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RESUMO: Foram utilizados camundongos brancos, pesando em média 18g e duas
cepas de Trypanosoma cruzi, morfologicamente distintas: Y com predominância de
formas sangüíneas delgadas e Bolívia com predomínio de formas largas. Os lotes
de animais receberam 2 x 103, 2 x 104 e 2 x 105 tripanossomos por animal e as vias
de inoculação utilizadas foram a intraperitoneal e a subcutânea. Nos animais foi obser-
vado o curso de infecção. Os resultados obtidos revelaram que, nos experimentos em
que se utilizou a cepa Y, existem algumas diferenças significantes, com infecções
mais uniformes e virulentas, após inoculação subcutânea de 2 x 103 e 2 x 104 formas
sangüíneas de T. cruzi. Entretanto, isto não ocorreu com a cepa Bolívia, pois os ani-
mais apresentaram o mesmo padrão de parasitemia e os demais caracteres morfoló-
gicos, quer se utilizasse a via subcutânea ou intraperitoneal. Tal fato permite sugerir
a existência de interrelação entre os fatores via de inoculação traduzida pela maior
ou menor presença de macrófagos no sítio de inoculação, e a morfologia das formas
sangüíneas representada pela maior ou menor capacidade de penetração celular.

UNITERMOS: Trypanosoma cruzi. Camundongos, infecção experimental. Macró-
fagos, parasitologia, infecções subcutâneas. Injeções intraperitoneais.
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INTRODUÇÃO

Os resultados obtidos nas tentativas de
correlação entre o polimorfismo do Try-
panosoma cruzi e o seu comportamento
biológico têm sido escassos. Essas difi-
culdades aumentam ainda mais, quando
se tenta correlacionar os dados morfo-
lógicos das amostras com as suas ações
patogênicas e respectivos quadros clíni-
cos, tanto no homem como em animais de
experimentação (Ferriolli Filho e col.12,
1968; Andrade e col.2, 1970; Belda Ne-
to3, 1974). Coura e col.10 (1966) pro-
prõem o uso da expressão "complexo cru-
zi" para definir o comportamento das
amostras do T. cruzi, tal a complexidade
do problema.

A presença de tripomastigotas sangüí-
colas com diferentes morfologias já havia
sido assinalada por Chagas9 (1909), que
atribuiu ao fenômeno um significado de
dimorfismo sexual. Brener e Chiari8

(1963) e Brener5 (1965) estudaram vá-
rias cepas de T. cruzi e mostraram que,
em algumas populações, as formas delga-
das predominam durante todo o curso da
infecção experimental, ao passo que, em
outras, as formas delgadas constituem a
maioria nos primeiros dias da infecção,
sendo gradualmente substituídas por for-
mas largas que passam a constituir mais
de 90% da população. Essa diferente
distribuição das formas permitiu estudar



presumíveis diferenças fisiológicas entre
os parasitas. Assim, quando tripomatigo-
tas sangüíneos são inoculados endoveno-
samente em camundongos normais, as
formas delgadas desaparecem rapidamen-
te da circulação para cumprirem seu ci-
clo celular, ao passo que as formas lar-
gas continuam circulando por alguns dias
sem serem tomadas por células do hos-
pedeiro (Brener6, 1969).

