Com esses resultados obteve-se a percentagem de camundongos com qPCR positiva (%qPCR+) 

e a média da carga parasitária (CP) para cada grupo experimental. 

 

 2.6.3. Infecciosidade e taxa de sobrevivência: Os animais que apresentaram ESF e/ou 

qPCR positivos foram considerados infectados. A taxa de infecciosidade foi obtida pela razão 

entre o número de animais inoculados e o número de animais infectados vezes 100. As mortes 

foram registradas ao longo dos experimentos e as taxas de sobrevivência dos diferentes grupos 

foram comparadas utilizando-se o gráfico da Kaplan-Meyer. 

 

2.7. Avaliações bioquímicas 

 Foram a avaliados os seguintes parâmetros plasmáticos de dano hepático: dosagens das 

enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotrasferase (ALT) e fosfatase alcalina 

(ALP); e parâmetros de estresse oxidativo (EO): dosagem de glutationa reduzida (GSH), 

catalase e grupamentos carbonila de proteínas. 

 

 2.7.1. Dosagem das enzimas hepáticas plasmáticas: As enzimas AST, ALT e ALP foram 

dosadas em plasma sanguíneo por espectrofotometria (espectrofotómetro Hitachi U-3000) com 

kits comerciais da Gold Analisa Diagnóstica Ltda (Belo Horizonte, MG, Brasil). O sangue dos 

animais foi coletado por punção cardíaca, 48h após o final do tratamento com BZ e 48h após o 

término da imunossupressão, utilizando-se anticoagulante (heparina sódica), e centrifugado a 

1.500 rpm durante 20 minutos para a separação do plasma. Posteriormente, as amostras de 

plasma foram transferidas para microtubos eppendorf e congeladas a -4 ºC, até o uso.   

 

 2.7.2. EO hepático: Após a eutanásia (item 2.1.) o fígado foi clampeado e mantido em 

nitrogênio líquido. Para a preparação do homogenado do órgão foi utilizado o homogenizador 

de Van Potter-Elvehjem com 10 volumes de tampão fosfato de potássio 0,1 M (pH 7,4) em 

banho de gelo e uma alíquota foi separada para uso como homogenado total. O homogenado 
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restante foi centrifugado a 11.000 g por 15 minutos e o sobrenadante separado como uma fração 

solúvel do homogenado. A GSH foi medida espectrofluorimetricamente (excitação a 350 nm e 

emissão a 420 nm) por meio do ensaio de o-ftaloaldeído como descrito anteriormente [35]. A 

atividade da catalase foi estimada medindo a alteração na absorbância a 240 nm usando H2O2 

como substrato e os resultados foram calculados usando o coeficiente de extinção molar (ε) de 

9,6x10-3 M-1 • cm-1. Os grupamentos carbonila das proteínas foram medidos por 

espectrofotometria usando 2,4-dinitrofenilhidrazina [36] e seus níveis foram calculados usando 

o coeficiente de extinção molar (ε) de 2,20x104 M-1 • cm -1. 

 

2.8. Avaliações histopatológicas    

 Foram avaliados 3-5 animais por grupo experimental para cada uma das cepas 

estudadas. Os animais foram submetidos à eutanásia e tiveram o coração, fígado e baço 

coletados 48h após o término da imunossupressão. 

 Fragmentos destes órgãos foram, primeiramente, fixados em formalina 10% e após 24h 

preservados em álcool 70%. Após desidratação e diafanização, os tecidos foram embebidos em 

parafina. Posteriormente foram cortados em secções de 5 µm de espessura, separadas por 

intervalos de 25 µm e colocadas em lâminas de microscopia (4 secções por lâmina) e então 

coradas com hematoxilina-eosina (HE). As secções foram examinadas em microscópio óptico 

em objetiva de 40X. 

 Os parâmetros histopatológicos analisados incluíram: presença e intensidade do 

processo inflamatório (PI) e da necrose tecidual (NT); presença e ausência de tecido conjuntivo, 

hemorragia e congestão do vaso sanguíneo. A intensidade do PI e da NT foi classificada como 

ausente (-), leve (+) (1 foco/secção), moderado (++) (2-5 focos/secção), intenso (+++) (>5 

focos/secção). Outros parâmetros histopatológicos avaliados foram: presença e intensidade do 

parasitismo e tropismo tecidual. 

