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A doença de Chagas afeta em toda a América Latina aproximadamente 20 

milhões de pessoas. Com o passar do tempo, parte destas pessoas poderão apresentar 

comprometimento de um ou mais órgãos, principalmente o coração. O desenvolvimento de 

animais geneticamente modificados trouxe grande avanço ao estudo do funcionamento do 

sistema imune, permitindo identificar a participação de várias moléculas no processo de 

defesa contra alguns patógenos, assim como o seu papel nos mecanismos de lesão tecidual.  O 

óxido nítrico representa uma destas moléculas, com grande potencial tripanocida e de risco de 

dano tecidual, devido a sua capacidade de induzir morte celular e a seu efeito inotrópico 

negativo. O objetivo principal do trabalho foi analisar a contribuição do óxido nítrico, IFN- e 

MCP-1 no desenvolvimento da inflamação e da fibrose cardíaca nas fases aguda e crônica da 

infecção experimental pelo T. cruzi. Foram avaliados 45 animais C57BL/6, 27 destes 

selvagens (C57BL/6-S) – sendo 3 destes utilizados como grupo controle não infectado - e 18 

geneticamete deficientes em iNOS (C57BL/6KO), infectados com 3000 formas 

tripomastigotas da cepa Y ou da cepa Colombiana do T. cruzi por via intra peritoneal. Foram 

designados 6 animais por grupo. Quatro grupos foram eutanasiados no 15o dia após a infecção 

(fase aguda) e 3 grupos no 120 o dia após a infecção (fase crônica). Fragmentos de coração 

foram corados pela Hematoxilina-Eosina para análise de infiltrado inflamatório, picrosirius 

para análise de fibrose e imunohistoquímica para a detecção ninhos de T.cruzi in situ. Células 

do baço destes animais foram cultivadas em presença de antígenos e o sobrenadante foi usado 

para detecção dos níveis de IFN- e MCP-1 por ELISA.  

Nosso estudo apontou que o número de ninhos de T. cruzi no tecido cardíaco nos 

animais infectados com a cepa Colombiana foi significativamente maior nos animais 

C57BL/6KO que nos animais C57BL/6-S. Ainda, os animais infectados com a cepa 

Colombiana, apresentaram número de ninhos significativamente maior que os infectados com 

a cepa Y. Com relação à inflamação durante a fase aguda entre os grupos C57BL/6-S e 

C57BL/6KO infectados com a cepa Colombiana e com a cepa Y não houve diferença 

significativa, embora em cada uma das linhagens, quando comparados os animais infectados 

com as duas cepas, no grupo C57BL/6KO a inflamação causada pela cepa colombiana foi 

significativamente maior. Na fase crônica, os animais C57BL/6-S infectados com a cepa 

Colombiana apresentaram inflamação significativamente maior que os infectados com a cepa 

Y. A fibrose foi avaliada na fase aguda comparando os animais C57BL/6-S e C57BL/6KO, 

com as duas cepas, e não houve diferença significativa, embora os animais C57BL/6KO 

apresentassem uma maior área de tecido conjuntivo fibroso quando infectados pela cepa 
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Colombiana. Neste estudo animais deficientes em iNOS apresentaram maior inflamação, 

provavelmente devido ao maior parasitismo tissular. Ainda, não se observou diferença na 

fibrose entre os animais deficientes em iNOS e seu homólogos selvagens sugerindo que na 

doença de Chagas, o óxido nítrico não está envolvido na formação da fibrose cardíaca durante 

a fase aguda. Os níveis de IFN- não apresentaram diferença significativa entre os grupos 

analisados. Os animais C57BL/6KO apresentaram maior parasitismo que os animais 

C57BL/6-S, e apesar dos animais C57BL/6KO produzirem IFN-

 

em níveis semelhantes aos 

C57BL/6-S, os nossos resultados demonstraram a importância do NO no controle do parasito, 

uma vez que esses animais não conseguiram sobreviver para atingirem a fase crônica da 

doença. Os níveis de MCP-1 foram significativamente maiores no grupo C57BL/6KO 

infectado com a cepa Colombiana em sua produção basal durante a fase aguda. Já na fase 

crônica, os nossos resultados se invertem, e os grupos que mais expressam MCP-1 são os 

C57BL/6-S infectados com a cepa Y, tanto em sua produção basal, como após o estímulo com 

antígenos T. cruzi. Assim, os animais deficientes em NO apresentaram maior parasitismo 

tissular e inflamação mais intensa, não apresentando diferença significativa na intensidade de 

fibrose, e com níveis significativamente maiores de MCP-1. Concluímos que o Óxido Nítrico 

e a MCP-1 são moléculas importantes no desenvolvimento das lesões cardíacas durante a fase 

aguda e crônica na doença de Chagas experimental.  

Palavras-chave: Doença de Chagas, óxido nítrico, citocinas, quimiocinas.                       
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Chagas’ disease affects approximately 20 million people in Latin America. Some 

of these subjects could develop multiple organ commitment, manly heart. Generation of 

genetically modified animals provided important insights to immune system studies, by better 

clarifying the role played by many molecules in defense responses against pathogens and also 

in tissue damage. Among these molecules, nitric oxide presents a great trypanomicid action 

associated with high risk of tissue damage, mainly due to its ability of inducing cell death and 

its negative inotropic effect. In this study, the aim was evaluate the contribution of nitric 

oxide, IFN-

 

and MCP-1 in the development of inflammatory responses and cardiac fibrosis 

during both acute and chronic phases of Trypanosoma cruzi experimental infection. Forty-five 

C57BL/6 mice were used in this study, being 27 from wild type strain, 3 of which used as 

uninfected control group, and 18 iNOS genetically deficient (Knock out) mice, infected intra 

peritonealy with 3,000 trypomastigote forms of Y or Colombiana strains of T. cruzi, in groups 

consisted of 6 animals each. Four groups were euthanized at day 15th (acute phase) and 3 

groups at day 120th post-infection (chronic phase). Fragments of the heart were processed and 

stained with hematoxylin-eosin for inflammatory infiltrate analysis, with picrosirius for 

fibrosis evaluation and immunohistochemistry for in situ detection of T. cruzi amastigotes. 

Spleen cells were cultured in presence of parasite antigens and supernatant used for IFN- and 

MCP-1 tritation by ELISA.  

Our study showed that the number of T. cruzi amastigotes of Colombian strain 

was significantly higher in heart tissues of C57BL/6KO animals than in wild type littermates. 

Also, mice infected with Colombian strain presented significantly more amastigotes in heart 

tissues than animals infected with Y strain. Tissue inflammation analysis revealed that during 

acute phase of infection, C57BL/6KO mice infected with Colombian strain presented higher 

inflammatory infiltrate in comparison to Y strain infection. No difference was observed when 

KO mice were compared to wild type mice infected with each parasite strains. Interestingly, 

C57BL/6 wild type mice chronically infected with Colombian strain showed increased 

inflammatory infiltrate when compared to matched group infected with Y strain. Although 

C57BL/6KO mice presented a more extensive fibrotic area in the conjunctive tissue when 

infected by Colombian strain, there were no differences between wild type and KO mice 

infected with each strains. In this study, iNOS-deficient animals presented higher 

inflammation probably because of their intense tissular parasitism. Lack of any difference in 

fibrosis analysis between wild type and iNOS-deficient mice, suggests that nitric oxide may 

not be directly involved in fibrosis generation during Chagas’ disease acute phase. When IFN-
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production was evaluated, there was no difference between studied groups. As C57BL/6KO 

mice presented higher parasite loads than wild type animals, the similar IFN- 

 
production 

observed in both groups would confirm the essential role played by nitric oxide in infection 

control, being corroborated by the observation that many iNOS-deficient animals died before 

chronic phase. Moreover, MCP-1 basal levels were significantly stronger in Colombian 

strain-infected C57BL/6KO mice during acute phase than in other groups. Conversely, during 

chronic phase, C57BL/6 wild type mice infected with Y strain produced the higher MCP-1 

levels observed in basal and T. cruzi stimulated cell cultures. Thus, nitric oxide deficient mice 

showed the highest tissue parasitism and inflammation, without significant difference in 

fibrosis, but with the most elevated levels of MCP-1 production. We conclude that nitric 

oxide and MCP-1 are key molecules involved in cardiac lesions development during acute 

and chronic phases of experimental Chagas’ disease.  

Keywords: Chagas’ disease, nitric oxide, cytokines, chemokines.                                  
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1 INTRODUÇÃO 1  

2 

1.1 O Trypanosoma cruzi 3  

4 

A doença de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, constitui um dos mais 5 

importantes problemas de saúde pública, em vários países da América Latina (WHO, 1991).  6 

A doença possui caráter endêmico em largas extensões territoriais do continente americano e 7 

apesar dos recentes progressos no controle da doença de Chagas, aproximadamente 20 8 

milhões de pessoas ainda estão cronicamente infectadas (ABEL et al., 2001; ALMEIDA-9 

LEITE et al, 2007).  10 

O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado, pertencente à ordem 11 

Kinetoplastida e à família Trypanosomatidae. Em seu ciclo de vida apresenta três formas 12 

distintas: a forma tripomastigota metacíclica, encontrada no intestino posterior do triatomíneo, 13 

ao fim do desenvolvimento do parasito, no interior da célula do mamífero, imediatamente 14 

antes da lise celular e também na corrente sangüínea; a forma amastigota, encontrada no 15 

interior das células dos hospedeiros mamíferos e possivelmente também no sangue; e a forma 16 

epimastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e também na maior parte das 17 

culturas axênicas (SOUZA, 2000).  18  

A forma tripomastigota sangüínea penetra ativamente em qualquer célula do 19 

organismo e diferencia-se na forma amastigota intracelular encurtando seu flagelo e 20 

incorporando-o ao seu corpo. É capaz de destruir a membrana do vacúolo parasitóforo e ficar 21 

livre no citoplasma da célula.  Após um período de 35 horas de latência o parasita começa 22 

uma fase de divisão binária que ocorre por vários dias, dependendo da cepa de T. cruzi. Em 5 23 

dias há cerca de 500 amastigotas no interior da célula. Começa, então, o processo de 24 

diferenciação de amastigotas em tripomastigotas sangüíneo, que sob esta forma, rompem a 25 

célula hospedeira, invadem as células vizinhas ou caem na corrente circulatória dando início 26 

ao novo ciclo (SOUZA, 2000).  27 

O parasito adere-se à membrana da célula hospedeira invadindo-a, formando o 28 

vacúolo parasitóforo. Organelas do sistema endolisossomal fundem-se a esse 29 

vacúololiberando seu conteúdo enzimático e tornando o meio do fagolisossoma ácido. Se a 30 

forma tripomastigota for opsonizada, ocorre ativação da enzima de membrana NAD(P)H 31 

oxidase, ocasionando a formação de radicais de oxigênio e água oxigenada, lesando a 32 

membrana do parasito o que leva à sua destruição e digestão. No citoplasma da célula 33 

hospedeira o parasito na forma amastigota começa um processo de divisão e, após sucessivas 34 
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divisões, inicia-se um processo de diferenciação para tripomastigota, que perdura por algumas 1 

horas. Esta forma apresenta intenso movimento, ocasionando a ruptura da célula e liberando o 2 

parasito no espaço intercelular (SOUZA, 2000). O T. cruzi, in vivo e in vitro, replica-se de 3 

forma intracelular, sendo que, uma vez no hospedeiro, pode infectar várias células nucleadas 4 

(KIRSCHHOFF, 1989). Algumas cepas apresentam preferência por miócitos do sistema 5 

retículo endotelial ou células neurais (BRENNER, 1979). Constitui-se em um parasito 6 

intracelular importante e bem sucedido, devido a sua virulência e capacidade de infectar 7 

vários tipos celulares (REED, 1998).  8 

O T. cruzi é talvez o parasito que apresenta a maior diversidade de hospedeiros 9 

vertebrados. Em toda a América são mais de uma centena as espécies de mamíferos silvestres 10 

encontradas infectadas com o parasito (ANDRADE & ANDRADE, 1996). Alguns 11 

vertebrados que servem de repasto aos triatomíneos ou que deles se alimentam, como aves e 12 

répteis, não podem ser infectados pelo T. cruzi, uma vez que, o sistema complemento destes 13 

animais geralmente lisa as formas tripomastigotas (ANDRADE & ANDRADE, 1996). Na 14 

transmissão pelo vetor, as formas tripomastigotas metacíclicas advindas do desenvolvimento 15 

do parasito no inseto e que se encontravam no reto do triatomíneo, são depositadas sobre a 16 

pele do vertebrado junto com fezes, oriundas de refeições anteriores junto a uma quantidade 17 

considerável de urina. Os parasitos podem então penetrar em descontinuidades da pele ou na 18 

mucosa. Outras vias de infecção, como a transfusional e a oral, podem resultar em infecções 19 

bem estabelecidas, inclusive com fase aguda marcante, mas são menos estudadas do que a 20 

estabelecida de forma vetorial (ANDRADE & ANDRADE, 1996).  21 

Devido às características genéticas e até mesmo biológicas, o T. cruzi, constitui-se 22 

em cepas ou subespécies com comportamentos peculiares quando utilizados em modelo 23 

experimental. As cepas Y e Colombiana são descritas como cepas polares, considerando seus 24 

aspectos morfológicos, tropismo tissular e parasitemia (BRENER, 1965; BRENER & 25 

