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RESUMO 

 

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento biológico e o perfil 

cariotípico de quatro cepas de T. cruzi isoladas de hemoculturas obtidas de dois pacientes 

chagásicos que foram submetidos ao tratamento com 5mg/kg/dia de benzonidazol por 60 dias. 

Assim, o crescimento in vitro das cepas isoladas antes (1230 e 1206) e após o tratamento dos 

pacientes (3314 e 3306) foi avaliado no meio LIT e LIT modificado (LIT-Mod – substituição 

do soro bovino por 3% de urina humana) na presença e ausência de soro de cão tratado com 

1000 mg/kg de benzonidazol. As cepas 1230 e 1206 apresentaram maior crescimento nos 

meios de cultivo na ausência da droga, principalmente no meio LIT modificado. Porém, nos 

meios contendo 5% da droga, elas apresentaram menores quantidades de parasitos vivos 

durante um menor tempo em comparação com as outras duas cepas. Na tentativa de 

induzirmos resistência ao benzonidazol, as cepas 3314 e 3306 foram submetidas a diferentes 

concentrações da droga no meio LIT (1%, 2%, 3%, 4% e 5%), observando uma maior 

sobrevida dos parasitos, principalmente no meio contendo 1% da droga. Os parasitos da cepa 

3314 que sobreviveram à presença de 1% de benzonidazol foram novamente inoculados em 

meio LIT contendo diferentes concentrações da droga (0,2%, 0,5%, 1% e 2%), proporcionando 

uma indução de resistência nos parasitos.  Os resultados obtidos levaram à conclusão de que 

(1) o meio LIT-Mod pode substituir o meio LIT para o cultivo in vitro de T. cruzi, (2) o 

tratamento do paciente com benzonidazol alterou as características de crescimento do parasito, 

(3) não houve diferenças no cariótipo molecular entre as cepas isoladas de um mesmo paciente 

e (4) a resistência ao benzonidazol parece ter surgido de eventos moleculares intrínsicos do 

parasito e não pela seleção de subpopulações resistentes do parasito.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 – DOENÇA DE CHAGAS 

 

1.1.1 – Aspectos históricos 

Os eventos que marcam a descoberta da tripanossomíase americana, ou doença de 

Chagas, iniciaram em 1907, quando Carlos Chagas, pesquisador de Manguinhos, chegou a 

Lassance, no norte de Minas Gerais, com a missão de combater a malária entre os 

trabalhadores da Estrada de Ferro Central do Brasil. Lá, teve sua atenção despertada por um 

inseto que proliferava nas frestas das paredes de pau-a-pique das casas, alimentando-se à noite 

do sangue de seus moradores. Por atacar preferencialmente o rosto, era chamado de “barbeiro” 

pela população local. Ao examinar estes insetos, Carlos Chagas encontrou neles um novo 

protozoário, que chamou de Schizotrypanum cruzi, em homenagem ao médico sanitarista 

Oswaldo Cruz. Chagas determinou a patogenicidade do microrganismo para animais de 

laboratório e descreveu sua presença em animais domésticos. Paralelamente, o pesquisador já 

havia detectado nos habitantes da região alterações patológicas ainda não conhecidas naquela 

época e começou, então, a investigar as ligações entre o novo parasito e a condição mórbida 

daquela população.  

Em março de 1909, em um exame a fresco realizado em uma criança, Chagas 

encontrou protozoários flagelados que, após coloração por Giemsa, verificou ser semelhante 

aos encontrados em barbeiros. Esta data ficou marcada como a descoberta do agente causador 

e transmissor da nova doença, mais tarde denominada tripanossomíase americana ou “Doença 

de Chagas” (CARNEIRO, 1963). 
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Chagas e seus colaboradores identificaram as diversas manifestações clínicas da 

doença, separando-as entre as fases aguda e crônica, estudaram a biologia das várias espécies 

de barbeiros transmissores e descreveram minuciosamente a morfologia e o ciclo evolutivo do 

Trypanosoma cruzi no inseto transmissor e no hospedeiro vertebrado. Eles realizaram 

investigações experimentais, produziram estudos sobre a patogenia e anatomia patológica, 

desenvolveram métodos de diagnóstico, analisaram o papel dos reservatórios domiciliares e 

silvestres do parasito e apontaram a relevância da doença.  

De forma até então inédita na história da medicina, um único investigador identificava 

o inseto transmissor, o agente etiológico e os seus reservatórios na natureza, e por fim os casos 

humanos de uma nova moléstia.  

 

1.1.2 – Epidemiologia 

A doença de Chagas ou tripanossomíase americana é uma infecção generalizada, 

causada por um protozoário flagelado, o Trypanosoma cruzi, transmitida naturalmente a 

humanos e a outros animais por meio de hemípteros hematófagos da subfamília Triatominae 

por meio das fezes e urina dos insetos infectados. Outras vias de transmissão são transfusão de 

sangue, transplante de órgãos, aleitamento materno, acidentes laboratoriais, congênita e oral 

(DIAS, 1992).  