 

2.9.Análises estatísticas   

 A análise estatística dos parâmetros parasitológicos foi feita da seguinte forma: PPP, 

PP, Pmax, Dpmax e CP, foram comparados com os testes não paramétricos de Mann-Whitney 

ou Krust-Wallis (KW), utilizando-se o software Biostat, versão 5.3 (Belém, Pará, Brasil). Os 

parâmetros, %ESF+, %qPCR+ e %INF, foram comparados pelo teste qui-quadrado (χ2). Os 

dados histopatológicos (PI e PT) foram analisados com o teste de KW. Nas análises dos 

parâmetros bioquímicos foram utilizadas a média e o erro padrão. Na comparação da taxa de 

sobrevivência foi utilizado gráfico de Kaplan-Meyer do software GraphPad Prism 5.0. 
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Comparações estatísticas foram realizadas entre as vias de inoculação (VO x IP), entre as cepas 

(Y x AM14) e entre animais tratados com BZ e não tratados (BZ x NT). 

 

3. Resultados 

 A %INF foi de 100% nos camundongos inoculados com ambas as cepas de T. cruzi, 

tanto por via VO quanto por via IP (dados não mostrados). Ao longo de 30 dias de experimento, 

o tratamento com BZ evitou a letalidade dos animais tratados, e a taxa de sobrevivência dos 

animais infectados com a cepa Y e não tratados com BZ, tanto por VO quanto por via IP, foi 

de 50%. Entretanto, as mortes dos animais inoculados pela via IP ocorreram mais precocemente 

como pode ser visualizado no gráfico de Kaplan-Meyer da figura 1. Para os infectados com a 

cepa AM14 a taxa de sobrevivência foi de 100% para todos os grupos. 

 

 

Figura 1. Curvas de sobrevivência de camundongos infectados por via oral (VO) e por via 

intraperitoneal (IP) com a cepa Y (TcII) de Trypanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (100 

mg/kg/dia, 20X) (BZ) e em controles não tratados (NT). Os grupos VO+BZ e IP+BZ se 

apresentam sobrepostos no gráfico.  

 

3.1.Comparação dos parâmetros parasitológicos entre as duas vias de inoculação (VO x 

IP) 

As curvas de parasitemia média dos animais inoculados com as cepas Y e AM14, por 

ambas as vias (VO e IP) são mostradas na figura 2. Os animais NT, inoculados com TMC da 

cepa Y por VO, apresentaram níveis de parasitemia 3 vezes menores do que aqueles inoculados 
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por via IP (Figura 2a). Os animais NT inoculados por VO com a cepa AM14 apresentaram nível 

de parasitemia de até 2,5 vezes superiores aos inoculados por via IP (Figura 2b).  

Quanto aos sete parâmetros parasitológicos, derivados da curva de parasitemia (PPP, 

PP, Pmax e Dpmax) ou não (%ESF+), e moleculares (%qPCR+ e CP), em animais NT, 

observamos que, na infecção com a cepa Y houveram diferenças significativas em 3 deles 

enquanto que na infecção com AM14, apenas em 2 parâmetros (Tabela 1 e figuras 2a e 2b). 

Nos animais infectados com a cepa Y por VO apenas o PPP foi maior que nos animais IP, 

indicando maior virulência da infecção por via IP nestes animais. Uma vez que quanto maior o 

PPP, menor é a virulência da cepa. Naqueles infectados com a AM14, o PPP e Dpmax 

apresentaram valores maiores nos animais VO, indicando maior virulência da via IP também 

com esta cepa (Tabela 1 e figura 2b). 

A %ESF+ e %qPCR+ variaram de 90 a 100%, para os animais infectados com ambas 

as cepas e por ambas as vias de inoculação, sem diferenças significativas (Tabela 1). A CP dos 

animais inoculados com a cepa Y e NT foi de 2,3 parasitas equivalentes • 100 ng-1 enquanto 

que nos animais VO ela foi de 0,6 parasitas equivalentes • 100 ng-1, sem diferença estatística 

(Figura 3a). Nos animais inoculados com cepa AM14, a CP também não apresentou diferença 

entre as vias de inoculação (Figura 3b). 
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Figura 2. Curvas de parasitemia média em camundongos inoculados por via oral (VO) e por via 

intraperitoneal (IP) com 2x106 tripomastigotas metacíclicos de cultura das cepas Y (TcII) (2a) e 

AM14 (TcIV) (2b) de Trypanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (BZ) (100 mg/kg/dia, 

20X), à partir do 5º dia de infecção, e em controles não tratados (NT). 
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Tabela 1. Comparações estatísticas (média e desvio padrão) dos parâmetros parasitológicos e moleculares de camundongos inoculados pelas vias 

oral (VO) e intraperitoneal (IP) com 2x106 tripomastigotas metacíclicos de cultura das cepas Y (TcII) e AM14 (TcIV) de Trypanosoma cruzi. 