É fato conhecido que macrófagos nor-
mais são freqüentemente parasitados pelo
T. cruzi no vertebrado e propiciam ao
parasita um ciclo normal de evolução.
Kierszenbaum e col.14 (1974), entretanto,
inocularam formas sangüíneas do T. cru-
zi intraperitonealmente em camundongos
e observaram que, quer nos macrófagos
que eram retirados da cavidade peritoneal
a intervalos regulares, quer naqueles re-
tirados logo após a infecção e mantidos
"in vitro", havia uma crescente destrui-
ção de parasitas fagocitados. Esses dados
são indicativos de que, mesmo em ani-
mais normais, não imunizados, os macró-
fagos estariam envolvidos na resistência.
Dvorak e Schmunis11 (1972) foram ain-
da mais longe ao demonstrar que tripo-
mastigotas obtidos de cultura de tecido
não se multiplicam nem sobrevivem em
macrófagos peritoneais infectados "in vi-
tro". Esses achados contrastam com ex-
periências de outros autores (Hoff13, 1975
e Nogueira e Cohn17, 1976) que, em
condições semelhantes, cultivaram sem
problemas o parasita em macrófagos nor-
mais "in vitro", e também entram em
aparente desacordo com as observações
clássicas da literatura, nas quais as cé-
lulas do sistema fagocitário mononuclear
são consideradas como particularmente
adequadas ao parasitismo pelo T. cruzi.

Neal e MacHardy 16 (1977) realizan-
do estudos comparativos da infectividade
do T. cruzi para camundongos utilizaram
a via intraperitoneal e a via subcutânea
de inoculação, concluindo que, infecções
mais uniformes e virulentas são obtidas

após inoculações subcutáneas. Segundo
os autores, isto se deve principalmente à
resposta celular imediata, nas inoculações
intraperitoneais, ou seja, maior quantida-
de de macrófagos na cavidade peritoneal,
já no momento da inoculação do parasi-
ta.

A proposição foi a de se realizar um
estudo comparativo entre as duas vias de
inoculação, intraperitoneal e subcutânea,
utilizando-se no trabalho duas amostras
do T. cruzi, morfologicamente distintas,
na tentativa de completar e ampliar os
resultados obtidos por Neal e MacHar-
dy 16 (1977). É possível que essas dife-
renças sejam apenas aparentes e que na
realidade dependam de vários fatores,
além do hospedeiro, como a amostra do
parasita e a forma parasitária a ser fago-
citada.

MATERIAL E MÉTODO

Animais

Foram utilizados camundongos albi-
nos, de ambos os sexos pesando em média
18g, criados no Biotério do Campus de
Ribeirão Preto.

Cepas de Trypanosoma cruzi

Foram utilizadas duas cepas do T. cru-
zi: a cepa Bolívia, de características po-
limórficas, com formas sangüícolas pre-
dominantemente largas, isoladas de exem-
plares de Triatoma infestans capturados
em domícilio, provenientes de Vitichi na
Bolívia e que vem sendo mantida por re-
piques sucessivos, cada 14 dias em ca-
mundongos; e a cepa Y do tripanossomo,
com predominância de formas delgadas,
isolada de um caso humano de doença
de Chagas por Silva e Nussenzweig20

(1953) e vem sendo mantida por repiques
semanais, em camundongos.

Inoculação de animais com
tripomastigotas sangüíneos



Os tripomastigotas foram obtidos de
doadores na fase aguda da infecção. O
inóculo era feito com sangue coletado
através de punção cardíaca e recebido em
anti-coagulante (Liquemine). Para pa-
dronização do inóculo, 3 amostras de
aproximadamente 5mm3 cada eram cole-
tadas com pipeta de hemoglobina, exa-
minadas entre lâmina e lamínula (22x22
mm) e o número de parasitas avaliado
segundo técnicas de Brener4 (1962). As
diluições foram feitas com salina tam-
ponada, de tal modo que cada camun-
dongo recebesse 0, 1 ml do inóculo.

Foram inoculados lotes de 30 camun-
dongos e as vias utilizadas foram a sub-

cutânea e a intraperitoneal. Cada animal
recebeu inóculo de 2x103, 2x104 e 2x105

tripomastigotas sangüíneos.

Nos animais foi observado o compor-
tamento das cepas no que se refere ao
índice de infecção, período pré-patente,
parasitemia, duração da fase aguda e taxa
de letalidade. Logo após a inoculação, os
animais foram examinados diariamente
e, depois da detecção do parasita, foram
realizadas parasitemias, a cada dois dias,
através da técnica de Brener4 (1962).