CHIARI, 1963). Análises realizadas por Andrade (1974) permitiram estabelecer três tipos de 26 

cepas ou biodemas, designados como Tipos I, II e III. As alterações nos tecidos 27 

predominantes dependem do tropismo da cepa e do maior grau de parasitismo dos diferentes 28 

setores do organismo (ANDRADE, 1974). A cepa Y, descrita como Tipo I, nas fases iniciais 29 

até 10 dias pós-infecção apresenta parasitismo dos macrófagos em vários setores do 30 

organismo e na fase mais avançada da infecção aguda, observa-se evidente miotropismo, 31 

lesões inflamatórias de miocárdio, músculo esquelético e músculo liso das paredes intestinais, 32 

com envolvimento de plexos mioentéricos e lesões neurais (ANDRADE & ROCHA SILVA, 33 
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1995). O biodema II que possui como protótipo a cepa São Felipe se revela com 1 

predominância de formas largas, miocardiotropismo, multiplicação relativamente lenta e 2 

picos de parasitemia irregulares entre 12 e 20 dias após a infecção, período no qual também a 3 

mortalidade é máxima (ANDRADE, 1985). 4 

A cepa Colombiana, descrita como pertencente ao biodema Tipo III, apresenta 5 

parasitemia de evolução lenta, nítido miotropismo, sobretudo com envolvimento de 6 

musculatura esquelética, desenvolvendo extensas lesões de fibras musculares esqueléticas e 7 

intenso processo inflamatório, arterite e periarterite, com necrose de parede vascular, e lesões 8 

miocárdicas proeminentes (ANDRADE, 2000). Em trabalhos experimentais, a cepa desse 9 

biodema demonstrou maior capacidade de atravessar a barreira gástrica e produzir infecção 10 

mais intensa em camundongos, quando comparadas às outras cepas dos biodemas I e II 11 

(ANDRADE, 1990). 12 

As cepas de T. cruzi são multiclonais, podendo apresentar populações 13 

homogêneas ou heterogêneas com predominância de clones principais (TIBAYRENC & 14 

BRENIERE, 1988). A presença de um clone principal em uma mesma área endêmica pode ser 15 

responsável pelo quadro clínico-patológico da doença nessa área (CAMPOS et al., 1999). 16 

Deve-se levar em conta que diferentes clones de uma cepa podem apresentar tropismo 17 

diferente para tecidos específicos, devido às interações moleculares na superfície da célula 18 

entre o clone invasor e os tecidos do hospedeiro (MACEDO & PENA, 1998). 19  

20 

1.2 Aspectos gerais da doença de Chagas  21  

22 

O curso clínico-patológico da doença consta de duas fases: aguda, e crônica. 23 

Dependendo de fatores inerentes ao parasito ou hospedeiro, a miocardite aguda pode evoluir 24 

de vários modos, agravando-se devido à intensidade e a qualidade do exsudato inflamatório 25 

(TAFURI, 1985).  A fase aguda pode ser ou não sintomática, e nessa fase a doença não é 26 

diagnosticada na maioria dos pacientes (RASSI, 1979).  Após 30 a 60 dias de infecção, a 27 

parasitemia normalmente regride em virtude da resposta imune, mas o parasito não é 28 

totalmente eliminado. A fase aguda segue por um longo período de latência, (LOPES & 29 

CHAPADEIRO, 1997), que apresenta, à autópsia, coração com parasitismo raro, inflamação 30 

discreta sendo a fibrose ausente ou cicatricial (LOPES et al., 1981). Nesta fase, o grau de 31 

comprometimento das células do coração varia desde formas discretas, assintomáticas até 32 

formas graves, eventualmente fatais (LOPES & CHAPADEIRO, 1997).  33 
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Durante a fase crônica, ocorre a forma indeterminada, que tem seu início de dois a 1 

quatro meses após a infecção (PRATA, 1990), podendo os indivíduos permanecer 2 

indefinidamente neste estágio (DIAS, 1989; PRATA, 1990). A fase crônica é caracterizada 3 

pela parasitemia baixa e pelo elevado número de anticorpos circulantes. As manifestações 4 

observadas nesta fase são decorrentes da presença de ninhos de amastigota nos tecidos 5 

(FERREIRA et al., 2002). Na fase crônica, na forma indeterminada, as lesões são 6 

caracterizadas por epicardite crônica, com infiltrado inflamatório linfoplasmocitário, que 7 

acomete também o tecido gorduroso subepicárdico, estendendo aos gânglios e miocardite 8 

focal discreta com exsudação de células mononucleadas entre miocardiócitos, ou então, 9 

formando pequenos nódulos, que lembram granulomas. Os fenômenos regressivos dos 10 

miocardiócitos são muito discretos e praticamente não há fibrose, a não ser pequenos focos de 11 

tipo cicatricial (LOPES et al., 1981). A maioria dos autores tem demonstrado em estudos de 12 

necropsias (MIGNONE, 1958) ou biópsias endomiocárdicas (MADY et al., 1981), que 13 

chagásicos na forma indeterminada apresentam inflamação no tecido cardíaco. O que 14 

diferencia estes achados daqueles observados em cardiopatas é a intensidade do processo 15 

inflamatório que é menor no grupo assintomático (LOPES et al., 1981). Na forma cardíaca, 16 

ocorre principalmente miocardite crônica progressiva e fibrosante e/ou hipertrofia do coração 17 

(megacárdio) (FERRAZ et al, 2007).  18 

A miocardite é um dos principais processos patológicos observados na doença de 19 

Chagas, ocorrendo tanto na fase aguda como na fase crônica, sendo nesta última, relatada 20 

como desproporcional em relação ao parasitismo tecidual (BRENNER, 2000). Embora ainda 21 

existam controvérsias (HIGUCHI, 1997), desde o início do século passado, os autores 22 

chamaram atenção para o fato do infiltrado inflamatório parecer mais lesivo para as fibras 23 

cardíacas do que para os próprios parasitas (VIANA, 1911; MAYER, 1914; CHAGAS, 1916). 24 

Nesta fase, a miocardite é caracterizada fundamentalmente por um infiltrado de células 25 

mononucleares, destruição de fibras miocárdicas no foco inflamatório, áreas de fibrose e raros 26 

parasitos nas lesões (BRENNER, 2000). Estudos experimentais foram realizados em coelhos 27 

isogênicos infectados por T. cruzi ou imunizados com frações subcelulares do parasita. 28 

Verificou-se que os animais imunizados apresentaram intensa resposta imune mediada por 29 

células tanto contra antígenos do parasito quanto contra antígenos do miocárdio (SANTOS-30 

BUCH & TEIXEIRA, 1974; TEIXEIRA & SANTOS-BUCH, 1975). Foi encontrada em 31 

coelhos infectados e em humanos chagásicos, linfotoxicidade contra fibras cardíacas, 32 

parasitadas ou não (SANTOS-BUCH & TEIXEIRA, 1974). Estes dados experimentais 33 
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indicaram que a destruição de fibras cardíacas em pacientes chagásicos poderia ser mediada 1 

por mecanismos estabelecidos logo após a infecção com T. cruzi e que seriam perpetuados 2 

pela contínua estimulação antigênica durante o curso da doença (SANTOS-BUCH & 3 

TEIXEIRA, 1974). 4  

5 

1.3 Fatores do hospedeiro envolvidos no controle da infecção e na patogênese da doença 6 

de Chagas 7  

8 

São bem conhecidos e estudados os aspectos anatomopatológicos das diversas 9 

fases da doença de Chagas, mas ainda, não se conhece como se processa a evolução de uma 10 

fase para a seguinte, mostrando ser um processo patológico complexo, pouco entendido e 11 

bastante discutido. Várias teorias já foram propostas para tentar esclarecer porque o coração é 12 

alvo de tão grave agressão e apenas alguns indivíduos desenvolvem a cardiopatia. Margarino 13 

Torres foi o primeiro, em 1929, a levantar a hipótese de que na cardiopatia chagásica, 14 

poderiam ocorrer fenômenos de hipersensibilidade envolvidos na gênese dessa lesão. A 15 

participação de mecanismos auto-imunes tem sido também postulada como causa da 16 

miocardite chagásica crônica (ANDRADE, 1983; RIBEIRO DOS SANTOS & ROSSI, 1985; 17 

KIERSZENBAUM, 1976). Outros autores admitem que, talvez, exista um desvio na 18 

regulação da resposta imunológica que poderia ter um papel na patogênese das lesões 19 

miocárdicas (ANDRADE et al., 1991; SILVA & ROSSI, 1990). Trabalhos têm demonstrado a 20 

presença de antígenos do T. cruzi em associação com infiltrado inflamatório, através de 21 

técnicas de imunohistoquímica e de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), sugerindo 22 

participação direta do parasito na gênese dessa miocardite.  Admite-se hoje, que a patogênese 23 

da miocardite chagásica esteja diretamente relacionada com a presença do parasito e ao 24 

padrão de resposta imune do hospedeiro (JONES et al., 1993; HIGUCHI, 1995; MORTARA 25 

et al., 1999; PALOMINO et al., 2000).   26 

A reação inflamatória depende de linfócitos T sensibilizados tendo em vista que 27 

em camundongos atímicos infectados com T. cruzi, a despeito de um intenso parasitismo 28 

tecidual, não há resposta inflamatória no miocárdio (GONÇALVES-DA-COSTA et al., 29 

1984). Baseado nestas observações sugere-se que mesmo a miocardite da fase aguda é 30 

dependente de linfócitos T sensibilizados contra antígenos do T. cruzi (RIBEIRO-DOS-31 

SANTOS & ROSSI, 1985). Células T sensibilizadas reconheceriam fibras cardíacas e 32 

poderiam levar à destruição das mesmas, diretamente ou via ativação de macrófagos. Outro 33 
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mecanismo de destruição, descrito posteriormente, poderia ser por citotoxicidade celular 1 

dependente de anticorpo (LAGUENS et al., 1988). Embora haja variação dos modelos 2 

experimentais, outros autores não conseguiram demonstrar aumento de reconhecimento de 3 

fibras cardíacas isólogas, na presença ou não de anticorpo anti T. cruzi (MORTATTI et al., 4 

1990).  5 

Camundongos BALB/c cronicamente infectados com T. cruzi, rejeitam corações 6 

sigenêicos transplantados por um mecanismo dependente de linfócitos T CD4+, mas não de 7 

linfócitos T CD8+. Nesse mesmo trabalho os autores demonstraram que células T CD4+ de 8 

animais infectados cronicamente, proliferam in vitro em resposta a antígenos do miocárdio e, 9 

quando injetados in situ, induzem destruição de coração transplantado (RIBEIRO-DOS-10 

SANTOS et al., 1992). É possível que os linfócitos T CD4+ atuem principalmente atraindo 11 

outras células (provavelmente via citocinas e/ou quimiocinas) para o sítio inflamatório, as 12 

quais poderiam, via mecanismos líticos, acabar lesando fibras cardíacas.  13 

Outra célula possivelmente envolvida no mecanismo de lesão tecidual é o 14 

macrófago. Experimentalmente, foi verificado que os macrófagos ativados podem induzir 15 

lesão celular no tecido cardíaco de camundongos infectados (ROSSI & SILVA, 1990).  16 

Existem várias hipóteses para explicar o aparecimento de cardiomiopatias em 17 

pacientes ou animais infectados por T. cruzi (ANDRADE, 1983; RIBEIRO DOS SANTOS & 18 

ROSSI, 1985; KIERSZENBAUM, 1976; ROSSI & RAMOS, 1996; BRODSKYN & 19 

BARRAL-NETO, 2000), entre elas: 1) resposta imune contra autoantígenos, levando a uma 20 

possível doença autoimune; 2) substâncias cardiotóxicas ou neurotóxicas produzidas pelos 21 

parasitos; 3) cardiopatia como conseqüência de uma neuropatia autonômica, 4) parasitos 22 

como indutores da formação de microtrombos desencadeando o comprometimento da 23 

microvasculatura coronária, miocitólise e inflamação crônica; 5) antígenos parasitários que 24 

persistem no coração seriam alvos de linfócitos T ou de anticorpos levando a uma inflamação 25 

cardíaca. 26 

Considerando que existem dados experimentais consistentes com cada uma das 27 

hipóteses acima enumeradas, é possível que a cardiopatia chagásica seja o resultado de um 28 

somatório de eventos patogênicos, sendo que cada um deles poderia estar contribuindo em 29 

maior ou menor extensão, dependendo do tempo de infecção, da cepa do parasito infectante, 30 

de condições metabólicas e ambientais, genética e idade do hospedeiro, entre outras.  31 