 

PPP: período pré-patente; PP: período patente; Pmax: número de tripomastigotas / 0,1 mL de sangue no pico da parasitemia; Dpmax: dia do pico 

máximo; NS: não significativo; Na comparação dentro da mesma via de inoculação e na mesma linha, valores com símbolos iguais são 

significativamente diferentes (*p < 0,05; #p < 0,001). 

 
Y   

 
AM14 

Parâmetro VO IP Valor de p 
 

VO IP Valor de p 

PPP (dias) 9,5 ± 1,4* 4,1 ± 0,6# < 0,001 
 

8,2 ± 0,6* 7,2 ± 1,4# 0,025 

PP (dias) 11,6 ± 2,0# 14,3 ± 3,3# 0,049 
 

3,5 ± 1,7# 2,6 ± 1,5# NS 

Pmax (x10³) 75,7 ± 26,4# 250,9 ± 154,7# < 0,001 
 

5,4 ± 3,7# 3,0 ± 1,2# NS 

Dpmax 13,2 ± 2,3# 10,3 ± 3,1* NS 
 

8,9 ± 0,6# 7,8 ± 1,6* 0,002 

%ESF+ 100,0 (10/10) 100,0 (10/10) NS 
 

100,0 (10/10) 90,0 (9/10) NS 

%qPCR+ 100,0 (5/5) 100,0 (3/3) NS 
 

100,0 (5/5) 100,0 (5/5) NS 
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Figura 3. Carga parasitária média detectada pela reação em cadeia da polimerase em tempo 

real (qPCR) em camundongos inoculados pelas vias oral (VO) e intraperitoneal (IP) com 2x106 

tripomastigotas metacíclicos de cultura / animal das cepas Y (TcII) (3a) e AM14 (TcIV) (3b) 

de Tryapanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (BZ) (100 mg/kg/dia, 20X), e em controles 

não tratados (NT).  

 

3.2.Comparação dos parâmetros bioquímicos entre as duas vias de inoculação (VO x IP) 

Os resultados da dosagem das enzimas hepáticas no plasma dos diferentes grupos 

experimentais são mostrados na figura 4. Nos animais NT infectados com a cepa Y, as enzimas 

AST e ALT, mas não a ALP, apresentaram valores significativamente superiores (p < 0,05) 

somente nos infectados por VO em comparação aos animais não infectados (CNI) (Figura 4a). 

Aqueles animais infectados por VO com a cepa AM14 apresentaram diferença significativa 

apenas para a ALT em relação aos CNI (Figura 4b). 

Nos parâmetros de EO do fígado dos animais NT, infectados com a cepa Y, apenas a 

infecção por VO diminuiu os níveis de glutationa reduzida (GSH), o que significa um aumento 

de EO tecidual nesta condição (Tabela 2). Tanto a infecção por VO quanto à por via IP causaram 

aumentos de grupos carbonila de proteínas, o que mostra um aumento da injúria tecidual. 

Embora nenhum parâmetro de EO tenha sido significativamente alterado, a infecção por VO 

apresentou diminuição dos níveis de GSH e aumento dos grupos carbonila de proteínas, sendo 

estes indicativos de lesão tecidual. (Tabela 2).
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Figura 4. Níveis plasmáticos das enzimas de função hepática em camundongos infectados pelas vias oral (VO) e intraperitoneal (IP) com 2x106 

tripomastigotas metacíclicos de cultura / animal das cepas Y (TcII) (4a) e AM14 (TcIV) (4b) de Tryapanosoma cruzi, tratados com benzonidazol 

(BZ) (100 mg/kg/dia, 20X), e em controles não tratados (NT). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina amintransferase; ALP: fosfatase 

alcalina; *: valores diferentes do CNI; #: diferença após tratamento com BZ (p ≤ 0,05). 
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Tabela 2. Parâmetros de estresse oxidativo (média ± erro padrão) do fígado de camundongos 

(n = 3 - 6 animais) controles não infectados (CNI), controles não infectados e tratados com 

benzonidazol (NI+BZ), inoculados por via oral (VO) e tratados (VO+BZ), inoculados por via 

intraperitoneal (IP) e tratados (IP+BZ). Inóculo: 2x106 tripomastigotas metacíclicos de cultura 

/ animal da cepa Y (TcII) e AM14 de Trypanosoma cruzi, em 1,0 mL de meio de cultura LIT. 