Acredita-se que antes da colonização européia da América, o parasito estava restrito 

aos pequenos mamíferos das matas e campos da América, desde a Patagônia até o sul dos 

Estados Unidos. Esses animais (tatus, gambás, roedores) convivem com barbeiros silvestres e 

entre eles circula o parasito. Com o início dos processos de colonização, aconteceram 

desequilíbrios ecológicos (desmatamentos, queimadas) em muitos lugares e os barbeiros foram 
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desalojados, invadindo as habitações humanas. A doença chegou ao homem e aos mamíferos 

domésticos, transformando-se em uma antropozoonose. 

A transmissão vetorial para humanos tem sido atribuída, tradicionalmente, a dois ciclos 

conectados que são bem definidos: os ciclos silvestre e doméstico. A infecção humana através 

do ciclo doméstico é o resultado da domiciliação de vetores que trazem o parasito do ambiente 

silvestre para as habitações humanas. A presença ocasional de mamíferos e triatomíneos 

silvestres nessas habitações também representa uma fonte de transmissão do parasito. Além 

disso, a infecção humana pode ser adquirida via ciclo silvestre quando o homem invade esse 

ambiente (FERNANDES et al., 1999).  

A doença de Chagas apresenta algumas características associadas com a origem 

geográfica da cepa do T. cruzi, como: maior freqüência de megaesôfago e megacólon no Brasil 

central e rara ocorrência ao norte do rio Amazonas; diferenças na resposta ao tratamento 

etiológico, com altos níveis de cura na Argentina, Chile e no estado do Rio Grande do Sul 

(CABRAL et al., 1999).   

Dados oficiais dão conta de que, hoje, pelo menos 16 milhões de indivíduos estão 

infectados pelo T. cruzi, com preocupantes taxas de morbi-mortalidade em várias regiões 

estudadas, acometendo principalmente populações socialmente marginalizadas, de origem 

rural (WHO, 1991). No Brasil, estima-se que existam cerca de 5 milhões de chagásicos 

(LIMA, 1983; DIAS, 1987), dos quais, aproximadamente 60% são provenientes de migração 

rural-urbana e residem atualmente em grandes centros urbanos (DIAS, 1987; DIAS & 

CONTIJO, 1995). As complicações mais graves em decorrência da doença causam cerca de 

45.000 mortes por ano (WHO, 2003). 

A tendência atual é de uma “urbanização” da endemia, em virtude de movimentos 

migratórios que derivam do modelo urbano-industrial e do progressivo empobrecimento das 
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áreas rurais latino-americanas, fazendo crescer a importância dos mecanismos não-vetoriais de 

transmissão do parasito (DIAS, 1985; TDR, 1980). A transmissão transfusional ganhou 

destaque em virtude da migração de indivíduos infectados para áreas urbanas com ineficiente 

sistema de controle das transfusões de sangue. 

 

1.1.3 – Terapêutica 

As parasitoses tropicais estão entre as doenças mais prevalentes do mundo, atingindo 

milhões de pessoas. A prevenção destas doenças depende de medidas ecológicas, sanitárias, 

assim como emprego de fármacos antiparasitários eficazes e seguros (FRAYHA et al., 1997). 

A eficácia dos fármacos depende do conhecimento detalhado do ciclo de vida, 

metabolismo e biologia em geral dos parasitos. No passado, os indivíduos infectados eram 

tratados com produtos extraídos de plantas, por administração exclusivamente oral, pois se 

acreditava que o sítio das infecções fosse o trato intestinal. Os avanços dos conhecimentos 

anatômicos, bioquímicos e estudos fisiológicos, e o entendimento de quase todos os ciclos de 

vida dos principais parasitos no homem, permitem que atualmente se realize o processo de 

planejamento de fármacos de maneira mais racional, com ênfase no mecanismo de ação, 

visando atingir diretamente os alvos específicos e essenciais dos parasitos (FRAYA et al., 

1997). 

Desde a descoberta da doença, até os dias atuais, foram realizadas inúmeras tentativas 

de desenvolvimento de quimioterápicos, sem obter, entretanto, um medicamento totalmente 

eficaz. Os fármacos disponíveis atualmente para o controle da doença, benzonidazol e 

nifurtimox (Fig. 1) apresentam baixa eficiência e fortes efeitos colaterais (STOPPANI, 1999), 

como anorexia, distúrbios gastrintestinais, neuropatias e erupções cutâneas (BERGER et al., 

1998), toxicidade, precauções para uso parenteral prolongado e resistência do parasito 
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(CROFT, 1999). Ambas as drogas quando administradas na fase aguda da doença têm 

apresentado cura em 50-70% dos pacientes; entretanto, elas curam somente cerca de 8% dos 

pacientes na fase crônica (PRATA, 1994).  

Para o tratamento de alguns casos têm sido utilizados fármacos antifúngicos da classe 

dos azóis, entre eles cetoconazol, miconazol, econazol e itraconazol (STOPPANI, 1999; 

URBINA, 1999). A utilização destas drogas se baseia no fato de que tanto fungos quanto 

tripanossomatídeos produzem ergosterol, como um dos principais componentes das 

membranas celulares (DOCAMPO & SCHMUNIS, 1997; URBINA, 1997). Assim, quaisquer 

moléculas que inibam enzimas envolvidas na biossíntese de ergosterol são potenciais alvos 

para desenvolvimento de novos fármacos. 