A natureza da imunidade protetora adquirida contra a infecção por T. cruzi e os 32 

mecanismos pelos quais o parasito evade da resposta imune do hospedeiro não foram ainda 33 
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totalmente esclarecidos, embora muitas evidências mostrem a participação das respostas 1 

celular (ROBERSON et al., 1973 TARLETON, 1990; NICKELL, KEANE & SO, 1993) e 2 

humoral nesse processo (TAKEHARA et al., 1981; KRETTLI & BRENER, 1982; 3 

TAKEHARA et al., 1989).  4 

A imunidade celular é importante para a proteção à infecção experimental por T. 5 

cruzi visto que camundongos geneticamente desprovidos de timo (KIERZENBAUM & 6 

PIENKOWSKI, 1979) ou timectomizados logo após o nascimento (SCHMUNIS et al., 1971) 7 

apresentam um aumento da suscetibilidade a T. cruzi. Estes resultados sugerem que linfócitos 8 

T conferem resistência à infecção. Tanto a depleção de células T CD4+ (RUSSO et al., 1988) 9 

como de células CD8+ (TARLETON et al., 1990) aumenta a susceptibilidade de animais à 10 

infecção, induzindo maiores níveis de parasitemia e mortalidade. As células T CD8+ possuem 11 

um papel no controle da resposta imune da infecção, pois o efeito protetor da vacinação de 12 

animais com uma cepa avirulenta de T. cruzi, foi abolido após o tratamento com anticorpo 13 

anti-CD8+ (TARLETON et al., 1990), e ainda, a ausência de células CD8+ em camundongos 14 

mutantes para o gene da ß2-microglobulina resulta no aumento da susceptibilidade à infecção 15 

(TARLETON et al., 1992).  16  

17 

1.3.1 Citocinas envolvidas na resposta imune contra o Trypanosoma cruzi 18  

19 

As citocinas são substâncias protéicas solúveis produzidas pelas células que 20 

alteram o comportamento ou as propriedades delas mesmas e de outras células. Algumas das 21 

citocinas liberadas em resposta à infecção pertencem a uma família de proteínas intimamente 22 

relacionadas, que são as quimiocinas (NELSON & KRENSKY, 1998). As quimiocinas são 23 

polipeptídeos de baixo peso molecular sintetizados pelos fagócitos e por muitos outros tipos 24 

celulares (ABBAS, LICHTMAN, & POBER, 1998). 25 

As citocinas podem assumir amplas funções, ou seja, atuam como mediadores da 26 

imunidade natural, que são estimulados por agentes infecciosos, pelos fagócitos 27 

mononucleares, e pelos estímulos em resposta ao reconhecimento antigênico específico pelos 28 

linfócitos T. A estimulação das células inflamatórias, em resposta ao reconhecimento de 29 

antígenos específicos pelos linfócitos T promove o crescimento, a diferenciação e a ativação 30 

de leucócitos que estão envolvidos na resistência ao microrganismo e na lesão do tecido do 31 

hospedeiro (ABBAS, LICHTMAN & POBER, 1998). 32 
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De acordo com o padrão de citocinas os linfócitos T foram divididos em 1 

subpopulações (MOSSMANN et al., 1986). A subpopulação definida como Th1 secreta 2 

interleucina-2 (IL-2), TNF-a e IFN- , induzindo preferencialmente resposta imune mediada 3 

por células, e a outra foi chamada Th2 que produz IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, auxiliando desta 4 

forma a resposta imune humoral uma vez que estas citocinas atuam na mudança de isotipos 5 

das imunoglobulinas (COFFMAN et al., 1988; BOOM, LIANO & ABBAS, 1988).  6 

Células capazes de secretar citocinas tanto dos padrões Th1 como Th2 são 7 

denominadas Th0. As células T que secretam TGF-

 

são denominadas Th3 e atuam 8 

predominantemente nas mucosas através da apresentação mucosa de antígenos (LETTERIO 9 

& ROBERTS, 1997).  As células T reguladoras (Treg) são linfócitos T CD4 que secretam IL-10 

10 e inibem a resposta proliferativa de outras populações de linfócitos T CD4 (GROUX et al., 11 

1997).  12 

O papel das citocinas na susceptibilidade e resistência à infecção por T. cruzi 13 

ainda não foi totalmente elucidado. Estudos experimentais in vitro apontam que no local da 14 

infecção, e em linfonodos e baço, os macrófagos e células dendríticas infectadas 15 

possivelmente secretam citocinas como IL-12, TGF-ß, IL-10 e TNF-a , ainda outros trabalhos 16 

já sugerem que outras citocinas como IL-6 e IL-1 podem ser produzidas por macrófagos ou 17 

células endoteliais (TANOWITZ et al., 1992; TRUYENS et al., 1994). Uma das principais 18 

funções de IL-12 seria estimular células NK a produzirem IFN- (CHAN et al., 1991), 19 

possivelmente induzindo a produção de IFN- in vivo nos animais infectados.     20  

21 

1. 3. 1. 1 Interferon gama (IFN- ) 22  

23 

O IFN- é uma citocina produzida principalmente pelas células T CD8+ efetoras, e 24 

por células CD4+ do subtipo Th1 cuja, função principal é ativação de macrófagos. O gene que 25 

codifica o IFN- está localizado no cromossomo 12q15, e a citocina apresenta-se geralmente 26 

como um homodímero formado por duas cadeias em associação antiparalela (EALICK et al., 27 

1991). Foi também demonstrada sendo expressa em células musculares juntamente com o 28 

TNF- em pacientes que sofrem de miopatia vacuolada ligada ao X (ROUGER et al., 2001). 29 

Essa citocina tem sido extensivamente estudada na doença de Chagas, e é considerada uma 30 

citocina protetora, especialmente na fase aguda, uma vez que macrófagos estimulados 31 

produzem metabólitos tóxicos para o parasito (REED, 1988; VESPA, CUNHA & SILVA, 32 

1994; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000). Por outro lado, o encontro de grandes quantidades de 33 
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células produtoras dessa citocina em pacientes cardiopatas chagásicos crônicos (CCC) tem 1 

colocado o IFN- como um importante fator que influencia o desenvolvimento da CCC nos 2 

indivíduos infectados pelo T. cruzi (BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998). O IFN- leva a 3 

produção de óxido nítrico e diferenciação para a resposta imune adquirida Th1. Essa produção 4 

de IFN- é regulada pelas citocinas IL-10, IL-4 e o fator de crescimento e transformação -ß 5 

(TGF-ß) (BRENER & GAZZINELLI, 1997).  6 

Em modelos experimentais, a produção de IFN-

 

na fase inicial da infecção está 7 

relacionada principalmente ao estímulo de IL-12 (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996). 8 

O IFN- , IL-12 e iNOS agem no controle do parasitismo por T. cruzi em miocardiócito e IL-4 9 

age antagonicamente em camundongos deficientes na produção destas citocinas 10 

(MICHAILOWSKY et al., 2001). Camundongos deficientes no receptor de IFN- são 11 

incapazes de sobreviver mesmo a baixas doses de infecção, com lesões teciduais e aumento da 12 

parasitemia (HÖLSCHER et al., 1998). Animais geneticamente modificados, incapazes de 13 

sintetizar IFN- apresentam maior parasitemia e mortalidade quando comparados a 14 

camundongos normais (ALIBERTI et al., 2001).  15 

Algumas pesquisas indicam que apesar de auxiliar na proteção do organismo 16 

contra o parasitismo, a resposta imune do hospedeiro talvez possa assumir um caráter auto-17 

imune e contribuir para o desenvolvimento de patologia. Trabalhos relacionaram a resposta 18 

Th1 ao desenvolvimento de formas graves da doença de Chagas (GOMES et al., 2003).  19 

O IFN- é uma citocina que tem sido citada em diferentes modelos experimentais 20 

como um dos principais fatores na destruição do parasito. Em modelo experimental utilizando 21 

C57BL/6, foi observada a presença de IFN-

 

no início da infecção, sendo a citocina 22 

predominante do décimo quinto ao trigésimo dia, enquanto que, em 60 dias, o balanço entre 23 

Th1 e Th2 foi invertido em favor de Th2 com a produção de IL-4 e IL-10. Animais resistentes 24 

à infecção utilizam-se inicialmente da citocinas do perfil Th1, mas as citocinas do perfil Th2 25 

aparecem em um momento mais tardio (TALVANI et al., 2000). 26  

Existe uma variação na produção de IFN-

 

em diferentes modelos murinos 27 

relacionada com a resistência que estes animais apresentam a infecção por T. cruzi. 28 

Camundongos BALB/c infectados com cepa Talahuén de T. cruzi produzem uma parasitemia 29 

muito precoce. As células do baço destes animais liberam IFN-

 

na segunda semana de 30 

infecção, enquanto que camundongos C3H/He, resistentes à infecção, produzem IFN-

 

dois 31 

dias após serem infectados (ANTÚNEZ & CARDONI, 2001).  32 
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O equilíbrio entre os padrões Th1 e Th2 pode ser fundamental para o sucesso ou 1 

fracasso do parasitismo e a expressão de citocinas é dependente do tempo da infecção das 2 

células produtoras e da espécie hospedeira. Neutrófilos podem produzir diferentes citocinas e 3 

conferir resistência ou susceptibilidade a infecção por T. cruzi. Camundongos de média 4 

susceptibilidade ao T. cruzi, BALB/c tratados com anticorpos monoclonais, para neutralizar 5 

neutrófilos, apresentaram diminuição das citocinas do padrão Th1 (IL-2, IL-12, IFN-  e TNF-6 

), exacerbação da doença e aumento das citocinas de Th2, como IL-10, no primeiro dia após 7 

a infecção, estabelecendo, em um primeiro momento, a importância das citocinas de Th1 para 8 

destruição dos parasitos. A depleção de neutrófilo de camundongos C57BL/6 induz 9 

resistência à doença e exacerbação das citocinas de Th1, embora os níveis de IL-10 10 

permaneçam elevados. A mesma célula pode apresentar papéis opostos em diferentes 11 

linhagens de camundongos, com exacerbação ou proteção da infecção por T. cruzi (CHEN et 12 

al., 2001). 13 

O IFN- inibe a produção de células Th2 (GAJEWSKI & FITCH, 1990), 14 

enquanto a IL-4 inibe a expressão do receptor da IL-2 e a produção de IFN- (PELEMAN et 15 

al., 1989; MARTINEZ et al., 1990) e a IL-10 inibe a síntese de citocinas pelas células Th1 16 

(FIORENTINO et al., 1989; MOORE et al., 1990) dependente de células acessórias, sendo o 17 

padrão imune determinado através do perfil de citocinas secretadas (FIORENTINO et al., 18 

1989). A IL-12, previamente conhecida como fator estimulador de células NK, é uma citocina 19 

capaz de direcionar o fenótipo de células T para Th1. A IL-12 estimula a produção de IFN- 20 

pelos linfócitos T e células NK, e aumenta o número de células Th1 in vivo (SCOTT, 1993; 21 

TRINCHIERI, 1993). Desta forma, como o IFN- pode apresentar um efeito de regulação 22 

positiva aumentando a produção de IL-12 por macrófagos, a IL-10 e IL-4, com perfis Th2, 23 

inibem sua secreção (TRINCHIERI, 1993; SEDER et al., 1993). 24 

Estudos apontam que citocinas secretadas por linfócitos T de camundongos 25 

infectados ativam macrófagos para eliminarem os parasitos (NOGUEIRA & COHN, 1978; 26 

NICKELL et al., 1987). Sozinho ou associado ao TNF-a, o IFN- é um dos melhores 27 

indutores da atividade microbicida de macrófagos em várias infecções por parasitas 28 

intracelulares, incluindo T. cruzi (SHER & COFFMAN, 1992; MUÑOZ-FERNÁNDEZ et al., 29 

1992; SILVA et al., 1992; SILVA et al., 1995).  30 

O IFN- , apresenta importante papel na infecção por parasitas intracelulares, 31 

inclusive T. cruzi. A administração de IFN- recombinante em camundongos aumenta a 32 
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resistência à infecção pelo T. cruzi, levando à diminuição da parasitemia e aumento da 1 

sobrevida (REED, 1988). 2  

3 

1. 3. 1. 2 Óxido Nítrico – (NO) 4  

5 

Também conhecido como importante agente microbicida produzido por 6 

macrófagos ativados, o óxido nítrico (NO) é um gás muito reativo, possui vida média de 3 a 7 

30 segundos, oxidando em seguida para nitrito (NO-
2) ou nitrato (NO-

3) (MARLETTA et al., 8 

1988; MAYER et al., 1989; HEVEL et al., 1991, MULLIGAN, WHITE & MARLETTA, 9 

1991). Ele é produzido, por um conjunto de enzimas, coletivamente chamadas de sintase de 10 

óxido nítrico (NOS), que desaminam a L-arginina para liberar o NO, levando a co-produção 11 

de L-citrulina (MULLIGAN, WHITE & MARLETTA, 1991). A iNOS catalisa a conversão 12 

de arginina em citrulina, liberando gás óxido nítrico difundível, que pode se combinar com 13 

peróxido ou superóxido de hidrogênio gerado pela enzima fagócito-oxidase nos fagossomas 14 