 Grupos experimentais Cepa Y 

Parâmetros CNI NI+BZ VONT VO+BZ IPNT IP+BZ 

Glutationa 

(nmol.mg-1) 
8,24 ± 0,11a 6,02 ± 0,65a 3,47± 0,35b 6,19 ± 0,72ª 6,12 ± 0,21ª 7,80 ± 0,63ª 

Catalase 

(nmol.min-1.mg-1) 
0,26 ± 0,03ª 0,43 ± 0,04ª 0,39 ± 0,04ª 0,34 ± 0,05ª 0,33 ± 0,03ª 0,29 ± 0,05ª 

Grupos 

carbonílicos 

(nmol.mg-1) 

2,60 ± 0,14ª 3,87 ± 0,20b 3,46 ± 0,28b 3,95 ± 0,1b 3,98 ± 0,12b 
3,21 ± 

0,09ab 

                                   Grupos experimentais Cepa AM14 

Parâmetros CNI NI+BZ VONT  VO+BZ IPNT IP+BZ 

Glutationa 

(nmol.mg-1) 
10.24 ± 0.82 11.41 ± 0.44 8.82 ± 1.09 9.69 ± 0.88 11.90 ± 0.78 10.27 ± 0.38 

Catalase 

(nmol.min-1.mg-1) 
0.31 ± 0.03 0.30 ± 0.02 0.29 ± 0.02 0.29 ± 0.02 0.27 ± 0.02 0.25 ± 0.01 

Grupos 

carbonílicos 

(nmol.mg-1) 

3.00 ± 0.40 3.41 ± 0.32 4.45 ± 0.35 4.44 ± 0.41 3.75 ± 0.13 3.55 ± 0.18 

Valores com letras diferentes (a e b) na mesma linha são diferentes (p ≤ 0,05). 

 

3.3.Comparação entre as cepas e dentro da mesma via de inoculação (Y x AM14) 

Nas infecções pelas vias VO e IP dos animais NT, em 4/6 parâmetros parasitológicos 

(PPP, PP, Pmax e Dpmax) avaliados, foram observadas diferenças significativas para ambas as 

cepas dentro da mesma via (Tabela 1). Na infecção VO, a cepa Y apresentou valores maiores 

do que a cepa AM14 para PPP e Dpmax, sugestivos de menor virulência, e também para PP e 

Pmax, os quais sugerem maior virulência. Na infecção por via IP, embora tenham sido 

observadas diferenças significativas em 4/6 parâmetros, os valores de 3 deles (PPP, PP e Pmax) 

sugerem maior virulência da cepa Y quando inoculada por essa via, em comparação à cepa 

AM14 (Tabela 1). 

Para a CP detectada pela qPCR, não foram observadas diferenças estatísticas (utilizando 

o teste não paramétrico de Mann-Whitney) entre as cepas Y e AM14, dentro da mesma via de 
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inoculação (Figura 3). Os animais VO da cepa AM14 apresentaram uma CP de 3,2 parasitas 

equivalentes / 100 ng de DNA enquanto que os infectados com a cepa Y, 0,6 parasitas 

equivalentes / 100 ng, entretanto, sem diferença significativa. 

A dosagem das enzimas hepáticas no plasma mostrou que os níveis de AST, ALT e 

ALP, independentemente da via de inoculação, estavam mais elevadas em até 4,5 X na infecção 

pela cepa Y em relação a cepa AM14 (Figura 4). Com destaque para a ALT que apresentou 

maiores diferenças nos animais infectados por VO seguidos pelos da via IP.  

Os resultados de EO (Tabela 2) mostraram que as diferenças entre as cepas foram 

maiores apenas para GSH para as duas vias de infecção, onde a cepa Y obteve menores valores 

comparados a cepa AM14.  

 

3.4. Efeitos do tratamento com BZ nos parâmetros estudados 

 Os animais VO e IP tiveram a parasitemia suprimida pelo BZ a partir do primeiro dia 

de tratamento, para aqueles inoculados com a cepa Y (Figura 2a), e a partir do 9º dia para os 

infectados com a cepa AM14 (Figura 2b).  

Nos animais inoculados com a cepa Y, tanto por VO quanto por via IP, quando 

submetidos ao tratamento com BZ, apresentaram redução significativa em 4/6 parâmetros 

parasitológicos (PP, Pmax, Dpmax e %ESF+) (Tabela 3). Já aqueles inoculados com a cepa 

AM14, redução significativa foi observada em 2/6 para a via IP (Dpmax e %ESF+) e 1/6 para 

a VO (%ESF+). O parâmetro molecular (%qPCR+) não mostrou redução após tratamento com 

BZ, para nenhum grupo experimental. Ou seja, a qPCR foi positiva em todos os animais 

avaliados (Tabela 3). O tratamento com BZ não promoveu redução significativa da CP dos 

animais infectados com as duas cepas avaliadas, inoculadas tanto por VO quanto por via IP 

(Figura 3). 