RESULTADOS

Durante o desenvolvimento do traba-
lho, foram realizados esfregaços de san-
gue de camundongos, ao acaso, no de-
curso da infecção e foi observado que
a morfologia dos tripomastigotas san-
güíneos se manteve, para as duas cepas,
de forma análoga a inicial, independente
da via de inoculação utilizada.

Os resultados obtidos, no que se refe-
re aos caracteres da infecção de camun-
dongos inoculados com formas sangüí-
colas das cepas Y e Bolívia do T. cruzi,
através das vias subcutânea e intraperito-
nial, são apresentados nas Tabelas 1 a 3.

O exame da Tabela 1 revela que, nos
animais inoculados com 2x103 parasitas
da cepa Y, o índice de infecção foi de
100% quer se utilizasse a via intraperito-
neal ou a subcutânea. O período pré-pa-
tente variou de 3 a 5 dias, com média de
3,76 dias para os inoculados via subcutâ-

nea e de 3,96 dias para os inoculados
pela via intraperitoneal.

O número de tripanossomos, embora
variável mesmo entre os animais de um
dado lote, mostrou-se relativamente mais



elevado nos camundongos (Tabela 1), e
o acme da parasitemia, nesses animais,
foi atingido um pouco mais precocemen-
te (8.° ao 12.° dia) do que nos inocula-
dos pela via intraperitoneal (9.° ao 13.°
dia). Todos os camundongos inoculados
através da via subcutânea vieram a mor-
rer. Releva notar que a morte sobreveio
entre o 13.° e 21.° dia, quando a parasi-
temia se achava numa segunda fase as-
censional ou quando a parasitemia já se
encontrava em declínio.

Dos animais inoculados pela via intra-
peritoneal, nove superaram a fase aguda
e passaram para a fase crônica, nos
demais a morte sobreveio entre o 27.° e
o 31.° dia, quando a parasitemia já se
achava em declínio. Estes resultados re-
velam uma taxa de letalidade de 70%
para este lote.

Por outro lado, o índice de infecção,
nos animais inoculados com 2x103 tripo-
mastigotas sangüíneos da cepa Bolívia,
foi de 100%. O período pré-patente va-
riou de 2 a 4 dias, com média de 3,03
dias para os camundongos inoculados pela
via subcutânea e de 2,86 dias para os
inoculados pela via intraperitoneal.

A parasitemia, embora variável, mos-
trou-se em média com os mesmos níveis
para os animais inoculados por ambas as
vias e a data em que ocorreu a parasite-
mia máxima variou entre o 17.° e o 21.°
dia, para os dois lotes. Do animais ino-
culados pela via subcutânea, dezessete
sobreviveram e nos demais a morte ocor-
reu em alguns casos coincidindo com o
dia da parasitemia máxima e em outros
quando a parasitemia se encontrava em
declínio. A taxa de letalidade foi de
43,3%. Para animais inoculados por via
intraperitoneal, o comportamento foi se-
melhante, ou seja, sobreviveram dezoito
animais e dos que morreram a morte so-
breveio ou no pico da parasitemia ou na
fase de declínio da mesma e a taxa de
letalidade foi de 40%.

A Tabela 2 mostra que o índice de in-
fecção, para os animais inoculados com
2x104 tripomastigotas sangüíneos da cepa
Y, foi de 100%, para ambos os lotes.
O período pré-patente variou de 3 a 4
dias, com média de 3,5 dias para os ino-
culados por via subcutânea e 3,26 dias
para os inoculados pela via intraperito-
neal.



A parasitemia variou de um animal
para outro, entretanto, mostrou-se dentro
dos mesmos níveis, nos dois lotes. O pico
máximo da parasitemia ocorreu entre o
8.° e 10.° dia, para os camundongos ino-
culados pela via subcutânea, enquanto
que para os inoculados por via intraperi-
toneal, variou entre o 9.° e 14.° dia, sen-
do portanto mais tardio nestes animais.