ácidos, para produzir radicais peroxinitritos altamente reativos, que podem matar micróbios 15 

(GRANGER et al., 1988). Existem várias isoformas de óxido nítrico sintase (NOS), podendo 16 

diferir quanto à disposição dos tecidos, peso molecular e propriedades físicas e funcionais. 17 

Propõe-se atualmente, a existência de pelo menos três genes que apresentam “splicing” 18 

alternativos para produção dessa enzima (BREDT et al., 1991; LAMAS et al., 1992; 19 

LOWENSTEIN et al., 1992). Podem ser agrupadas em, sintase do óxido nítrico induzível 20 

(iNOS), sintase do óxido nítrico constitutiva (cNOS) e sintase do óxido nítrico endotelial 21 

(eNOS). A cNOS e a eNOS são encontradas no sistema nervoso central e no endotélio 22 

vascular, respectivamente, e produzem constitutivamente baixas quantidades de NO 23 

(PALMER et al., 1988; MONCADA, PALMER & HIGGS, 1991). 24 

Em modelos experimentais, a inibição farmacológica da iNOS inibe a capacidade 25 

microbicida do macrófago e promove aumento da parasitemia (SILVA et al., 1995; 26 

MARTINS et al., 1998). Estes achados têm demonstrado que a resistência à infecção pelo T. 27 

cruzi está associada com a capacidade dos linfócitos produzirem IFN- (MUÑOZ-28 

FERNÁNDEZ, FERNANDEZ & FRESNO, 1992), os quais ativam os macrófagos a 29 

produzirem NO, uma molécula efetora que tem a capacidade de controlar a multiplicação 30 

intracelular do T. cruzi (GAZZINELLI, OSWALDO & JAMES, 1992; VESPA, CUNHA & 31 

SILVA, 1994). 32 
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Camundongos deficientes em receptor de IFN- (IFN- R-/-) ou deficientes na 1 

sintase induzida de óxido nítrico (iNOS-/-) apresentaram elevada susceptibilidade a infecção 2 

por T. cruzi, com aumento da parasitemia e mortalidade (HOLSCHER et al., 1998). Este fato 3 

demonstra a dependência do IFN- na indução de iNOS, fator de resistência essencial durante 4 

a fase aguda da infecção (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996). O NO inibe a replicação 5 

intracelular do T. cruzi em macrófagos infectados. Este mecanismo é ativado por células Th1 6 

(SILVA et al., 1995). Embora a iNOS esteja associada como fator de resistência, em um 7 

estudo com camundongos deficientes na produção desta enzima, foi observado que o iNOS 8 

tem papel importante na dilatação ventricular progressiva e na disfunção sistólica em 9 

camundongos, durante miocardite aguda ocasionada por T. cruzi (CHANDRA et al., 2002). 10 

Estudos em miocardiócitos de camundongos demonstram a presença de iNOS, 11 

quando estas células foram estimuladas com IL-1, TNF-a e IFN- , simultaneamente, 12 

resultando em elevados níveis de nitrito e morte do T. cruzi (CHANDRA et al., 2002). 13 

A iNOS e cNOS diferem quanto à distribuição tecidual e sensibilidade aos agentes 14 

farmacológicos e fisiológicos de regulação. A expressão de iNOS em macrófagos é induzida 15 

após o estímulo imunológico e necessita da transcrição do DNA (LORSBACH et al., 1993). 16 

Quando ativados, os macrófagos podem liberar e sintetizar grandes quantidades de NO por 17 

períodos longos. Por outro lado, o óxido nítrico pode ser produzido constitutivamente pela 18 

cNOS que pode ser encontrada em tecidos tais como endotélio vascular, cérebro, adrenal e 19 

plaquetas (MONCADA, 1992). 20  

Macrófagos de murinos expressam altos níveis de iNOS e produzem grandes 21 

quantidades de NO quando estimulados simultaneamente com IFN- e LPS in vitro. O pico de 22 

expressão de NOS ocorre 12 horas após a estimulação e rapidamente declina, e em 72 horas 23 

alcança níveis compatíveis com os controles não estimulados. Os macrófagos podem ser 24 

reativados repetidamente, expressando iNOS em níveis e tempo idênticos à primeira ativação 25 

(CUNHA et al., 1993). 26 

Sobre ação destas citocinas inflamatórias, outras células podem também expressar 27 

a iNOS (MACHAD0 et al., 2000). O NO é uma molécula com potentes efeitos microbicidas, 28 

especialmente em combinação com a H2O2, quando formam o peroxinitrito (BECKMAN et 29 

al., 1990). Estudos experimentais mostraram que o NO é um importante mediador da 30 

imunidade anti-T. cruzi durante a infecção aguda (VESPA, CUNHA & SILVA, 1994), e 31 

recentemente foi associado à desnervação do plexo mioentérico do cólon de camundongos 32 

infectados  (ARANTES et al., 2004). Entretanto, pouco se conhece de seus efeitos durante a 33 
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fase crônica da infecção, especialmente no tecido cardíaco.  O NO apresenta potencialmente 1 

efeitos regulatórios anti-fibróticos, que uma vez manifestos, poderiam atenuar o 2 

desenvolvimento da fibrose, observada nos casos mais graves da cardiopatia chagásica 3 

crônica. Por outro lado, o NO está envolvido na indução de apoptose, o que poderia contribuir 4 

para a destruição de miocélulas (SAM et al., 2001), além de apresentar efeito inotrópico 5 

negativo (BIRKS & YACOUB, 1997), fenômenos também observados na cardiopatia 6 

chagásica crônica, humana e experimental. O efeito de uma característica natural Th1 ou Th2 7 

também pode trazer influências na produção de NO, assim a expressão de iNOS estaria 8 

diferenciada em camundongos da Linhagem BALB/c (Th2) comparados com a C57BL/6 9 

(Th1).  10 

Em conjunto, resultados de trabalhos sugerem que estímulos que levam a 11 

produção de citocinas pró-inflamatórias podem desencadear a produção de NO coração. 12 

Quanto à infecção por T. cruzi, a produção de NO pode ter várias conseqüências, entre elas, a 13 

mediação de atividade tripanocida, a indução de apoptose em leucócitos presentes no foco 14 

inflamatório e a alteração da função contrátil do miocárdio (MACHADO et al, 2000). No que 15 

diz respeito à atividade tripanocida por miócitos, estudos sugerem que ratos infectados com T. 16 

cruzi apresentam aumento nas expressões de iNOS e citocinas pró-inflamatórias no coração 17 

(CHANDRASEKAR et al., 1998). Resultados de outro estudo confirmam essa hipótese 18 

mostrando que cardiomiócitos infectados com T. cruzi e/ou estimulados com IFN- , TNF-a e 19 

IL-1ß apresentaram atividade da enzima iNOS, e produzem NO, que é capaz de controlar o 20 

crescimento do parasito intracelular, apontando que NO produzido por cardiomiócitos pode 21 

controlar a replicação de parasitas no tecido cardíaco (MACHADO et al, 2000). 22  

23 

1. 3. 2 Quimiocinas 24  

25 

Outros mediadores envolvidos no controle da resposta imune denominados 26 

quimiocinas, compreendem uma família de citocinas quimiotáticas de baixo peso molecular 27 

(8-12 KDa) (ROLLINS, 1997), cujo efeito biológico mais estudado seria a capacidade de 28 

mediar recrutamento celular. As quimiocinas participam do processo inflamatório, 29 

promovendo a ativação das integrinas envolvidas, que por sua vez estão envolvidas na adesão 30 

das células ao vaso, sua expressão localizada nos tecidos gera gradientes quimiotáticos 31 

responsáveis pela migração direcionada e manutenção das células nestes locais 32 

(MANTOVANI, 1999).   33 
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Estas quimiocinas foram conhecidas como quimioatraentes a partir da 1 

caracterização da IL-8 (YOUSHIMURA, 1989). Bem como a IL-8, as primeiras quimiocinas 2 

foram descobertas e caracterizadas por sua associação a respostas inflamatórias, e com o 3 

decorrer do tempo, outras com funções biológicas adicionais foram acrescentados a essa 4 

grande família de fatores de migração celular (ROSSI & ZLOTNIK, 2000).  5 

Mais de 50 quimiocinas têm sido identificadas, e classificadas em famílias C, CC, 6 

CXC e CX3C, dependendo da posição de suas duas primeiras cisteínas residuais (CLARK-7 

LEWIS et al., 1995).  8 

A família das CC quimiocinas (ß), recebem essa denominação por possuírem as 9 

duas primeiras cisteínas (CC) próximas ao domínio amino terminal, adjacentes uma a outra, 10 

enquanto as CXC quimiocinas (a) apresentam um aminoácido localizado entre as duas 11 

primeiras cisteínas próximas ao domínio amino terminal. As C quimiocinas ( ) apresentam 12 

um resíduo de cisteína na porção amino terminal. Já as C3XC quimiocinas (d), apresentam 13 

três aminoácidos intercalados entre duas cisteínas conservadas (ROLLINS, 1997; GALE & 14 

MCCOLL, 1999). 15 

As quimiocinas são quimioatrentes para linfócitos, monócitos, células dendríticas, 16 

células NK, eosinófilos, e basófilos, com variada seletividade, mas não atuam nos neutrófilos 17 

(BAGGIOLINI et al., 1997; MANTOVANI, 1999).  As CXC quimiocinas podem ser 18 

subdivididas em dois grupos, caracterizadas pela presença ou ausência da seqüência ELR, 19 

respectivamente denominadas ELR+ ou ELR-. O ELR corresponde à seqüência dos 20 

aminoácidos ácido glutâmico-leucina-arginina que precede as duas primeiras cisteínas da 21 

molécula. As CXC quimiocinas ELR+ estão relacionadas a quimiotaxia de neutrófilos, 22 

enquanto as CXC quimiocinas ELR- exercem seu efeito quimiotático sobre linfócitos, 23 

principalmente. A família C é fator quimioatraente para linfócitos e apresenta dois 24 

representantes descritos. A fractalquina é o único representante descrito da família CX3C, 25 

sendo esta a única quimiocina que pode ser encontrada associada à membrana celular, 26 

possibilitando uma firme adesão as células endoteliais sem a necessidade de ativação das 27 

integrinas (ROLLINS, 1997). 28 

As quimiocinas desempenham um papel fundamental na fisiologia leucocitária 29 

controlando o processo de desenvolvimento e maturação dos leucócitos, bem como sua 30 

recirculação fisiológica (células mononucleares), sendo denominadas quimiocinas 31 

constitutivas. Outras quimiocinas, ao contrário, mostram-se mais atuantes em condições 32 

inflamatórias, direcionando células aos órgãos linfóides secundários e ao foco inflamatório 33 
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(ROSSI & ZLOTNIK, 2000). Padrões pró-inflamatórios de resposta são geralmente 1 

associados com resposta do tipo Th1, com a expressão de quimiocinas que atraem 2 

seletivamente um infiltrado celular polarizado Th1 para o sítio inflamatório (ORLOFSKY et 3 

al., 1994; KODELJA et al., 1998; HEDRICK et al., 1998; BONECCHI et al., 1988; ROSSI & 4 

ZLOTNIK, 2000).  5  

6 

1. 3. 2. 1 MCP-1 7  

8 

MCP-1 (Proteína Quimiotática de Monócitos) foi mais bem caracterizada como 9 

pertencente à família das C-C quimiocinas (CLARK-LEWIS et al., 1995). Até o momento, 10 

algumas foram identificadas em humanos: MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 e MCP-5 11 

(YOSHIMURA et al., 1989; VAN DAMME et al., 1990; UGUCCIONI et al., 1996; 12 

GARCIA-ZEPEDA et al., 1996; SARAFI, et al., 1997) e podem exercer suas ações apenas 13 

sobre monócitos e não sobre neutrófilos. Possuem certa homologia com suas cadeias protéicas 14 

e podem executar ações complementares e superpostas. A MCP-1 possui homólogo em 15 

camundongo, a quimiocina denominada JE (YOSHIMURA et al., 1989). 16  

A MCP-1 é um potente quimioatraente para monócitos, células T e células NK 17 

(LOETSCHER et al., 1996) e está implicada em doenças caracterizadas por infiltrados ricos 18 

em monócitos (MATSUSHIMA et al., 1989; CHARO & TAUBMAN 2004). Possui ação 19 

quimiotática de monócitos circulantes para o endotélio (FORTES et al., 2007) e é um 20 

importante mediador no recrutamento de monócitos/macrófagos e na ativação destes nas 21 

inflamações crônicas e neoplasias (CHEN et al., 1999). A MCP-1 presente na membrana 22 

sinovial recruta macrófagos e perpetua a inflamação nas articulações de pacientes com artrite 23 

reumatóide (CORRIGALL et al., 2001).  24 

Trabalhos experimentais mostram que camundongos deficientes em MCP-1 são 25 

incapazes de montar resposta Th2 (GU et al., 2000). A MCP-1 é uma quimiocina reconhecida 26 

por induzir a produção de ânions superóxido, liberação de enzimas lisossomais, IL-1 e IL-6, e 27 

por regular a expressão de moléculas de adesão em monócitos (ROLLINS, WALZ & 28 

BAGGIOLINI, 1991). 29 

Além de aumentar o potencial microbicida dos macrófagos, a MCP-1 tem 30 

potencial pró-fibrótico (FERREIRA et al., 2006). Macrófagos estimulam a produção de 31 

fibrose, através de estímulos de citocinas e fatores de crescimento (GHARAEE-KERMANI et 32 

al., 1996) Além disso, estudos sugerem que a MCP-1 pode modular diretamente o fenótipo e a 33 
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expressão gênica do fibroblasto, estimulando o aumento do metabolismo e a produção de 1 

matriz extracelular, como observado em modelo de fibrose na cardiopatia isquêmica 2 