O tratamento com BZ dos animais controles não infectados (NI+BZ) causou aumento 

significativo da atividade das enzimas AST (p = 0,020) e ALT (p = 0,021), mostrando que a 

droga por si só, afeta o fígado (Figura 3). Já para os animais infectados com a cepa Y, o BZ 

promoveu redução (p = 0,05) da AST nos infectados VO e da ALT tanto nos infectados por VO 

(p = 0,043) quanto nos IP (p = 0,021), mostrando que o tratamento reverteu esta situação. Para 

a enzima ALP, alteração significativa pela droga não foi registrada. Tanto nos animais CNI 

quanto nos infectados com a cepa AM14, o tratamento não alterou de forma significativa a 

atividade das 3 enzimas avaliadas (Figura 4). 

 Na análise dos parâmetros de EO, foi verificado que o BZ provocou aumento 

significativo, apenas dos grupos carbonila das proteínas, para os animais do grupo NI (Tabela 
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2). Para os animais infectados com a cepa Y por VO, foi observada aumento significativo da 

GSH nos animais tratados em comparação aos NT (Tabela 2). Naqueles infectados por via IP, 

embora o BZ tenha promovido redução significativa dos grupos carboníla, os valores deste 

parâmetro não retornaram ao nível dos animais NI. Para a cepa AM14 não foram observadas 

diferenças significativas entre os grupos tratados e NT em ambas as vias de infecção (Tabela 

2).  

 

3.5.Comparações dos parâmetros histopatológicos  

As análises histopatológicas dos animais infectados com a cepa Y se encontram em 

andamento. Para os infectados com a cepa AM14, o material coletado ainda será processado 

para obtenção dos cortes histológicos. 
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Tabela 3. Comparações estatísticas (média e desvio padrão) dos parâmetros parasitológicos e moleculares de camundongos inoculados pelas vias 

oral (VO) e intraperitoneal (IP) com as cepas Y (TcII) e AM14 (TcIV) de Trypanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (BZ 100 mg/kg/dia, 20X) 

e em controles não tratados (NT). Inóculo: 2x106 tripomastigotas metacíclicos de cultura / animal. Início do tratamento: 5º dia de infecção.  

 
Y 

 
AM14 

 
VO 

 
IP 

 
VO 

 
IP 

Parâmetros  NT BZ 
 

NT BZ 
 

NT BZ 
 

NT BZ 

PP (dias) 11,6 ± 2,0 PA* 
 

14,3 ± 3,3 2,6 ± 0,5* 

 
3,5 ± 1,7 3,4 ± 1,3 

 
2,6 ± 1,8 3,3 ± 1,5 

Pmax (x10³) 75,7 ± 26,4 PA* 
 

250,9 ± 154,7 5,7 ± 1,3* 

 
5,4 ± 3,7 5,3 ± 2,2 

 
3,0 ± 2,1 2,2 ± 1,2 

Dpmax 13,2 ± 2,3 PA* 

 
10,3 ± 3,1 4,6 ± 0,5* 

 
8,9 ± 0,6 9,4 ± 1,0 

 
7,8 ± 0,4 6,5 ± 1,6* 

%ESF+ 100,0 (10/10) PA* 

 
100,0 (10/10) 20,0 (2/10)* 

 
100,0 (10/10) 0,0 (0/10)* 

 
90,0 (9/10) 0,0 (0/10)* 

%qPCR+ 100,0 (5/5) 100,0 (6/6) 
 

100,0 (3/3) 100,0 (5/5) 
 

100,0 (5/5) 100,0 (4/4) 
 

100,0 (5/5) 100,0 (5/5) 

PA: parasitemia ausente; *: diferença significativa entre tratados e não tratados (p < 0.05)
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4. Discussão  

O impacto da infeção tanto por VO quanto por via IP, e do tratamento com BZ, nas 

alterações hepáticas de camundongos infectados com duas cepas de T. cruzi pertencentes a 

DTU distintas (TcII e TcIV), ainda não foi avaliado histopatologicamente no estudo atual, 

pretendemos realizar em breve.  