A taxa de letalidade foi de 100% para
os animais inoculados pela via subcutâ-

nea é a morte ocorreu em alguns camun-
dongos coincidindo com a parasitemia
máxima enquanto outros morreram na
fase de declínio da parasitemia. Para os
animais inoculados por via intraperitoneal
a taxa de letalidade foi de 90%. Um fa-
to que deve ser comentado é o de que a
morte ocorreu nestes animais somente
na fase de declínio da parasitemia.

Quando se comparam os resultados
da via subcutânea e intraperitoneal nota-
se que o índice de infecção foi de 100%

entre os animais inoculados com 2xl04,
formas sangüícolas da cepa Bolívia. O
período pré-patente variou de 2 a 4 dias,
com média de 2,63 dias para os animais
inoculados pela via subcutânea e de 2,7
dias para os inoculados através da via
intraperitoneal. A parasitemia variou

entre os animais de um mesmo lote e o
máximo de parasitas ocorreu entre o 15.°
e 21.° dia, nos dois lotes.

Dos animais inoculados através da via
subcutânea, nove sobreviveram o que dá
uma taxa de letalidade de 70%, sendo
que a morte ocorreu em alguns casos no
acme da parasitemia e em outros na fase
de declínio. No lote de animais inocula-
dos intraperitonealmente, dez sobrevive-
ram, resultando taxa de letalidade de
66,7%. À semelhança do lote anterior
os animais morreram ou 110 pico da
parasitemia ou na fase de declínio da
mesma.

Os resultados da Tabela 3 revelam um
um índice de infecção de 100%, um pe-
ríodo pré-patente variando entre 3 a 4
dias, com média de 3,36 dias para os
animais constituintes dos dois lotes. A
parasitemia variou de um animal para
outro, mesmo dentro de um dado lote,
entretanto, mantém os mesmos níveis nos
animais dos dois lotes. O pico da parasi-
temia ocorreu nos dois casos entre o
7.° e o 9.° dia e a taxa de letalidade
foi de 100%. Em ambos, a morte ocor-
reu, em alguns animais, no máximo de
parasitemia e em outros na fase de de-
clínio.



Finalmente, comparando-se Bolívia
subcutânea com Bolívia intraperitoneal
nota-se que o índice de infecção foi de
100%, o período pré-patente variou de
2 a 4 dias com média de 2,36 dias para
os animais inoculados pela via subcutâ-

nea e 2,33 dias para os inoculados intra-
peritonealmente.

A parasitemia foi elevada e variou en-
tre os animais, em ambos os lotes, ocor-
rendo o acme em dias variáveis, nos dois
experimentos. A taxa de letalidade com
o inóculo 2x105 tripomastigotas sangüí-
neos da cepa Y foi de 100% e da cepa
Bolívia foi de 83,4% sendo que, o dia
da morte, em alguns casos, coincidiu com
o da parasitemia máxima e em outros
ocorreu quando a parasitemia já se en-
contrava em declínio.

DISCUSSÃO

Em hospedeiros vertebrados suscetíveis
ao T. cruzi, o curso da infecção é típico,
entretanto, é extremamente variável so-
frendo influência de inúmeros fatores, li-
gados ao hospedeiro, ao meio ambiente
e à população do parasita.

No que se refere à população do T.
cruzi deve-se dar ênfase à variação intra-
específica. Dados recentes mostraram "in

vivo" o diferente tropismo dos parasitas
Y (Mello e Brener15, 1978) e Bolívia
(Ribeiro e col.19, 1982), sendo conside-
rados de natureza macrofagotrópica os
tripomastigotas Y. Corroborando tais da-
dos no hospedeiro vertebrado, estudos
"in vitro" com macrófagos de camun-
dongos normais inoculados com parasitas
Y (finos) e CL (largos), mostraram dife-
renças significantes, pois os tripomasti-
gotas Y infectam cerca de 20 vezes mais
os macrófagos do que os parasitas CL
(Alcântara e Brener1, 1978).