(FRANGOGIANNIS et al., 2007).   3 

Na doença de Chagas experimental estudos sugerem que a MCP-1 aumenta a 4 

capacidade dos macrófagos na eliminação do T. cruzi e possivelmente por aumentar a 5 

produção de NO (COELHO et al., 2002). Outro estudo aponta uma significante expressão de 6 

mRNA para iNOS nos macrófagos tratados com MCP-1 (BISWAS, SODHI & PAUL, 2001).  7 

Portanto, o NO, citocinas e as quimiocinas possivelmente apresentam muitos 8 

efeitos sobre as lesões observadas na miocardite chagásica crônica. Assim, no presente 9 

estudo, foi avaliado o coração durante a fase aguda e crônica da infecção experimental pelo T. 10 

cruzi, provenientes de animais com característica básicas Th1 (C57Bl/6-S) e nessa mesma 11 

linhagem de animais deficientes em iNOS (C57/Bl6-KO). 12  

13 

1.4 O camundongo como modelo experimental 14  

15 

Modelos como camundongos, ratos e hamsters apresentam características 16 

importantes na doença de Chagas experimental, onde se podem citar: a intensidade e 17 

heterogeneidade do curso da infecção e diferenças nas lesões conforme as populações de 18 

cepas utilizadas e essas características se expressam de forma diferente entre os modelos 19 

resistentes e susceptíveis à doença (ANDRADE et al., 1985; ARAUJO-JORGE & CASTRO, 20 

2000). Além das cepas, as linhagens dos camundongos também interferem no grau de 21 

patogenicidade da doença de Chagas (ANDRADE et al., 1985). Os camundongos C57Bl/6 22 

são considerados resistentes, já os camundongos BALB/c são considerados susceptíveis à 23 

infecção pelo T. cruzi (ANDRADE et al., 1985; ARAUJO-JORGE e CASTRO, 2000).  24 

O tratamento da doença de Chagas em modelos murinos, tem sido amplamente 25 

utilizado. Esses animais são muito utilizados para o entendimento das características 26 

biológicas das diferentes cepas de T. cruzi. Os camundongos knockouts, assim denominados 27 

por apresentarem defeitos genéticos definidos (mutação nula homozigótica), surgem como 28 

uma nova alternativa para a pesquisa. Esses camundongos apresentam eliminação proposital 29 

de um ou mais genes, gerado por meio de recombinação homóloga (ABBAS et al., 2002). 30 

Seqüência de DNA homólogas ao gene que se deseja eliminar são transfectadas em células de 31 

embrião. Posteriormente, as células são reimplantadas em fêmeas receptoras e a linhagem 32 

deficiente é obtida (BABINET & COHEN-TANNOUDJI, 2001). Esta tecnologia tem 33 
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aumentado a compreensão das funções imunes, pela redução na expressão de componentes 1 

imunológicos que acarretam uma resposta deficiente (YEUNG et al., 1994). Além disso, a 2 

interação molecular envolvendo componentes imunológicos e a quimioterapia pode ser 3 

detalhada em camundongos knockouts para citocinas, receptores de superfície celular, 4 

moléculas de sinalização e fatores de transcrição (FERRAZ et al., 2007).  5 

Na doença de Chagas foram realizados estudos com camundongos knockouts, que 6 

elucidaram mecanismos da resposta imune e da patogênese (ARANTES et al., 2004; 7 

CAMPOS et al., 2004; WAGHABI et al., 2002). Estudos apontam que camundongos 8 

knockouts para IFN- ou iNOS infectados pelo T. cruzi, apresentam redução na desenervação 9 

intestinal quando comparados aos camundongos selvagens e que a desenervação é causada 10 

pela produção de NO estimulada pelo IFN- (ARANTES et al., 2004). 11 
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2 JUSTIFICATIVA 1  

2 

As citocinas e quimiocinas desempenham papel importante na regulação da 3 

resposta imune e seguramente estão envolvidas, tanto na resistência, quanto nos mecanismos 4 

relacionados com a imunopatologia na doença de Chagas. Sabe-se também que existe a 5 

participação de várias moléculas no processo de defesa contra o patógeno, bem como nos 6 

mecanismos de lesão tecidual. O óxido nítrico (NO) representa uma destas moléculas, com 7 

potencial tripanocida.  Alguns trabalhos experimentais mostram também que o NO é um 8 

importante mediador da imunidade anti-T. cruzi durante a infecção aguda, porém, pouco se 9 

conhece o seu potencial patogênico durante a fase crônica da infecção.       10 

Portanto, conhecer a intensidade e os diferentes mecanismos de agressão 11 

desencadeados na fase aguda e na fase crônica da infecção, parece ser fundamental para 12 

entender os mecanismos envolvidos nas lesões, especialmente no tecido cardíaco.  13 
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3 HIPÓTESE 1  

2 

O Óxido Nítrico, o IFN-

 
e a MCP-1 são moléculas importantes no 3 

desenvolvimento das lesões cardíacas durante a fase aguda e crônica na doença de Chagas 4 

experimental. 5 
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4 OBJETIVOS 1  

2 
4. 1 Objetivo geral 3  

4 
- Analisar a contribuição do óxido nítrico, IFN-

 
e MCP-1 no desenvolvimento da 5 

inflamação e da fibrose cardíaca nas fases aguda e crônica da infecção experimental pelo T. 6 

cruzi. 7  

8 

4. 2 Objetivos específicos 9  

10 
- Analisar o processo inflamatório nos camundongos selvagens (C57BL/6-S) e 11 

nos camundongos deficientes em iNOS (C57BL/6-KO) infectados por T. cruzi comparando 12 

com animais controles. 13 

- Quantificar a fibrose no tecido cardíaco destes animais; 14 

- Quantificar o parasitismo tissular cardíaco na fase aguda e crônica; 15 

- Verificar a produção de IFN- , e MCP-1 por células do baço destes animais. 16 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 1  

2 
5.1 Casuística 3  

4 

No presente estudo foram analisados 45 animais. Destes, 27 eram da linhagem 5 

C57BL/6 selvagens (C57BL/6-S) e 18 animais C57BL/6 eram deficientes em iNOS 6 

(C57BL/6KO). Dos 27 animais C57BL/6-S, 3 camundongos foram separados para o grupo 7 

controle não infectado, 12 foram infectados com a cepa Y e 12 foram infectados com a cepa 8 

Colombiana. Entre os camundongos C57BL/6KO, 12 foram infectados com a cepa Y e 6 9 

animais foram infectados com a cepa Colombiana. Entre os animais infectados com a cepa Y, 10 

foram eutanasiados 6 animais C57BL/6-S e 6 animais C57BL/6KO   na fase aguda da 11 

infecção. Também foram infectados com a cepa Y e eutanasiados na fase crônica da infecção: 12 

6 C57BL/6-S, 6 C57BL/6KO. Os animais infectados com a cepa Colombiana que foram 13 

eutanasiados, na fase aguda da infecção, 6 eram C57BL/6-S e 6 eram C57BL/6KO. Na fase 14 

crônica da infecção somente os 6 animais C57BL/6-S foram eutanasiados, visto que, os 15 

animais C57BL/6KO   não sobreviveram (Tabela 1).  16  

17  

18 

Tabela 1. Distribuição do número de animais utilizados no estudo, de acordo com a linhagem, cepa inoculada e 19 

fase da infecção 20 

n animais cepa inoculada infecção 

6 C57BL/6KO   Y aguda 

6 C57BL/6KO  Y crônica 

6 C57BL/6KO   Colombiana aguda 

6 C57BL/6-S Y aguda 

6 C57BL/6-S Y crônica 

6 C57BL/6-S Colombiana aguda 

6 C57BL/6-S Colombiana crônica 

3 C57BL/6-S controle não infectado 

N=45    

 

21  
22  

23 
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O exame parasitológico direto, dos animais infectados, foi realizado no sétimo dia 1 

de infecção para a cepa Y e no décimo quarto dia de infecção para a cepa Colombiana. 2 

O procedimento do exame parasitológico foi feito segundo o protocolo abaixo: 3 

a) Assepsia da cauda de cada animal com gaze embebida em álcool etílico a 70%; 4 

b) Corte a 1,5 mm da extremidade distal da cauda e coleta da segunda gota de 5 

sangue sobre lâmina de vidro para microscopia; 6 

c) Cobertura da gota de sangue sobre a lâmina com uma lamínula; 7 

d) Exame ao microscópio de luz com objetiva de 40x; 8 

e) Tratamento da ferida com solução de permanganato de potássio a 0,1% e 9 

devolução dos animais às gaiolas. 10  

Após constatar a parasitemia, os animais que desenvolveram a fase crônica da 11 

doença receberam tratamento com 8,33 mg de benzonidasol/mL de água correspondendo a 20 12 

comprimidos diluídos em 250mL de água de beber (Rochagan, Produtos Roche Químicos e 13 

Farmacêuticos S. A. Registro MS – 1.0100.0074, Indústria Brasileira), via oral a partir do 15o 14 

dia da infecção até a negativação da parasitemia. Nos grupos experimentais, para cada 15 

linhagem, os animais receberam uma única infecção e foram sacrificados após 120 dias. Cada 16 

grupo foi composto por 6 animais. A eutanásia foi realizada através da inalação de éter etílico 17 

e posterior necropsia, através de incisão ventral, onde coletou-se o baço para cultura de 18 

células e o coração para estudo in situ. As demais vísceras de interesse foram coletadas e 19 

armazenadas para análises posteriores.   20 

Os animais foram mantidos e eutanasiados seguindo as recomendações do 21 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal. Enquanto permaneceram no biotério da 22 

Disciplina de Biologia Celular da UFTM, foram mantidos em gaiolas plásticas de 414 mm x 23 

168 mm, em sala especial, com renovação constante de ar, à uma temperatura entre 20 e 25º C 24 

e umidade entre 45 e 55%. A alimentação foi feita com ração comercial de composição 25 

conhecida (Nuvilab-CR1, NUVITAL Nutrientes Produtos Veterinátios Ltda – Curitiba- PR), 26 

vitaminas termolábeis e água para beber oferecidas ad libtium. O alimento, a água para beber 27 

e a serragem que serviu de forragem para as gaiolas passaram pelo processo de esterilização 28 

em autoclave antes de serem oferecidos aos animais. Durante o período de experimento, os 29 

animais eram supervisionados diariamente para verificação de eventuais óbitos. 30  

31  

32  

33 
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5.2 Obtenção do Trypanosoma cruzi para inóculo em camundongos 1  

2 
Para produzir a infecção nos camundongos foram utilizados tripomastigotas 3 

sangüíneos provenientes de camundongos Suíços, obtidos por sangria do plexo venoso retro 4 

orbital (WAYNFORTH e FLECKNELL, 1992) em citrato de sódio a 3,8%, com auxílio de 5 

uma pipeta Pasteur umedecida com heparina. O inóculo foi ajustado para a concentração de 6 

3x103 tripomastigotas sangüíneos (BRENNER, 1962) administrado por via subcutânea. O 7 

número de parasitos foi determinado após contagem de 5µL de sangue entre lâmina e 8 

lamínula. O sangue foi diluído e ajustado a uma concentração de 3000 formas 9 

tripomastigostas por 100µL. Cada animal foi infectado por via intraperitoneal com a injeção 10 

de 100 L da suspensão de parasitas. 11 

As formas epimastigotas foram cultivadas em meio Schineider, suplementado 12 

com L-glutamina, carbonato de cálcio, e 20% de soro fetal bovino, para o preparo de 13 

antígenos brutos do parasito. 14 

As culturas foram mantidas em estufa a 29oC. No final da fase logarítmica do 15 

crescimento, os parasitos foram coletados, e lavados 3 vezes por centrifugação (800g por min 16 

40C) com solução salina tamponada (PBS). Os parasitos foram contados em câmara de 17 

Newbauer e resuspensos em água estéril a uma concentração de 108 parasitas/mL. A 18 

suspensão foi submetida a 5 ciclos de congelação e descongelação para a lise completa, sendo 19 

em seguida, aliquotado e armazenado em freezer -700C e usado nas culturas de células 20 

esplênicas. 21  

22 

5.3 Processamento das lâminas   23  

24 

Os fragmentos do coração foram fixados em formaldeído a 10% por 24 horas. 25 

Após a fixação, foram submetidos ao processo de desidratação em uma série crescente de 26 