 A infecção de camundongos swiss com TMC da cepa Y (TcII) tanto pela VO quanto 

pela via IP, causou uma taxa de mortalidade de 50% nos animais infectados. Entretanto as 

mortes ocorreram mais precocemente naqueles inoculados pela via IP, sugerindo maior 

letalidade desta via para essa cepa. Esses resultados concordam com Dias et al. [12] que não 

verificaram diferenças na taxa de mortalidade entre as vias VO e IP, no entanto esses autores 

observaram taxas de mortalidade superiores (de 90-100%) as do presente estudo utilizando 

tripomastigotas da mesma origem na infecção dos animais. Mesmo os camundongos não 

respondendo ao tratamento com BZ quando inoculados pela cepa Y por VO em termos de cura 

parasitológica [27], a droga evitou a letalidade na infecção pelas duas vias. Nos animais 

infectados com a cepa AM14 não ocorreram mortes, o que mostra maior letalidade da cepa Y, 

tanto na infecção VO quanto na por via IP.   

 Na comparação dos parâmetros parasitológicos entre as vias (VO x IP) para os animais 

infectados com a cepa Y, os níveis de parasitemia foram cerca de 3X menores na VO em 

comparação a via IP, sugerindo maior virulência da via IP. Esses animais também apresentaram 

menor PPP e maior CP em relação aos inoculados por VO. Embora a diferença na CP não tenha 

sido significativa devido ao baixo número de animais no grupo em consequência da alta 

mortalidade [12]. Dias et al. [12] também observaram maior virulência para a infecção de 

camundongos com TMC da cepa Y por via IP, quando considera-se os parâmetros PPP, PP e 

pico máximo de parasitemia.  

 Nos animais infectados com a AM14 embora os níveis de parasitemia tenham sido cerca 

de 2,5X menores nos animais IP, não houve diferenças na CP detectada pela qPCR. Os animais 

infectados VO com essa cepa apresentaram maior PPP e o Dpmax mais tardio, sugerindo maior 

virulência da via IP também para essa cepa [30].  

 Embora não tenha sido demonstrada relação direta entre genótipo ou DTU de T. cruzi e 

manifestações clínicas da DC, a diversidade genética das cepas pode ter impacto importante 

nas propriedades biológicas e médicas do parasito tais como virulência, patogenicidade, 

tropismo tecidual e resistência a droga [19, 21, 22, 28, 30, 37, 38]. Na comparação das infecções 

pela cepa Y (TcII) e AM14 (TcIV), foram observadas diferenças significativas para quatro 

parâmetros derivados da curva de parasitemia. Entretanto, na infecção VO pela cepa Y 
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observou-se maior PP e Pmax, que indica maior virulência, e maior PPP e Dpmax, menor 

virulência. Na infecção por via IP, a cepa Y foi mais virulenta considerando três parâmetros 

(menor PPP e maiores PP e Pmax) enquanto que para a AM14 apenas o parâmetro de virulência 

Dpmax apresentou menor valor. Pode-se concluir que, para esses parâmetros, na infecção por 

VO não houve diferenças entras as cepas quanto a virulência, mas na infecção por via IP sim, 

sendo a cepa Y mais virulenta.  

 Em relação a CP, também não foram observadas diferenças significativas entre as cepas 

para nenhuma das vias de inoculação, embora os valores para todos os grupos infectados com 

a cepa AM14 tenham sido numericamente superiores por um lado, e os níveis de parasitemia 

inferiores aos da cepa Y, por outro lado. As amostras de sangue utilizadas para determinar a CP 

pela qPCR foram coletadas no 27º d.i., que corresponde ao início de fase crônica.  

 Já têm sido relatado na literatura importantes reações adversas causadas pelos 

antiparasitários nifurtimox (NX) e BZ utilizados no tratamento da DC, entre elas alterações 

hepáticas [18]. Também tem sido observado na região amazônica microepidemias familiares 

de DC aguda, adquirida por transmissão oral, pela ingestão de alimentos contaminados 

principalmente por frutos de palmeiras como açaí. Esses casos apresentam quadros mais 

severos do que os adquiridos pela via vetorial clássica (contaminação pelas excretas de 

triatomíneos) podendo apresentar maior letalidade [39, 40, 41]. Medicamentos administrados 

por VO assim como patógenos adquiridos por essa via, após serem absorvidos pela mucosa 

gástrica intestinal, são transportados para o sistema porta hepático [24]. Além disso, o fígado é 

afetado na infecção aguda pelo T. cruzi e tem função de depurar os tripomastigotas sanguíneos 

[14].  