No caso do T. cruzi vários processos bioquímicos têm sido apontados como alvos 

terapêuticos potenciais, entre eles: a enzima tripanotiona redutase (SALMON et al., 1998), 

enzimas envolvidas na importação e interconversão de purinas, metabolismo do folato e 

pteridina, biossíntese de RNA mensageiro, biossíntese de lipídios, transialidase (FAIRLAMB, 

1999), diidrofolato redutase (ZUCCOTTO et al., 1999), enzimas do glicossomo, envolvidas no 

metabolismo energético, destacando-se a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (SOUZA et al., 

1998), e bloqueio da diferenciação celular do parasito (URBINA et al., 1993). 

Além disso, sabe-se que diferentes cepas de T. cruzi apresentam grande variabilidade 

genética, sendo que algumas cepas têm-se mostrado mais patogênicas a modelos experimentais 

(MARTINEZ-DIAZ et al., 2001), enquanto outras se mostram resistentes ao tratamento com 

determinadas drogas. Apesar destas características serem conhecidas, pouco se sabe sobre os 

mecanismos moleculares que governam a resistência a drogas nesse parasito. 

MURTA et al. (1998), sugerem que a resistência natural do parasito pode ser um fator 

importante para explicar a baixa taxa de cura em pacientes chagásicos. O aparecimento de 
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resistência a drogas em parasitos torna imprescindível a pesquisa e o desenvolvimento de 

novos produtos de origem natural, semi-sintética ou sintética, com atividade antiparasitária, 

além da utilização de técnicas moleculares para a caracterização da suscetibilidade das cepas 

às drogas em questão. O desenvolvimento de fármacos mais efetivos e menos tóxicos requer o 

total conhecimento do ciclo de vida e metabolismo do T. cruzi. Para o desenvolvimento destes, 

é cada vez mais importante a seleção do alvo terapêutico, o que permite uma busca racional 

por agentes que provoquem a resposta desejada específica para o controle da doença. O maior 

foco para descoberta de novos fármacos antichagásicos tem sido a identificação e 

caracterização bioquímica e molecular dos alvos (CROFT, 1999). 

A identificação de marcadores moleculares para suscetibilidade ou resistência do T. 

cruzi a drogas pode ser útil como fator preditor de cura da doença de Chagas. É possível que 

com o uso de técnicas de biologia molecular, a detecção da presença do parasito no sangue de 

pacientes chagásicos poderá ser realizada simultaneamente com a caracterização da 

suscetibilidade ou resistência da cepa do T. cruzi a drogas.   

 

     

 

Figura 1: Fórmula estrutural do nifurtimox (1) e benzonidazol (2). 
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1.2 - Características do Trypanosoma cruzi 

 

1.2.1 – Características gerais 

O T. cruzi é um protozoário flagelado, pertencente à ordem Kinetoplastida e à família 

Trypanosomatidae. As características desta ordem incluem a presença de flagelo e 

cinetoplasto, uma organela autoreplicável que contém o DNA extranuclear. O parasito é 

transmitido por insetos triatomíneos hematófagos infectados pertencentes à família 

Reduviidae, sendo as principais espécies transmissoras : Triatoma infestans, Rhodnius prolixus 

e Panstrongylus megistus. Os hospedeiros vertebrados somam uma grande variedade de 

espécies, incluindo o homem. 

O ciclo biológico do parasito é complexo, envolvendo vários estágios distintos de 

desenvolvimento nos diversos hospedeiros e se inicia quando os triatomíneos se contaminam 

durante a ingestão de sangue de mamíferos infectados. Os parasitos ingeridos se multiplicam 

na luz intestinal do inseto como formas flageladas epimastigotas e, quando se encontram no 

intestino posterior, diferenciam-se em formas tripomastigotas metacíclicas infectantes, que são 

eliminadas nas fezes e urina. A infecção do hospedeiro vertebrado pelo T. cruzi tem início 

quando os parasitos eliminados pelo inseto encontram uma descontinuidade na pele ou 

mucosa. Ao penetrar no hospedeiro, o parasito tem a capacidade de atingir os tecidos 

subcutâneos podendo invadir diferentes tipos celulares principalmente macrófagos (BRENER, 

1992). No sangue dos hospedeiros vertebrados, os parasitos apresentam-se sob a forma de 

tripomastigotas, e nos tecidos, como amastigotas, que se diferenciam em tripomastigotas antes 

de serem liberadas das células infectadas. Após o rompimento dessas células, tripomastigotas 

são novamente liberados no sangue periférico, podendo invadir novas células. 
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1.2.2 – Resistência e suscetibilidade a drogas em T. cruzi 

As populações do T. cruzi são caracterizadas por um comportamento biológico 

heterogêneo, uma alta variabilidade genética e um curso clínico distinto no hospedeiro 

vertebrado (DOST et al., 2002). Essa heterogeneidade pode ser uma das razões que explica a 

variabilidade nas manifestações clínicas na doença de Chagas e as diferenças regionais de sua 

morbidade (DEVERA et al., 2002). Variações intra-específicas nas diferentes cepas de T. cruzi 

têm sido demonstradas em nível morfo-biológico, bioquímico e genético (ANDRADE, 1974; 

ANDRADE , 1985; MILES et al., 1977; MOREL & SIMPSON, 1980; STEINDEL et al., 

1993). Além disso, tem sido relatada a existência de grande polimorfismo cromossômico entre  

cepas e clones de T. cruzi (HENRIKSSON et al., 1996).  