álcool etílico, diafanização em xilol e inclusão em parafina, posicionando os fragmentos com 27 

seu eixo longitudinal perpendicular ao plano de microtomia, obtendo-se então, cortes 28 

transversais, e, para cada coração, dez cortes seriados com 5 m de espessura. Os cortes foram 29 

aderidos às lâminas com o adesivo polilisina e submetidos à secagem. Em seguida foram 30 

realizadas as colorações de rotina. As lâminas de número 1 foram coradas pela Hematoxilina 31 

(solução alcoólica de hematoxilina adicionada a alúmen de potássio e óxido de mercúrio 32 

vermelho) e Eosina (solução aquosa de stock de eosina y e floxina a 1% adicionada a ácido 33 
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acético glacial e álcool a 95%) (HE) (MICHALANY, 1980). Nas lâminas de número 2, foram 1 

realizadas as colorações pelo picrosírius. As lâminas de número 3 foram utilizadas para a 2 

técnica de imunohistoquímica para T. cruzi. 3  

4 

5.4 Quantificação do infiltrado inflamatório 5  

6 
Para a quantificação do infiltrado inflamatório, foram utilizadas as lâminas de 7 

fragmento cardíaco coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE). As imagens para análise dos 8 

cortes de coração dos camundongos foram capturadas utilizando uma câmera de vídeo digital 9 

(Evolution MP 5.0 – color – Media Cibernetic) acoplada a um microscópio de luz (Nikon – 10 

Eclipse 50i) que envia as imagens para um computador (Pentium dual core duo) para serem 11 

capturadas no programa “Image – Pro Plus” (MediaCybernetics). As imagens assim 12 

capturadas foram visualizadas em dois monitores, e gravadas para posterior utilização com os 13 

programa de análise de imagem “Image J”. Essas imagens foram calibradas através da lâmina 14 

(Leica) com régua graduada em dois milímetros divididos em unidades de 0,01mm (dez 15 

micrômetros) para a objetiva de dez vezes.  16 

Para analisar o infiltrado inflamatório no coração foi utilizado um sistema teste de 17 

contagem de pontos em uma área teste pré-determinada (MANDARIN DE-LACERDA, 18 

2003). Para calcular o número de áreas teste ou campos, foi utilizada a fórmula de HALLY 19 

(1964), com o qual se calculou o erro padrão relativo (EPR) onde Vv= densidade de volume 20 

da estrutura em análise e n = número de pontos a serem contados. 21  

22 

n

Vv
EPR

)1(

 

Onde, TP

Pp
Vv

 

; Pp = a razão de pontos que atingem o coração 23 

onde há infiltrado inflamatório (miocardite) e PT = número de pontos teste =100.  24 

O n calculado foi corrigido pela seguinte fórmula: 25 

Vv

n
n

calculado
corrigido

             26 

n corrigido = 384*0,04 = 9600 pontos 27 
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Utilizamos o Erro Padrão Relativo igual a 10.000 pontos. Assim, analisamos ao 1 

acaso, 100 imagens e cada imagem tinha 100 pontos com um tamanho de 234,88 µm x 2 

234,88µm onde cada ponto corresponde a 550µm2 totalizando uma área total de estudo de 3 

5.500.000 µm2 (Figura 1). 4 

Para calcular a percentagem de infiltrado inflamatório foi utilizada a seguinte 5 

formula: 100*)000.500.5/)550*((% pontosM onde %M = percentagem de miocardite, 6 

somatória do número de pontos que coincidiram com o infiltrado inflamatório vezes o valor 7 

de 550 µm2 que corresponde a área por ponto dividido pela área total de analise que 8 

corresponde a 5.500.000 µm2. Este resultado se multiplica por 100 para obter a percentagem. 9 

Para análise da miocardite, empregou-se o critério de "Dallas" (ARETZ, 1987). 10 

Por definição, o diagnóstico de miocardite só pode ser feito quando três ou mais células 11 

inflamatórias estivessem presentes no interstício, ocasionando lesão nos miocardiócitos 12 

adjacentes (Figura 2). 13  

14 

 

15 

Figura 1: As setas azuis indicam a direção de escolha dos campos, e os pontilhados vermelhos os campos          16 
selecionados, em um total de dez campos. 17 
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1 

Figura 2: Em maior aumento, o campo com o sistema teste de cem pontos em uma área pré-determinada de 2 
55000µm2 .  A área por ponto corresponde a 550 µm2. O total da área do estudo corresponde a 5.500.000 µm2. 3  

4 

5.5 Quantificação da fibrose 5  

6 

A avaliação morfométrica do tecido conjuntivo fibroso foi realizada nos cortes do 7 

coração, fixados e emblocados em parafina. Foi realizada a coloração pelo picrosírius 8 

(solução aquosa saturada de ácido pícrico adicionada de 0,1g% de vermelho da Síria F3b, 9 

Sirius red F3B-Bayer) com contra coloração pela hematoxilina por um minuto. As lâminas 10 

foram analisadas por morfometria digital, em microscópio de luz polarizada em uma objetiva 11 

de 10x com aumento final de X400. A morfometria foi feita utilizando o Sistema Analisador 12 

de Imagem Automático KS 300 – “Carl Zeiss”, utilizando uma macro (Figura 3). O campo a 13 

ser quantificado era capturado por meio de uma câmera acoplada ao microscópio e ao 14 

computador para digitalização da imagem. Na imagem polarizada o tecido conjuntivo fibroso 15 

apresentou-se birrefringente que era marcado pelo observador e obtinha-se o percentual de 16 

fibrose por área do campo a ser quantificado. A fibrose total e intersticial foi quantificada em 17 

20 campos que corresponde a toda a área do corte. 18 
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1 

Figura 3. Morfometria computadorizada microscópica automática. Em (A) observa-se o microscópio de luz 2 
acoplado a uma câmera conectada ao computador. Em (B) observam-se as etapas seguidas pelo programa KS 3 
300 da Carl Zeiss, em (C) a captura da imagem a ser quantificada com luz polarizada e (D) o resultado da 4 
quantificação em porcentagem da imagem capturada. 5  

6 

5.6 Cultura de células  7  

8 
O baço foi coletado para cultura de células e transferido para uma placa de Petri 9 

contendo meio RPMI incompleto (RPMI 1640, GIBCO, AUCKLAND, NZ). Após a divulsão 10 

mecânica do órgão, as células em suspensão foram lavadas 3 vezes por centrifugação (200xg, 11 

15 min 8ºC). As células foram contadas em câmara de Newbauer, ressuspendidas 12 

(2x106Cel/mL) em meio Dulbecco's (DULBECCO'S MODIFIED EAGLE MEDIUM, 13 

AUCKLAND, NZ) suplementado com 5% de soro fetal bovino, L-glutamina, gentamicina e 2 14 

mercapto-etanol. Um mL da suspensão foi distribuído em duplicata em cada poço de cultura 15 

de placa de 24 poços e incubados em presença de meio, 5 µg/mL de antígenos de T. cruzi, 2 16 

µg/mL Concanavalina A(ConA) - (nos animais da cepa “colombiana”) e fitohemaglutinina 17 

(PHA) e lipopolissacarídeo (LPS) (nos animais da cepa “Y”). As culturas foram mantidas por 18 

24 e 72 horas em estufa incubadora de CO2 a 37ºC, quando os sobrenadantes foram coletados 19 

e armazenados em freezer a –70ºC até análise. 20  

21  

22 

A

 

B

 

C

 

D
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5.7 Dosagem de citocinas por ELISA dos sobrenadantes de cultivo de células do baço 1  

2 
As citocinas presentes nos sobrenadantes de culturas de células dos baços dos 3 

animais infectados e controles foram dosadas por ensaio imunoenzimático (ELISA tipo 4 

sandwich) utilizando pares de anticorpos comercialmente disponíveis.  5 

Placas de polipropileno de alta afinidade, com 96 poços de fundo chato (NUNC – 6 

Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais (50µl) contra cada 7 

uma das citocinas (IFN-  e MCP-1 - BD OptEIATM , Biosciences Pharmingen, 1:250) diluídos 8 

em tampão Coating (carbonato/bicarbonato pH 9,2) over night a 4°C. Posteriormente, as 9 

placas foram lavadas com PBS/Tween a 0,05% em lavadora automática, bloqueadas por 4 10 

horas em temperatura ambiente, em solução PBS-BSA (solução salina tamponada com fosfato 11 

- soro-albumina bovina) 2%, e lavadas novamente com PBS/Tween a 0,05%. As amostras dos 12 

sobrenadantes foram distribuídas em diluições 1:2 em PBS BSA 2%. A curva padrão 1000 a 13 

16 pg/mL com cada citocina foi utilizada como padrão de referência. As amostras foram 14 

incubadas "overnight” a 4ºC, as placas foram lavadas novamente com PBS/Tween a 0,05% e 15 

distribuiu-se anticorpo secundário anti-citocina, conjugado com biotina por 2 horas a 37ºC. As 16 

placas foram novamente lavadas com solução de PBS/Tween a 0,05% e incubadas com 17 

peroxidase (2 horas a 37ºC). Finalmente, após nova lavagem com solução de PBS/Tween a 18 

0,05%, as placas foram incubadas com nitrofenil fosfato (NPP) (Sigma) 1mg/ml em tampão 19 

di-etanolamina pH 9,4, protegidas da luz. As placas foram lidas em leitor de microplacas com 20 

o filtro de 405nm (Biorad 2550 Reader EIA, USA). A concentração das citocinas foi 21 

determinada por análise de regressão comparando com a absorbância obtida nas amostras com 22 

aquelas da curva padrão, realizadas em cada placa para a citocinas em questão. 23  

24 

5.8 Imunohistoquímica 25  

26 
A imunohistoquímica para detecção de ninhos de T. cruzi foi realizada nos cortes 27 

de coração dos camundongos infectados e fixados em formol. Após bloqueio da peroxidase 28 

endógena pelo tratamento com H2O2 em metanol, as lâminas foram lavadas e incubadas com 29 

solução PBS contendo 2% de PBS-BSA. Em seguida, cada corte foi incubado com o 30 

anticorpo anti- T. cruzi produzido em coelho, na concentração 1: 250, incubado durante 2 31 

horas à temperatura ambiente (370C). Posteriormente, as lâminas foram lavadas em PBS e 32 

novamente incubadas com o anticorpo secundário proteína A conjugada com peroxidase, na 33 

diluição 1:500. As lâminas foram lavadas e reveladas com 25 µL de H2O2(0,05%) + 1mg/mL 34 
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DAB (1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol-Diaminobenzidina) em tampão tris-HCl pH 7,4. A 1 

reação foi interrompida lavando-se as lâminas em água corrente. Os cortes foram contra-2 

corados, com hematoxilina e as lâminas foram então montadas para análise em microscópio 3 

de luz comum. 4  

5 

5.8.1 Densidade Parasitária 6  

7 

A densidade parasitária do número de ninhos de amastigotas por mm2 foi 8 

realizada através da contagem desses ninhos em todo o corte do coração de cada animal. A 9 

quantificação da área do miocárdio foi realizada capturando toda a imagem do coração com o 10 

auxílio de um scanner HP Scanjet G 4050 (USA) e o programa Adobe Photoshop CS2 em um 11 

computador Pentium dual core duo. O tamanho de cada imagem corresponde a 10mm2. As 12 

imagens assim capturadas foram visualizadas e gravadas para posterior utilização com o 13 

programa de análise de imagem “ImageJ”, onde foi obtidas as mensurações, cujos valores 14 

foram expressos em mm2 (Figura4). 15  

16 

 

17 

Figura 4. Em A programa ImageJ; Em B, imagem de corte do coração  capturada como indicado no item 5.8.1; 18 
Em C imagem transformada em 8 bits e utilizado o comando threshold que transforma a imagem em branco e 19 
preto, permitindo o cálculo da área pelo programa; Em D, o resultado do cálculo 20 
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5.9 Aspectos éticos 1  

2 
Todos os procedimentos realizados com os animais estão de acordo com as 3 

normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA 4 

(ANDERSEM et al., 2004; MEZADRI, THOMÁZ & AMARAL, 2004).  O Projeto de 5 

Pesquisa do presente trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da UFTM 6 

(CEP/UFTM), protocolado com o número 50.  7  

8 

5.10 Normas adotadas 9  

10 
Foram adotadas normas da ABNT, NBR 14724. Agosto de 2002. Informação e 11 

documentação – trabalhos acadêmicos – apresentação e as recomendações do Curso de Pós 12 

Graduação em Patologia da UFTM. 13  

14 

5.11 Análise Estatística 15  

16 
Para a análise estatística foi elaborada uma planilha eletrônica no programa 17 

Microsoft Excel , e sua realização se fez através do programa e Statview (Abaccus EUA). A 18 

verificação da distribuição normal das variáveis quantitativas foi feita pelos testes de 19 

Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As variáveis contínuas que apresentaram distribuição 20 

normal foram expressas em média 

 

desvio padrão e aquelas que apresentaram distribuição 21 

não normal foram expressas em mediana com valores mínimos e máximos e percentis. As 22 

variáveis que apresentaram distribuição normal e variância semelhante foram analisadas pelos 23 

testes "t" de Student para comparação de dois grupos. As variáveis que apresentaram 24 

distribuição normal com variância não homogênea ou distribuição não normal, foram 25 

analisadas pelos testes de Mann-Whitney (T) para comparação de dois grupos independentes 26 

e Kruskal Wallis para a comparação de três ou mais grupos. Os resultados foram considerados 27 

estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor 5% (p<0,05). 28 
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6 RESULTADOS 1  

2 
No presente estudo, foram quantificados os ninhos de T. cruzi, no tecido cardíaco 3 

no grupo de animais C57BL/6KO e C57BL/6-S e avaliados os processos patológicos gerais, 4 

como inflamação e fibrose tecidual no miocárdio.  5  

6 

6. 1 Parasitismo cardíaco 7  

8 

O parasitismo tissular foi avaliado pela contagem de ninhos de T. cruzi no 9 

miocárdio na fase aguda e crônica pela técnica de imunohistoquímica indireta (Prancha 1A e 10 

1B), em todos os grupos infectados e foi expresso na forma de número de ninhos por mm2 da 11 

área do corte examinado.  12 

O número de ninhos de T. cruzi no tecido cardíaco em animais infectados com a 13 

cepa colombiana (n=6) foi significativamente maior nos animais C57BL/6KO que nos 14 

animais C57BL/6-S (Mann-Whitney, p=0,006) enquanto que nos animais infectados com a 15 

cepa Y (n=6), não foi observado diferença significativa entre estes mesmos grupos.  16 

Nos animais C57BL/6KO infectados com a cepa Colombiana, o numero de ninhos 17 

foi significativamente maior que nesta mesma linhagem infectada com a cepa Y (Mann-18 

Whitney, p=0,004). A linhagem C57BL/6-S não houve diferença significativa quando 19 

comparada as duas cepas de T.  cruzi (Figura 5).  20 
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1 

Figura 5. Distribuição do número de ninhos por mm2 em camundongos C57BL/6KO e C57BL/6-S infectados 2 
com a cepa Y e com a cepa colombiana na fase aguda. Os dados são apresentados em número de ninhos por área 3 
do corte analisado. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha vertical o 4 
percentil de 10% a 90% (*Mann-Whitney; p=0,0001); (**Mann-Whitney; p=0,033). 5  

6  
7 

6. 2 Inflamação na fase aguda 8  

9 
O processo inflamatório foi avaliado por morfometria utilizando um sistema teste 10 

de contagem de pontos em uma área teste pré-determinada, tanto na fase aguda como na fase 11 

crônica no miocárdio dos animais infectados com as cepas Y (n=24) e Colombiana (n=24). 12 

Na fase aguda houve predomínio de polimorfonucleares (PMN), enquanto que, na fase 13 

crônica encontrou-se infiltrado inflamatório, constituído predominantemente de 14 

mononucleares (MN) (Prancha 1C e 1D). A inflamação foi avaliada entre os grupos de 15 

animais (C57BL/6-S) e deficientes em iNOS (C57BL/6KO  ).  16 

Na fase aguda, foram comparados os animais C57BL/6-S e C57BL/6KO, 17 

infectados com a cepa Colombiana (n=6) e com a cepa Y (n=6). Não houve diferença 18 

significativa entre os animais C57BL/6-S e C57BL/6KO quando infectados pela cepa Y ou 19 

colombiana. Entretanto, em ambas linhagens, quando comparados os animais infectados com 20 

as cepas Y (n=6) e Colombiana (n=6), no grupo C57BL/6KO a inflamação causada pela cepa 21 

colombiana foi significativamente maior (Mann-Whitney, p=0,013) assim como, no grupo 22 

C57BL/6-S (n=6) (Mann-Whitney, p=0,004) (Figura 6). 23 
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1 

Figura 6. Distribuição da porcentagem de exsudato inflamatório em camundongos C57BL/6KO   e C57BL/6-S 2 
infectados pelas cepas Y e Colombiana na fase aguda da infecção. A linha horizontal representa a mediana, a 3 
barra a dispersão de 25% a 75% e a linha vertical representa a dispersão de 10% a 90%. *(Mann Whitney; 4 
p=0,013); ** (Mann Whitney; p=0,004). 5  

6  

7 

6. 3 Inflamação na fase crônica 8  

9 

Na fase crônica, foram comparados o infiltrado inflamatório entre os animais 10 

C57BL/6KO (n=6) e C57BL/6-S (n=6) inoculados com a cepa Y, não sendo observado 11 

diferença significante. No entanto, entre os animais C57BL/6-S infectados com a cepa Y 12 

(n=6) e Colombiana (n=6) foi observado uma inflamação significativamente maior nos 13 

animais inoculados com a cepa Colombiana (Mann-Whitney, p=0,004) (Figura 7). 14 

Não foi avaliada a fase crônica do grupo C57BL/6KO infectado com a cepa 15 

Colombiana, pois os mesmos morreram antes de atingirem esta fase. 16 
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1 

Figura 7. Distribuição da porcentagem de exsudato inflamatório em camundongos C57BL/6KO e C57BL/6-S 2 
infectados pelas cepas Y e Colombiana na fase crônica da infecção. A linha horizontal representa a mediana, a 3 
barra a dispersão de 25% a 75% e a linha vertical representa a dispersão de 10% a 90%. *(Mann Whitney; 4 
p=0,004). 5  

6  

7 

6. 4 Fibrose na fase aguda 8  

9 

A fibrose foi avaliada por morfometria digital no tecido cardíaco utilizando-se 10 

cortes corados pelo picrosírius e analisados na luz polarizada (Prancha 1E e 1F).  11 

Na fase aguda, foi comparada a fibrose nos animais C57BL/6-S e C57BL/6KO, 12 

infectados com a cepa Colombiana (n=6) e com a cepa Y (n=6). Não houve diferença 13 

significativa entre os animais C57BL/6-S e C57BL/6KO quando infectados pela cepa Y ou 14 

colombiana e a sua intensidade foi semelhante ao grupo controle.  15 

No grupo C57BL/6-KO, houve uma maior produção de fibrose pelos animais 16 

infectados com a cepa Colombiana (n=6) que os animais infectados com a cepa Y (n=6), no 17 

entanto essa diferença não foi estatísticamente significante. Da mesma forma, não houve 18 

diferença significante no grupo C57BL/6-S, inoculados com a cepa Colombiana (n=6) e com 19 

a cepa Y (n=6) (Figura 8). 20  

21 
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1 

Figura 8. Distribuição da fibrose em camundongos C57BL/6KO e C57BL/6-S, infectados com a cepa Y e com a 2 
cepa Colombiana, durante a fase aguda da infecção. Os dados são apresentados em porcentagem da área de 3 
fibrose. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha vertical o percentil de 4 
10% a 90%.  5  

6  
7  
8  
9 

6. 5 Fibrose na fase crônica 10  

11 

O grupo C57BL6KO infectado com a cepa Colombiana não foi avaliado, pois os 12 

animais morreram antes de chegar à fase crônica. Na fase crônica observou-se em todos os 13 

animais um aumento significativo da fibrose quando comparado como grupo controle.  Na 14 

análise dos animais infectados pela cepa Y durante a fase crônica mostrou que, entre os 15 

grupos C57BL/6KO (n=6) e C57BL/6-S (n=6), quando comparados, a produção de fibrose 16 

não foi significativamente diferente (Figura 9).  17  
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1 

Figura 9. Distribuição da fibrose no grupo controle e em camundongos C57BL/6KO e C57BL/6-S, infectados 2 
com a cepa Y durante a fase crônica da infecção. Os dados são apresentados em porcentagem da área de fibrose. 3 
A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha vertical o percentil de 10% a 4 
90%.  5  

6  

7 

6. 6 Dosagem de IFN-  e MCP-1 8  

9 
A dosagem de IFN- e MCP-1 foi realizada por ensaio imunoenzimático em 10 

sobrenadantes de culturas de células do baço, cultivados por 72 horas em presença de 11 

antígenos de T. cruzi ou meio. 12  

13 

6. 6. 1 Níveis de IFN-  na fase aguda da infecção 14  

15 

Os níveis de IFN-

 

foram avaliados entre os camundongos C57BL/6-S e 16 

C57BL/6KO, infectados com a cepa Colombiana e com a cepa Y. Não houve diferença 17 

significativa entre os animais destas linhagens quando infectados pela cepa Y ou Colombiana, 18 

nem em sua produção basal, nem após o estímulo com T. cruzi.  19 

No grupo C57BL/6KO, quando comparada a produção de IFN-

 

entre os animais 20 

infectados com a cepa Y (n=4) com os animais infectados com a cepa Colombiana (n=5), 21 

também não houve diferença significante, nem na produção basal, nem após estímulo com T. 22 

0

5

 

10

 

15

 

20

 

25

 

30

 
35

 
40

 
45

 
50

 

Controle

  

C57BL/6-S 

 

C57BL/6NO

       
%

 d
e 

fi
b

ro
se

/µ
m

2

 

Controle

 

C57Bl/6KO 

C57Bl/6-S 



 

__________________________________________________________________________________________
Dissertação de Mestrado – Cláudia Renata Bibiano Borges  

cruzi. Da mesma forma, não houve diferença significante no grupo C57BL/6-S, inoculados 1 

com a cepa Colombiana (n=6) e com a cepa Y (n=6), com ou sem estímulo de T. cruzi (Figura 2 

10). 3  

4   

5  
6  
7  

8 

6. 6. 2 Níveis de IFN-  na fase crônica da infecção 9  

10 

A produção de IFN- foi avaliada entre os grupos C57/BL/6-S e C57BL/6KO, 11 

infectados com a cepa Y. O grupo C57BL/6-S infectado com a cepa Colombiana não 12 

produziu níveis detectáveis de IFN- , já o grupo C57BL/6KO  não sobreviveu à esta fase da 13 

infecção.  14 

Não houve diferença significante entre os animais C57BL/6KO (n=6) e C57BL/6-15 

S (n=6) infectados com a cepa Y durante a fase crônica da infecção, nem em sua produção 16 

basal, nem após estímulos com T. cruzi (Figura 11).  17 
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Figura 10. Níveis de IFN- em sobrenadantes de cultura em células de baço de camundongos C57BL/6KO 
e C57BL/6-S, infectados com as cepas Y e Colombiana, na fase aguda da infecção. Os dados são 
apresentados em ng/mL.A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha 
vertical o percentil de 10% a 90%. 
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1  

2 

6. 2. 3 Níveis de MCP-1 na fase aguda da infecção 3  

4 

Os níveis de MCP-1 foram avaliados entre os camundongos C57BL/6-S e 5 

C57BL/6KO, infectados com a cepa Colombiana e com a cepa Y.  6 

O grupo C57BL/6KO infectado com a cepa Colombiana (n=5) apresentou níveis 7 

significativamente maiores de MCP-1 em sua produção basal que o grupo C57Bl/6-S (n=6) 8 

(Mann-Whitney, p=0,049). No entanto, após o estímulo com T. cruzi, não houve diferença 9 

estatisticamente significante, embora o grupo C57Bl/6KO (n=6) ter apresentado níveis 10 

maiores de MCP-1 que o grupo C57BL/6-S (n=6). Não houve diferença significativa entre os 11 

animais destas linhagens quando infectados pela cepa Y em sua produção basal ou após o 12 

estímulo com T. cruzi  (Figura 12). 13 
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Figura 11. Níveis de IFN- em sobrenadantes de cultura em células de baço de camundongos C57BL/6-S, 
infectados com as cepas Y, na fase na fase crônica da infecção.  Os dados são apresentados em ng/mL. A 
linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha vertical o percentil de 10% 
a 90%.  
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1  

2 

6. 2. 4 Níveis de MCP-1 na fase crônica da infecção 3  

4 

A produção de MCP-1 foi avaliada entre os grupos C57BL/6-S e C57BL/6KO, 5 

infectados com a cepa Y. O grupo C57BL/6-S infectado com a cepa Colombiana não 6 

expressou níveis detectáveis de MCP-1 na produção basal e produziu pouco MCP-1 após 7 

estímulo com T. cruzi. O grupo C57BL/6KO  inoculado com a cepa Colombiana não 8 

sobreviveu à esta fase da infecção.  9 

Os animais C57BL/6-S em sua produção basal, expressaram um nível 10 

significativamente maior de MCP-1 que os animais C57BL/6KO, infectados com a cepa Y 11 

(Mann-Whitney, p=0,031). Da mesma forma, após estímulo com T. cruzi, os animais 12 

C57BL/6-S expressaram um nível de MCP-1 significativamente maior que os animais 13 

C57BL/6KO, infectados com a cepa Y (Mann-Whitney, p=0,015) (Figura 13). 14 
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Figura 12. Níveis de MCP-1 em sobrenadantes de cultura em células de baço de camundongos 
C57BL/6KO e C57BL/6-S, infectados com as cepas Y e Colombiana, na fase aguda da infecção. Os dados 
são apresentados em ng/mL. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a 
linha vertical o percentil de 10% a 90% (*Mann-Whitney; p=0,049). 
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1 