Existe diferença intra-específica do T.
cruzi, com relação à velocidade de de-
saparecimento das formas sangüíneas,
quando estas são inoculadas por via en-
dovenosa, em animais normais, desapa-

recendo os parasitas Y mais rapidamen-
te do que os CL. Ribeiro e col.18 (1982)
confirmaram estes resultados trabalhando
com tripomastigotas finos e largos da ce-
pa Bolívia do T. cruzi, observando que
as formas delgadas desaparecem rapida-
mente da circulação, pois as mesmas per-
tencem ao grupo dos tripanossomos que
mais facilmente penetram diferentes ti-
pos de células "in vivo" e "in vitro" (re-
visto por Brener7, 1977).

Em oposição, parasitas largos possuem
capacidade de penetração em células re-
duzidas.

Como já foi referido anteriormente,
Neal e MacHardy16 (1977) inoculando
camundongos normais, através das vias
intraperitoneal e subcutânea, com a cepa
Y do T. cruzi concluiram que infecções
mais uniformes e virulentas foram obti-
das após inoculações subcutáneas. Se-
gundo os autores, este fato se deve prin-
cipalmente à resposta celular imediata,
nas inoculações intraperitoneais.

Os resultados obtidos no presente tra-
balho revelam que nos experimentos em
que se utilizou a cepa Y existem algumas
diferenças significantes, no que se refere
ao curso da infecção, quando se utiliza
a via subcutânea ou a via intraperitoneal
para inoculação. Entretanto, isto não
ocorre com a cepa Bolívia, pois os ani-
mais apresentaram o mesmo padrão de
parasitemia e os demais caracteres mor-
fo-biológicos equivalentes, quer se utili-
zasse a via de inoculação subcutânea quer
a intraperitoneal.

Tal fato permite sugerir a existência
de inter-relação entre os fatores via de
inoculação (traduzida pela maior ou me-
nor presença de macrófagos no sítio de
inoculação) e morfologia das formas san-
güíneas do T. cruzi (representada pela
maior ou menor capacidade de penetra-
ção celular).
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PINTO. F.H. et al. [Comparative study of the behaviour of infection in mice, when ino-
culated by intraperitoneal and subcutaneous methods, using two strains of Trypano-
soma cruzi. Rev. Saúde públ., S. Paulo, 20:133-40, 1986.

ABSTRACT: By means of comparative studies of the infection of mice with
T. cruzi using intraperitoneal and subcutaneous inoculation, it was concluded that
more uniform and virulent infections are obtained after subcutaneous inoculation.
This is due to an immediate cellular response, when intraperitoneal inoculations are
used. With the aim of making comparative studies as between the two methods of
inoculation, the intraperitoneal using two, morfologically distinct, strains of T. cruzi:
Y with predominance of thin forms and Bolivia with predominance of broad forms.
White mice of approximately 18g were required for these tests. The groups of animals
received 2 x 103, 2 x 104 and 2 x 105 trypanossomes per animal, and the course of
the infection was subsequently observed. The results revealed that after subcutaneous
inoculation when the Y strain was used in the tests, some significant differences appear,
with more virulent and uniform infections. However, these did not appear when the
Bolivia strain was used, because the animals showed the same standard parasitemy
and other morpho-biological features, whether by subcutaneous or intraperitoneal ino-
culation. This incident suggests the existence of interrelation between the factors:
method of inoculation represented by a greater or lesser presence of macrophages
in the inoculated area, and the morphology of the blood forms represented by a
greater or lesser capacity for cellular penetration.

UNITERMS: Trypanosoma cruzi. Mice, experimental infection. Macrophages, pa-
rasitology. Infections, subcutaneous, infections, intraperitoneal.
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