Em uma determinada área geográfica, pode circular uma ou várias sub-populações do 

parasito, porém, geralmente com predomínio de uma delas (OLIVEIRA et al., 1993). A 

eletroforese de isoenzimas do parasito indica distintas populações (zimodemas) circulando nos 

ciclos doméstico e silvestre (MILES et al., 1978). A resistência natural a drogas de cepas 

silvestres pode ser vista como um meio de transmissão desse caráter no ciclo doméstico 

(FILARDI & BRENER, 1987). Admite-se que as populações de T. cruzi sejam policlonais, 

podendo alguns clones se sobrepor a outros, determinando as características da cepa em estudo 

(DOYLE, 1984). 

Vários pesquisadores têm se dedicado a avaliar a suscetibilidade e resistência natural 

do parasito a drogas utilizadas no tratamento da doença de Chagas. FILARDI & BRENER 

(1987) descreveram a existência de cepas que são naturalmente resistentes e sensíveis ao 

tratamento com benzonidazol e nifurtimox. Diferenças na suscetibilidade do T. cruzi a 

quimioterápicos também foram apontadas por outros autores (BRENER, COSTA & CHIARI, 

1976; ANDRADE, MAGALHÃES & PONTES, 1985; NEAL & VAN BUEREN, 1998). 
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Durante os últimos 20 anos, a suscetibilidade de diversas cepas isoladas de diferentes 

reservatórios e áreas geográficas ao benzonidazol e nifurtimox foi determinada (ANDRADE et 

al., 1985 e 1992; FILARDI & BRENER, 1987; MURTA et al., 1998; TOLEDO et al., 1997). 

Neste contexto, 56% das cepas de T. cruzi  foram consideradas suscetíveis ao benzonidazol, 

16,82% parcialmente suscetíveis e 27,1% resistentes. Um fator que poderia contribuir para 

essas diferenças durante o tratamento da doença é o tipo da cepa que predomina em cada área 

geográfica (ANDRADE et al.,1985 e 1997; MURTA et al., 1998; REVOLLO et al., 1998) . 

FILARDI & BRENER (1987) inocularam 47 cepas isoladas de pacientes humanos, vetores 

domésticos e silvestres em ratos para determinar a suscetibilidade e resistência natural do T. 

cruzi a partir da examinação de sangue e hemocultura dos ratos tratados com benzonidazol e 

nifurtimox. Os autores observaram a alta taxa de cura em ratos infectados pelas cepas oriundas 

do sul do Brasil e Argentina (93,3 a 100%), diferentemente daquelas provenientes de Minas 

Gerais, apresentando diferentes graus de sensibilidade às drogas. 

A seleção in vivo de populações de T. cruzi resistentes ao benzonidazol foi obtida 

através de tratamentos rápidos e sucessivos de ratos infectados com a cepa Y, demonstrando a 

presença de uma heterogeneidade populacional nessa cepa, o que sugere que o tratamento 

inicial elimina os subclones suscetíveis e preserva os resistentes, os quais se multiplicam e 

dominam a população. Esta cepa é considerada ter média resistência ao benzonidazol. Ratos 

infectados com ela mostraram 50% de taxa de cura depois do tratamento (MURTA & 

ROMANHA, 1998). Muitos estudos de caracterização biológica demonstram que cepas de T. 

cruzi isoladas de humanos, reservatórios e vetores de distintas áreas geográficas mostram 

diferentes comportamentos em modelos experimentais (DEANE et al., 1963; ANDRADE e 

MAGALHÃES, 1997). 
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Existem vários protocolos relacionados à indução de resistência in vitro das cepas do 

T. cruzi aos fármacos da classe dos azóis, nifurtimox e benzonidazol (NOZAKI et al., 1996; 

NIRDÉ et al., 1995; BUCKNER et al., 1998). Pesquisadores utilizando diferentes protocolos 

obtiveram in vitro cepas resistentes a determinadas drogas (DVORAK & HOWE, 1977; 

NOZAKI, ENGEL & DVORAK, 1996; NIRDÉ, LARROQUE & BARNABÉ, 1995). Todavia, 

estudos comparativos de suscetibilidade em cepas a drogas demonstraram que não há 

correlação entre suscetibilidade a drogas in vitro e in vivo (SCOTT & MATTHEWS, 1987; 

NEAL & VAN BUEREN, 1988; RIBEIRO-RODRIGUES et al., 1995).  

Em um estudo realizado por MURTA et al., (1998), 45 cepas do T. cruzi sensíveis e 

naturalmente resistentes ao benzonidazol e nifurtimox foram analisadas em relação a 6 

diferentes marcadores moleculares. Neste estudo, o perfil heterozigoto (zimodema B) agrupou 

exclusivamente cepas sensíveis e ocorreu predominantemente em áreas geográficas onde o 

tratamento da doença de Chagas tem sido relatado como mais eficaz, demonstrando que este 

zimodema está associado ao fenótipo de suscetibilidade do T. cruzi a drogas.  

VILLARREAL et al. (2005) analisaram a expressão diferencial de genes nas cepas de 

T. cruzi resistentes ao benzonidazol, observando que cada uma atua independentemente do seu 

próprio grupo genético quando é submetida à pressão por drogas. Os autores tiveram como 

hipótese que os mecanismos envolvidos na sensibilidade natural ao benzonidazol são 

diferentes daqueles envolvidos na indução de resistência à droga.  