 No presente estudo com análises de enzimas no plasma, foi observado que as dosagens 

AST, ALT e ALP estavam até 4,5X mais elevadas na infecção pela cepa Y (TcII) em relação a 

cepa AM14 (TcIV). Esses dados sugerem, então, que a infecção pela VO, principalmente com 

a cepa Y, provoca lesão ao nível hepatocelular provocando a liberação dessas enzimas na 

corrente sanguínea e aumentando seus níveis séricos [42]. A aumento dos níveis de AST 

indicam necrose hepática e podem ocorrer em infecções por parasitos. A ALT apresentou maior 

aumento na infecção por VO pela cepa Y em relação a AM14. Como a origem dessa enzima é 

predominantemente citoplasmática, ela é encontrada em grandes concentrações no fígado, 

sendo ela é um marcador sensível de lesão hepática, sugerindo que a cepa Y inoculada por VO 

levou a uma infecção foi mais severa. Esses dados corroboram com Albuquerque et al., [24] 

que verificaram que camundongos BALB/c inoculados por VO com a cepa Tulahuén (TcVI) 

apresentaram dano hepático, dado ao aumento dos níveis séricos de ALT e AST e confirmados 
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com histologia.  

 Diante dos resultados obtidos com a avaliação do EO, foi possível mostrar que a 

infecção pela cepa Y (TcII) causa maior dano hepático que a cepa AM14 (TcIV), visto que a 

cepa AM14 não alterou nenhum dos parâmetros de EO. Francisco et al. [23] em seu trabalho 

também relata o aumento dos parâmetros hepáticos de EO para a cepa Y.  

 O BZ suprimiu totalmente a parasitemia dos animais infectados pela cepa Y com as duas 

vias avaliadas (VO e IP) durante todo o curso do tratamento, mas não para a cepa AM14 cujos 

animais tratados apresentaram parasitemia patente por quase metade do tempo de tratamento 

(~9 dias). Esse dado sugere maior resistência da cepa AM14 nos animais inoculados tanto por 

VO quanto por via IP em comparação com a cepa Y, concordando com a literatura que mostra 

que AM14 é resistente ao BZ quando inoculada pela via IP [21, 22] e também pela VO [30] e 

que a cepa Y é parcialmente resistente tanto ao BZ quanto ao NX [25, 26] em animais 

inoculados por via IP e resistente ao BZ somente na infecção por VO [27]. 

 Na avaliação do impacto do tratamento com BZ nos parâmetros parasitológicos 

derivados da curva (PPP, PP, Pmax e Dpmax), na %ESF+ e na %qPCR+, foi observado redução 

significativa em 4/6 parâmetros, tanto na VO quanto na via IP para a cepa Y, mas apenas 1/6 

(VO) e 2/6 (IP) parâmetros para a cepa AM14. Esses dados sugerem mais uma vez melhor 

resposta ao tratamento nos animais inoculados com a cepa Y que naqueles inoculados pela cepa 

AM14. Entretanto para a CP não foram observadas diferenças significativas para nenhuma das 

duas cepas e vias estudadas.  

 O BZ administrado em camundongos CNI provocou um aumento significativo nas 

enzimas AST e ALT, confirmando que esta droga causa lesões hepáticas em animais não 

infectados [43, 44].  Isso também foi confirmado pelo aumento do estresse oxidativo do fígado 

nos animais CNI demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteínas. Por outro lado 

nos animais inoculados com a cepa Y pela VO, o tratamento etiológico promoveu redução nas 

dosagens das duas enzimas, enquanto que na infecção IP apenas para a ALT, mostrando uma 

reversão do quadro pelo BZ. Esse resultado sugere maior benefício do tratamento etiológico na 

infecção por VO. Para a cepa AM14, o BZ não alterou a atividade das três enzimas, sugerindo, 

pela análise desses parâmetros, ausência de benefícios do tratamento.  

 O aumento de GSH nos animais infectados por VO com a cepa Y e tratados com BZ 

sugere uma redução do EO e mostra mais um benefício do tratamento na infecção por essa via 

com esta cepa. Níveis discretamente elevados de GSH também foram encontrados na cepa 

AM14 pela VO nos animais tratados, porém estes valores não foram estatisticamente 

significativos. Na infecção por via IP com a cepa Y o BZ também promoveu benefícios, 
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demonstrado pela diminuição dos grupamentos carbonila. Isso corrobora com a literatura que 

mostra que camundongos suíços infectados por via IP com inóculo de 2.000 TS da cepa Y de 

T. cruzi submetidos ao tratamento etiológico tiveram redução do EO [43].  

 

5. Conclusão 

 A infecção de camundongos swiss com as cepas Y (TcII) a via IP se mostrou mais 

virulenta do que a infecção adquirida por VO. Entretanto, na infecção com a cepa AM14, não 

houve diferenças entre as vias de inoculação para os parâmetros avaliados. 