MURTA et al. (2006) analisaram os níveis de transcrição e tradução do gene 

codificador da Old Yellow Enzyme de Trypanosoma cruzi (TcOYE) em cepas de T. cruzi 

sensíveis, naturalmente resistentes ao benzonidazol e nifurtimox, com resistência selecionada 

in vivo e induzida in vitro. Os autores observaram que todas as cepas do T. cruzi apresentaram 

4 cópias deste gene, exceto na cepa com resistência induzida in vitro, mostrando que 3 das 4 
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cópias do gene estão deletadas nesta população, sugerindo que a baixa regulação deste gene 

não é um evento pós-transcricional. Os mesmos autores observaram também que a localização 

cromossômica deste gene e os polimorfismos detectados nas cepas estão associados com o 

zimodema e não com o fenótipo de resistência a droga, mostrando que um dos mecanismos 

que conferem a indução de resistência in vitro relaciona com a deleção de cópias deste gene 

estudado.   

A identificação de genes que são diferentemente expressos nas cepas resistentes e 

suscetíveis das populações de T. cruzi poderá ajudar no aumento do entendimento das bases 

moleculares relacionadas com a resistência a drogas presente nesse parasito, conduzindo para o 

descobrimento de novos alvos terapêuticos (MURTA et al., 2006). 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

A doença de Chagas, nas suas diferentes manifestações clínicas, é uma doença que 

afeta milhões de pessoas no mundo. As drogas utilizadas atualmente contra o T. cruzi são 

tóxicas e pouco efetivas, o que as torna de pouca utilidade para os que mais necessitam: 

pessoas com a saúde debilitada por outras doenças ou sem recursos financeiros, que vivem em 

regiões tropicais e subtropicais. Ainda, a descrição de cepas do parasito que adquire resistência 

após o tratamento do paciente com benzonidazol pode torná-lo sem utilidade em um futuro 

próximo. Daí a necessidade de se buscar medicamentos novos que sejam menos tóxicos e com 

preços acessíveis a grande parte da população afetada ou que permitam sua inclusão em 

políticas públicas de combate à doença. 
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3. OBJETIVOS  

 

O trabalho desenvolvido nesta monografia teve como objetivo geral caracterizar os 

mecanismos de resistência ao benzonidazol em cepas de Trypanosoma cruzi obtidas de 

pacientes chagásicos crônicos. Para tanto, propomos os seguintes objetivos específicos: 

- Selecionar cepas de T. cruzi antes e após o tratamento com benzonidazol. 

- Comparar o crescimento do parasito em meio LIT e LIT-Mod na presença e 

ausência de benzonidazol. 

- Estudar alterações nos perfis biológico e genético das cepas selecionadas. 

- Determinar um perfil de resistência/suscetibilidade a droga em T. cruzi. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 – Isolamento e manutenção das cepas de T.cruzi 

O trabalho foi realizado com quatro cepas de Trypanosoma cruzi (1206, 3306, 1230 e 

3314) procedentes de hemoculturas obtidas de dois pacientes (Tabela 1). As hemoculturas 

foram realizadas de acordo com a metodologia proposta por CHIARI et al. (1989). A tabela 2 

indica a data de isolamento das cepas e a positividade das hemoculturas. Estas cepas são 

mantidas criopreservadas no laboratório de Parasitologia da Universidade Federal do 

Triângulo Mineiro. Para a realização deste estudo os parasitos foram descongelados e 

inicialmente cultivados em meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose - NaCl 0,4%; KCl 

0,04%; Na2HPO4 0,8%; glicose 0,2%; triptose 0,5%; infuso de fígado 0,5%; hemoglobina 

2,0%; gentamicina 0,024mg/m; penicilina G 500UI/mL) (CASTELLANI et al., 1967). No pico 

máximo de parasitismo in vitro realizaram-se diversos inóculos para o acompanhamento do 

comportamento destas cepas na presença e ausência de droga. 

TABELA 1: Dados dos pacientes 

Paciente 

 

Data de 

nascimento 

Estado de 

origem 

Forma clínica da 

doença de Chagas 

Cepas isoladas* 

Pré Pós 

1 29/7/1989 Bahia Indeterminada 1206 3306 

2 28/3/1969 Bahia Indeterminada 1230 3314 

 

*Cepas isoladas antes (Pré) e após (Pós) tratamento do paciente por 2 meses com 5mg/kg/dia 

benzonidazol. 
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TABELA 2: Data de isolamento das cepas de T. cruzi e positividade das hemoculturas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

*As cepas 3306 e 3314 apresentaram positividade na hemocultura 22 meses após o tratamento 

dos pacientes.  

 

4.2 – Curvas de crescimento 

O crescimento in vitro das cepas isoladas antes (1230 e 1206) e após tratamento dos 

pacientes (3314 e 3306) foi avaliado pelo inóculo de 2,0 10
6
 formas epimastigotas nos meios 

LIT e LIT modificado pela substituição do soro bovino por 3% de urina humana (LIT-Mod) na 

presença e ausência de soro de cão tratado com 1000 mg/kg de benzonidazol, adquirindo como 

volume final 10mL em cada tubo de Falcon. Os experimentos foram realizados em triplicata e 

a contagem dos parasitos foi realizada em câmara de Neubauer diariamente durante 20 dias. 