 Nos animais infectados com a cepa Y, tanto pela VO quanto pela via IP, a taxa de 

mortalidade foi de 50%, no entanto, as mortes ocorreram mais precocemente naqueles 

inoculados pela via IP, sugerindo também maior letalidade desta via para essa cepa. Para a cepa 

AM14 não ocorreram mortes, o que mostra menor letalidade em relação a cepa Y (TcII), tanto 

na infecção por VO quanto na por via IP.  

 Neste estudo, o BZ administrado em camundongos CNI provocou um aumento das 

enzimas AST e ALT, confirmando que este fármaco causa lesões hepáticas em animais não 

infectados. Esse dado também foi confirmado pelo aumento do EO do fígado nos animais CNI 

demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteínas.  

 O tratamento com BZ dos animais infectados com a cepa Y promoveu redução da 

enzima AST para a VO e da ALT tanto nos infectados VO como por via IP, mostrando que o 

tratamento reverteu essa situação. O aumento de GSH nos animais infectados por VO com a 

cepa Y e tratados com BZ sugere uma redução do EO e mostra mais um benefício do tratamento.  

 Os resultados deste estudo mostraram que as infecções pelas cepas Y (TcII) e AM14 

(TcIV) de T. cruzi pelas vias oral e IP causam mais danos hepático que o tratamento etiológico. 

Entretanto o tratamento com BZ promoveu redução dos parâmetros de EO na infecção com a 

cepa Y, propiciando benefícios aos animais tratados. 
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CAPÍTULO III 

 

1. CONCLUSÕES 

 Este estudo experimental, parasitológico e bioquímico, em camundongos inoculados por 

via oral e intraperitoneal com T. cruzi II (TcII) e T. cruzi IV (TcIV) mostrou que: 

1) As infecções de camundongos por via IP com as cepas em cepas Y (TcII) e AM14 (TcIV) 

foram mais virulentas do que as infecções adquiridas por VO.  

2) Não houveram diferenças entras as cepas quanto a virulência na infecção por VO, mas na 

infecção por via IP sim, sendo a cepa Y mais virulenta. 

3) O BZ causou alterações hepáticas quando administrado em camundongos não infectados, 

aumentando os níveis na concentração das enzimas AST e ALT. Esse dado também foi 

confirmado pelo aumento do estresse oxidativo (EO) do fígado nos animais não infectados, 

demonstrado pelo aumento dos grupos carbonila das proteínas.  

4) O tratamento com BZ dos animais infectados com a cepa Y (TcII) promoveu a redução na 

concentração da enzima AST para a VO e da ALT tanto no VO como também no via IP, 

mostrando que o tratamento reverte essa situação.  

5) O aumento de GSH nos animais infectados por VO com a cepa Y e tratados com BZ mostrou 

uma redução do EO, indicando mais um benefício do tratamento.  

6) As infecções pelas cepas Y (TcII) e AM14 (TcIV) de T. cruzi pelas vias oral e IP causaram 

mais danos hepáticos que o tratamento etiológico. Entretanto, o tratamento com BZ reduziu 

os parâmetros de EO na cepa Y, promovendo benefícios aos animais tratados.  

7) Os benefícios promovidos pelo tratamento etiológico com BZ depende tanto da cepa (DTU) 

de T. cruzi, quanto da via de inoculação. A infecção por VO apresentou mais benefícios 

pelo BZ que a via IP, assim como a cepa Y em relação a cepa AM14.  

 

2. PERSPECTIVAS  

 Os resultados obtidos através dessa pesquisa mostra que a cepa e a via de inoculação 

podem influenciar a virulência da infecção, levando a um comprometimento hepático 

diferenciado. O que mostra a necessidade da realização de estudos histopatológicos para 

relacionar as alterações bioquímicas encontradas indicativas de lesão com as alterações 

histopatológicas do órgão/tecido. Também com a análise de outros órgãos como o coração e 

baço, poderemos relacionar o tropismo tecidual das cepas e as vias de inoculação, com as 

alterações enzimáticas.  
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 Como foi visto, sabe-se que o estresse oxidativo é combatido através de antioxidantes 

que são produzidos pelo corpo ou absorvidos pela dieta. Assim, como perspectiva de estudo 

futuro, propõe-se utilizar substancias antioxidantes como α-tocoferol (vitamina E), β-caroteno 

(pró-vitamina A), ácido ascórbico (vitamina C), entre outras que, associados ao tratamento com 

BZ, possam atenuar os danos do estresse oxidativo.  
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