Após o término da contagem, a média dos valores foi calculada para a obtenção das curvas de 

crescimento. 

 

 

 

Paciente Cepa 

 

Data do isolamento 

 

Hemocultura  

(Tubos+/total de tubos) 

1 1206 Janeiro/2004 4/6 

 3306* Janeiro/2006 5/6 

2 1230 Janeiro/2004 6/6 

 3314* Janeiro/2006 2/6 
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4.3 – Protocolo para indução de resistência ao benzonidazol 

Na tentativa de induzirmos resistência ao benzonidazol em T. cruzi, 2,0 10
6
 formas 

epimastigotas das cepas 3314 e 3306, que foram isoladas de pacientes previamente submetidos 

ao tratamento com benzonidazol, foram inoculadas em meio LIT e em meio LIT contendo 1%, 

2%, 3%, 4% e 5% de soro de cão tratado com 1000 mg/kg de benzonidazol e o seu 

crescimento foi acompanhado por 20 dias. Os parasitos que sobreviveram à presença de 

benzonidazol foram novamente inoculados em meio contendo a droga e, assim, 

sucessivamente, até que a cepa de T. cruzi cultivada na presença de droga apresentasse 

crescimento igual ao controle cultivado na ausência de droga.  

 

4.4 – Preparação de blocos de agarose contendo DNA genômico de T. cruzi  

As suspensões de formas epimastigotas de T. cruzi foram centrifugadas a 2.000  g 

durante 10 minutos a 4
o
 C para obtenção do sedimento parasitário. O sedimento de células foi 

lavado 2 vezes com solução salina e, posteriormente, ressuspendido para obter uma suspensão 

a 5,0 10
8
 parasitos/mL. Em seguida, os parasitos foram adicionados a uma solução de agarose 

2%/PSG 2 , volume a volume. Rapidamente, 63 microlitros da mistura foram transferidos a 

um molde de acrílico e, em seguida, para um banho de gelo por 10 minutos. Os blocos foram 

transferidos para um tubo de Falcon contendo o mesmo volume de solução de lise (0,5mg/mL 

de proteinase K; 0,1g de SDS 1%; 5mL de EDTA 1M e 10mL de água destilada) e colocados 

no banho-maria a 42°C durante 48 horas. Utilizou-se a solução de TE alto (100mL de TRIS, 

HCL, 1M e pH 7,4; 250mL de EDTA 0,2M, pH 8,0 e 500mL de água destilada estéril) para 

lavar os blocos por 2 dias, trocando a solução de lavagem a cada 24 horas. Os blocos foram 

estocados com solução de TE alto a 4°C. 
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4.5 – Eletroforese em campo pulsátil 

A análise do cariótipo molecular das cepas foi feita através da técnica da eletroforese 

em campo pulsátil (Pulsed Field Gel Electrophoresis – PFGE). Os blocos contendo DNA dos 

parasitos foram colocados nos poços do gel de agarose 1%. O gel foi submerso em um tampão 

de TBE 0,5X e submetido a uma alternância periódica de dois campos elétricos, a partir de 

eletrodos dispostos nos lados de um hexágono formando um ângulo de 120°. A distribuição 

gradual de potenciais resulta num campo elétrico homogêneo em todo o gel permitindo uma 

corrida retilínea para a análise de cariótipos. A temperatura ideal de corrida do gel foi de 10°C. 

A condição de corrida consistiu de três etapas: pulsos de 60s por 24h a 150V; pulsos de 120s 

por 24h a 150V e pulsos de 180s por 24h a 150V.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 – Crescimento in vitro das cepas de T. cruzi em meio LIT e Lit-Mod 

Primeiramente, as curvas de crescimento das cepas 1230, 3314, 1206 e 3306 foram 

determinadas em meio LIT convencional e LIT modificado. Observamos uma diferença de 

crescimento entre as cepas isoladas de um mesmo paciente; entretanto, essa diferença não foi 

significativa. As cepas 1230 e 1206 apresentaram maior crescimento em relação àquelas 

isoladas depois do tratamento dos pacientes em ambos os meios de cultivo, atingindo uma 

superioridade de densidade parasitária máxima de aproximadamente 1,72 x 10
7   

e  1,05 x 10
7 

parasitos/mL no meio LIT; 3,08 x 10
7 

e 1,55 x 10
7 

no meio LIT-Mod, respectivamente. Estas 

cepas apresentaram maior crescimento no meio LIT-Mod, atingindo uma superioridade de 

densidade parasitária máxima de aproximadamente 7,0 x 10
6 

parasitos/mL em relação ao meio 

LIT (Figs. 2A e 2B). 

 

 

 

 



 35 

 

 

 



 36 

5.2 Avaliação da suscetibilidade das cepas de T. cruzi ao benzonidazol 

As curvas de crescimento das cepas 1230 e 3314 (Figs. 3A e 3B) e 1206 e 3306 (Figs. 

4A e 4B) foram determinadas na presença e na ausência de 5% de benzonidazol nos meios de 

cultivo LIT e LIT-Mod. As cepas isoladas antes do tratamento dos pacientes (cepas 1230 e 

1206) comportaram-se diferentemente nos meios contendo a droga em comparação com as 

outras duas cepas, nas quais observamos uma alta mortalidade dos parasitos 24 horas após a 

adição de benzonidazol nos meios de cultivo, principalmente no meio LIT. Observamos 

menores quantidades de parasitos vivos durante um menor tempo em seus perfis de 

crescimento, demonstrando que o tratamento pelo qual os pacientes foram submetidos com 

benzonidazol alterou os perfis de crescimento das cepas. Desta forma, podemos considerar que 

as cepas 1230 e 1206 são mais suscetíveis ao benzonidazol que as cepas 3314 e 3306.  
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5.3 Indução de resistência in vitro ao benzonidazol em T. cruzi 

As cepas 3306 e 3314, isoladas após o tratamento dos pacientes, foram cultivadas em 

diferentes concentrações de benzonidazol no meio LIT normal (1%, 2%, 3%, 4% e 5% de soro 

de cão contendo a droga metabolizada), na tentativa de induzirmos resistência à droga. 

Observamos uma maior sobrevida dos parasitos, principalmente no meio contendo 1% da 

droga. Comparando-se a quantidade de parasitos vivos nestes meios, podemos notar que a 

diferença foi maior quando aumentamos a concentração da droga de 1% para 2% em ambas as 

cepas, apresentando uma maior mortalidade dos parasitos. A cepa 3314 apresentou maior 

quantidade de parasitos vivos durante um maior tempo nos meios contendo todas as 

concentrações da droga (Fig. 5A e 5B). Os parasitos desta cepa que sobreviveram à presença 

de 1% de benzonidazol foram novamente inoculados em meio LIT contendo diferentes 

concentrações da droga (0,2%, 0,5%, 1% e 2%). Após alguns dias, esta cepa cultivada na 

presença de 0,2% da droga apresentou um crescimento maior em relação ao controle cultivado 

na ausência de droga, demonstrando que houve uma indução de resistência aos parasitos da 

cepa 3314 (Fig. 6).  
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5.4 Caracterização genética  

Observou-se que as cepas 1206 e 3306 apresentaram cariótipos moleculares idênticos 

antes e após o tratamento do paciente com benzonidazol através da técnica de eletroforese em 

campo pulsátil. Não foi possível comparar o cariótipo da cepa 3314 com a cepa 1230, uma vez 

que não houve DNA genômico desta última para efetuar a análise.  

 

Figura 7: Análise por eletroforese em campo pulsátil de cepas de T. cruzi cultivadas em meio 

LIT normal. Poço 1: cepa 1206; poço 2: cepa 3306; poço 3: cepa 3314.   
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6. DISCUSSÃO  

Neste estudo, analisamos o crescimento em meio axênico e o perfil cariotípico de cepas 

de T. cruzi isoladas de hemoculturas obtidas dois pacientes chagásicos que foram submetidos 

ao tratamento com 5mg/kg/dia de benzonidazol por 60 dias. Foi testado o crescimento destas 

cepas nos meios de cultivo LIT normal e LIT modificado na presença e ausência de diferentes 

concentrações de soro de cão tratado com 1000 mg/kg de benzonidazol para verificar a 

ocorrência de efeitos desta droga sobre os perfis de crescimento dos parasitos, possibilitando a 

análise da suscetibilidade/resistência in vitro a esta droga. 

Diferenças na suscetibilidade de cepas de T. cruzi a drogas (ANDRADE, 1985; 

FILARDI & BRENER, 1987) podem, em parte, explicar diferenças na eficácia das drogas no 

tratamento de hospedeiros vertebrados infectados com T. cruzi. A existência de cepas 

naturalmente resistentes ao benzonidazol e ao nifurtimox foi descrita anteriormente (FILARDI 

& BRENER, 1987). Neste estudo, as cepas isoladas após o tratamento dos pacientes com 

benzonidazol (3306 e 3314) cresceram menos nos meios de cultivo na ausência da droga, 

porém, estas cepas apresentaram maiores quantidades de parasitos vivos durante um maior 

tempo em relação às outras duas cepas nos meios contendo 5% da droga, demonstrando a 

existência de resistência a droga nestas cepas e que a elevada mortalidade dos parasitos das 

cepas 1230 e 1206 indica uma suscetibilidade in vitro delas à droga. Estes dados mostram que 

o tratamento do paciente com benzonidazol pode influenciar as características de crescimento 

dos parasitos. 

O parasito possui a capacidade de adaptar-se aos vários meios em que sobrevive por 

meio de alterações em suas características biológicas. O isolamento geográfico faz com que o 

parasito possa evoluir separadamente, adaptando-se a diferentes condições ambientais e 

ocasionando o surgimento de diferenças genéticas entre as linhagens, na qual vão se 
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acumulando com o tempo. As cepas estudadas foram isoladas de pacientes provenientes da 

mesma cidade no estado da Bahia, descartando a possibilidade de interferência do fator 

ambiental no surgimento de diferenças genéticas acumuladas com o tempo entre elas.  

A parasitemia elevada observada na fase aguda da doença tende a decrescer como 

resultado da resposta imune do hospedeiro, tornando-se baixa na fase crônica da infecção 

(BARRETT et al., 2003). As cepas 1206 e 1230 apresentaram 4 e 6 tubos positivos no total de 

6 tubos analisados na hemocultura, diferentemente das cepas 3306 e 3314, que possuiram 5 e 2 

tubos positivos, respectivamente. Estas cepas apresentaram positividade na hemocultura 22 

meses após o tratamento dos pacientes. 

O crescimento dos parasitos estimulado pela urina humana levou pesquisadores 

dedicados à otimização de condições de cultivo in vitro de células a substituir o SBF por 

quantidades adequadas de UH, permitindo o crescimento ótimo de Leishmania braziliensis 

(ARMSTRON & PATTERSON, 1994). As cepas isoladas antes do tratamento dos pacientes 

(1230 e 1206) apresentaram maior crescimento nos meios de cultivo, principalmente no meio 

LIT modificado, destacando-se a maior sobrevida dos parasitos neste meio contendo a droga 

em comparação ao meio LIT, mostrando que a alteração da composição do meio proporcionou 

condições suficientes aos parasitos para estimular um maior crescimento.  

MURTA et al. (1998) caracterizaram várias cepas de T. cruzi segundo diferentes 

marcadores moleculares. Os autores mostraram que o perfil isoenzimático heterozigoto 

(zimodema B) está associado ao fenótipo de suscetibilidade de cepas do T. cruzi ao 

benzonidazol. Relataram também a existência do perfil isoenzimático Z1 e Z2 em populações 

do T. cruzi sensíveis e naturalmente resistentes a drogas. Também estudos utilizando 

marcadores moleculares mostraram que as cepas do T. cruzi dividem-se nos grupos 1 e 2, 

indepententemente do seu fenótipo de resistência a drogas, indicando que não existe correlação 
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entre esses marcadores e suscetibilidade do parasito a drogas. Marcadores moleculares 

auxiliariam na prescrição de esquemas terapêuticos específicos para o tratamento de pacientes 

com infecções por cepas sensíveis ou resistentes a drogas. 

O DNA repetitivo do parasito apresenta duas importantes características: alto número 

de cópias no genoma e alta freqüência de polimorfismos. Muitos elementos repetitivos 

carregam seqüências promotoras e reguladoras, participando assim da ativação ou desativação 

de genes do parasito (NOVAK et al., 1993; REQUENA et al., 1994). O significado biológico 

ou funcional da maioria das seqüências de DNA repetitivas permanece obscura e especulativa 

(MARTIN, 1995; REQUENA, 1996). A presença de maiores quantidades de parasitos vivos 

durante um maior tempo observada nas cepas 3314 e 3306 nos meios de cultivo contendo a 

droga sugere que o tratamento dos pacientes induziu a resistência ao benzonidazol através de 

possíveis alterações na regulação da expressão gênica dos parasitos. 

As cepas 3314 e 3306 foram submetidas a diferentes concentrações da droga no meio 

LIT com o objetivo de indução de resistência in vitro. Observamos que a cepa 3314 apresentou 

maiores quantidades de parasitos vivos durante um maior tempo, principalmente no meio 

contendo 1% da droga. Estes resultados podem sugerir a existência de uma heterogeneidade 

entre elas, apesar de serem resistentes ao tratamento com benzonidazol. 

Alguns genes já caracterizados em T. cruzi estão presentes em duas ou mais cópias no 

genoma, que podem estar localizadas em uma única região do cromossomo ou em diferentes 

cromossomos. MURTA et al. (2006) induziram resistência ao benzonidazol em uma cepa de T. 

cruzi através da exposição aumentada de diferentes concentrações da droga, mostrando que a 

deleção de cópias do gene codificador da Old Yellow Enzyme de Trypanosoma cruzi (TcOYE) 

é um dos mecanismos envolvidos na indução de resistência in vitro no parasito. A análise dos 

resultados obtidos através da inoculação dos parasitos sobreviventes da cepa 3314 em 
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diferentes concentrações da droga demonstra que houve uma indução de resistência, pois esta 

cepa cultivada na presença de 0,2% da droga apresentou um crescimento maior em relação ao 

controle cultivado na ausência de droga. 

O cariótipo de T. cruzi parece ser estável nas diferentes formas evolutivas do parasito. 

Existem relatos de alterações na localização dos genes que codificam o RNA da seqüência 

líder do miniexon durante o cultivo prolongado do parasito (WAGNER & SO, 1990). 

Variações no cariótipo têm sido relatadas previamente em T. cruzi e podem aparecer 

espontaneamente durante a cultura in vitro e/ou durante a seleção para a resistência à droga 

(NOZAKI et al., 1996). O fato de o cariótipo das cepas estudadas serem idênticos antes e após 

o tratamento dos pacientes com benzonidazol sugere que não houve seleção de subclones do 

parasito e que a resistência surgiu de mecanismos moleculares intrínsecos do parasito. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados alcançados pela caracterização dos crescimentos de isolados humanos de T. 

cruzi, obtidos antes e após o tratamento dos pacientes com benzonidazol permitem concluir 

que: 

- O meio LIT-Mod pode substituir o meio LIT para o cultivo in vitro de T. cruzi. 

- O tratamento do paciente com benzonidazol alterou as características de 

crescimento do parasito. 

- Não houve diferenças detectáveis no cariótipo molecular entre as cepas isoladas de 

um mesmo paciente antes e após o tratamento com benzonidazol. 

- A resistência ao benzonidazol parece ter surgido de eventos moleculares intrínsicos 

do parasito e não pela seleção de subpopulações resistentes do parasito. 
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