Figura 13. Níveis de MCP-1 em sobrenadantes de cultura em células de baço de camundongos C57BL/6-S, 2 
infectados com as cepas Y e Colombiana, na fase crônica da infecção, em produção basal. Os dados são 3 
apresentados em ng/mL. A linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75%, a linha 4 
vertical o percentil de 10% a 90% (*Mann-Whitney; p=0,031); (** Mann-Whitney; p=0,015).5 
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Prancha 1. Corte histológico de coração de camundongo C57BL/6-S e C57BL/6KO: (A) Corte histológico de 
coração de camundongo evidenciando ninho de T. cruzi. (Seta)(X 800). (B) Corte histológico de coração de 
camundongo com imunomarcação positiva na técnica de imunohistoquímica para T. cruzi. (Seta) (X 800). (C) 
Infiltrado inflamatório com predomínio de PMN durante a fase aguda da infecção pelo T. cruzi.(seta) 
(Hematoxilina-eosina X 800). (D) Infiltrado inflamatório com predomínio de MN durante a fase crônica da 
infecção pelo T. cruzi. (seta) (Hematoxilina-eosina X 800). (E) Linhagem C57BL/6-S infectado pela cepa 
Colombiana do T. cruzi, fase crônica apresentando fibrose (picrosírius, sob luz comum (X 800). (F) Mesmo 
campo visto na luz polarizada (X 800).       
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7 DISCUSSÃO 1  

2 

No presente trabalho foi estudado a contribuição do óxido nítrico, IFN-  e MCP-3 

1 no desenvolvimento da inflamação e da fibrose cardíaca nas fases aguda e crônica da 4 

infecção experimental pelo T. cruzi. Utilizamos animais geneticamente deficientes na sintase 5 

induzível do óxido nítrico experimentalmente infectados com o T. cruzi onde foram 6 

analisados a produção de IFN- e MCP-1 por células esplênicas destes animais. 7 

Na doença de Chagas, sabe-se que fator lesivo inicial é o parasitismo de 8 

miocardiócitos pelo T. cruzi.  Em nossos resultados, o número de ninhos de T. cruzi no tecido 9 

cardíaco nos animais infectados com a cepa colombiana foi significativamente maior nos 10 

animais C57BL/6KO que nos animais C57BL/6-S devido a sua deficiência de produção de 11 

óxido nítrico, uma importante molécula tripanocida (GAZZINELLI, OSWALDO & JAMES, 12 

1992; SILVA et al., 1995). E comparando os animais C57BL/6KO com as duas cepas, os 13 

animais infectados com a cepa Colombiana, apresentaram números de ninhos 14 

significativamente maiores que os infectados com a cepa Y. Esses resultados se justificam, 15 

uma vez que a cepa Colombiana apresenta parasitemia de evolução lenta, e com nítido 16 

miotropismo, sobretudo com envolvimento de musculatura esquelética (ANDRADE, 2000). 17 

Já a cepa Y é caracterizada por uma infecção de evolução rápida, e com altos níveis de 18 

parasitemia (ANDRADE, 1974).  19 

Os animais da linhagem C57BL/6-S, em nossos resultados, apresentaram um 20 

padrão de resistência à infecção pelo T. cruzi em relação aos C57BL/6KO. Animais C57Bl/6 21 

têm sido apontados como resistentes a parasitas intracelulares, como o T. cruzi e as 22 

Leishmanias, apresentando uma capacidade de gerar uma resposta imune predominante de 23 

padrão Th1 capaz de estimular o macrófago a eliminar parasitas intracelulares (SACKS et al., 24 

2002).  25  

Como ocorre em outras infecções por microrganismos patogênicos intracelulares, 26 

a infecção pelo T. cruzi mobiliza mecanismos de imunoproteção. A inflamação no presente 27 

estudo foi encontrada em 100% dos casos, sendo que, na fase aguda detectou-se um 28 

predomínio de polimorfonucleares, enquanto que, na fase crônica foram encontrados 29 

predominantemente os mononucleares. Em modelo experimental, estudos revelam um papel 30 

preponderante para linfócitos CD4+, tanto na imunidade como na patogenia (DOS SANTOS 31 

et al., 1992). A caracterização do infiltrado inflamatório da miocardite chagásica crônica 32 

humana pode fornecer informações relevantes para o esclarecimento da patogênese,  33 
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terapêutica, e prognóstico da doença de Chagas. Estudos mostram que este infiltrado 1 

inflamatório é constituído predominantemente de linfócitos e macrófagos, ao lado de menor 2 

número de eosinófilos, plasmócitos, neutrófilos e mastócitos (ANDRADE, 1958; LOPES et 3 

al., 1987). Por técnica de imunohistoquímica têm sido demonstrado predomínio de células 4 

LTCD8+ (REIS et al., 1993) e que estas células aparecem mais próximas ou aderidas aos 5 

miocardiócitos, expressando o fator citotóxico granzima A (TOSTES et al., 1994).  6 

No presente trabalho, comparando a inflamação durante a fase aguda entre os 7 

grupos de animais C57BL/6-S e C57BL/6KO infectados com a cepa Colombiana e com a 8 

cepa Y não houve diferença significativa. No entanto, em cada uma das linhagens, quando 9 

comparados os animais infectados com as duas cepas, no grupo C57BL/6KO a inflamação 10 

causada pela cepa colombiana foi significativamente maior que a causada pela cepa Y. 11 

Estudos apontam que a cepa Y tem um tropismo predominante por macrófago na fase aguda 12 

da infecção, sobretudo, em órgãos como baço, fígado e linfonodos (ANDRADE & ROCHA, 13 

1995), enquanto, a cepa Colombiana nessa fase já mostra um tropismo por células musculares 14 

(ANDRADE, 1974; MELO & BRENER, 1978).   15 

Em nosso estudo, na fase crônica, os animais C57BL/6-S infectados com a cepa 16 

Colombiana apresentaram inflamação significativamente maior que os infectados com a cepa 17 

Y. Alguns trabalhos apontam que a infecção com a cepa Colombiana, há um nítido 18 

miotropismo (ANDRADE & ROCHA, 1995), determinando assim uma miocardite crônica 19 

progressiva, com processo inflamatório crônico multifocal (ANDRADE, 1976) associado 20 

com necrose de parede vascular e lesões miocárdicas proeminentes (ANDRADE, 2000). 21 

A fibrose representa um dos mais importantes achados que compromete a função 22 

contrátil cardíaca durante a fase crônica da infecção. Acredita-se que seu desenvolvimento 23 

ocorra por substituição do tecido lesado, cumprindo a função de preenchimento. Na doença de 24 

Chagas, representa uma perda da massa contrátil, além de, contribuir para a desorganização 25 

das miocélulas estando assim associado à insuficiência cardíaca congestiva (LOPES & 26 

CHAPADEIRO, 1997). 27 

A fibrose, no presente estudo, foi avaliada na fase aguda comparando os animais 28 

C57BL/6-S e C57BL/6KO, com as duas cepas, e não houve diferença significativa, embora os 29 

animais C57BL/6KO apresentaram uma maior área de tecido conjuntivo fibroso quando 30 

infectados pela cepa Colombiana.  31 

Com a evolução da inflamação, células presentes no tecido conjuntivo como 32 

fibroblastos, começam a sintetizar colágeno para substituir o tecido lesado, formando assim, a 33 
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fibrose. A fase aguda da infecção é caracterizada por alguns autores por não apresentar 1 

fibrose, ou a mesma ser cicatricial (LOPES et al., 1981). A cepa Colombiana, no presente 2 

trabalho, promoveu maior fibrose no tecido cardíaco, provavelmente porque é uma cepa 3 

miotrópica e induz inflamação com maior intensidade. Trabalhos comparando as cepas Y, 4 

Colombiana e São Felipe (12SF) na indução de lesão cardíaca mostraram que a cepa 5 

Colombiana produz lesões cardíacas crônicas mesmo com baixo inóculo, em relação às cepas 6 

Y e 12SF (CHAPADEIRO et al., 1988; ANDRADE et al., 2006).  A fibrose desenvolvida na 7 

fase crônica é dependente do parasitismo e da intensidade da inflamação. Foi demonstrado 8 

que após o tratamento específico e a cura parasitológica de camundongos suíços infectados 9 

coma cepa colombiana ou São Felipe havia uma diminuição da inflamação e da fibrose 10 

(ANDRADE et al., 1991). Estes dados diferem em parte dos nossos achados, uma vez que 11 

durante a fase aguda e crônica da infecção os camundongos C57BL/6-S infectados com a 12 

cepa Colombiana apresentaram parasitismo e inflamação significativamente maiores que 13 

aqueles infectados com a cepa Y, sugerindo, no período analisado, que a intensidade da 14 

inflamação e do parasitismo não guarda relação direta com a fibrose. Deve ainda ser 15 

ressaltado que, diferentemente do estudo citado acima, os animais deste estudo não 16 

apresentaram cura parasitológica. 17 

Em modelo de fibrose induzida pela infecção experimental pelo Schistosoma 18 

mansoni, foi demonstrado que a iNOS é responsável pelos efeitos anti-inflamatórios e anti-19 

fibróticos atribuídos a uma resposta Th1 (HESSE et al., 2000). Neste estudo animais 20 

deficiente em iNOS apresentaram maior inflamação, provavelmente devido ao maior 21 

parasitismo tissular. Ainda, não se observou diferença na fibrose entre os animais deficientes 22 

e iNOS e seu homólogos selvagens sugerindo que na doença de Chagas, o óxido nítrico não 23 

está envolvido na formação da fibrose cardíaca.  24 

As citocinas desempenham papel importante na regulação da resposta imune e, 25 

seguramente, estão envolvidos tanto na resistência quanto nos mecanismos relacionados com 26 

a imunopatologia na doença de Chagas. Os níveis de IFN- estudados no presente estudo na 27 

fase aguda da infecção, foram avaliados nos camundongos C57BL/6-S e C57BL/6KO, com as 28 

duas cepas (Colombiana e Y) e não houve diferença significativa entre os animais destas 29 

linhagens. O IFN-

 

é uma citocina ativadora de macrófago, produzida principalmente por 30 

linfócitos T auxiliares do tipo 1 (Th1) (ROMAGNANI, 1997). Em modelo experimental 31 

utilizando C57BL/6, foi observada a presença de IFN-  no início da infecção, sendo a citocina 32 

predominante do décimo quinto ao trigésimo dia, enquanto que, em 60 dias, o balanço entre 33 
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Th1 e Th2 foi invertido em favor de Th2 com a produção de IL-4 e IL-10 (TALVANI et al., 1 

2000). Em nosso estudo, o IFN-

 
foi uma citocina encontrada tanto na fase aguda como na 2 

fase crônica da infecção dos animais, no entanto, comparando os níveis dessa citocina entre as 3 

linhagens C57BL/6-S e C57BL/6KO não foi encontrada diferença significativa, bem como, 4 

comparando essas linhagens entre as cepas. Camundongos da linhagem C57BL/6 são bons 5 

produtores de IFN-  e os animais deficientes em iNOS desta mesma linhagem conservam 6 

esta capacidade (HESSE et al., 2000). A resistência à infecção pelo T. cruzi é associada à 7 

capacidade dos linfócitos em produzirem IFN- , o que por sua vez, podem ativar os 8 

macrófagos a produzirem NO, a principal molécula efetora que controla a multiplicação 9 

intracelular do parasito (ALMEIDA-LEITE et al., 2007).  No presente estudo, os animais 10 

C57BL/6KO apresentaram maior parasitismo que os animais C57BL/6-S, o que demonstra 11 

que apesar dos animais C57BL/6KO produzirem IFN-

 

esses animais não conseguem 12 

estimular a produção de NO apresentando assim um maior parasitismo, inclusive não 13 

conseguindo sobreviver para atingirem a fase crônica da doença. Macrófagos ativados pelo 14 

IFN- sintetizam NO, que, em camundongos, é considerada a maior molécula efetora 15 

intracelular capaz de eliminar formas amastigotas (COSTA et al., 2006).   16 

Em nosso estudo, na fase aguda, o grupo C57BL/6KO infectado com a cepa 17 

Colombiana apresentou níveis significativamente maiores de MCP-1 em sua produção basal 18 

que o grupo C57BL/6-S. Na literatura, a MCP-1 é descrita como uma quimiocina que 19 

estimula uma resposta de perfil Th2, onde camundongos deficientes dessa quimiocina se 20 

mostram incapazes de montar uma resposta deste perfil (GU et al., 2000). Por outro lado, 21 

macrófagos peritoneais de camundongos estimulados com MCP-1 aumentam sua capacidade 22 

de estimularem a produção de óxido nítrico (BISWAS, SODHI & PAUL, 2001). Durante a 23 

infecção aguda experimental pelo T. cruzi, enquanto o parasitismo ainda é alto, há uma maior 24 

síntese de quimiocinas no miocárdio, como uma resposta às moléculas do parasito 25 

(TEIXEIRA, GAZZINELI & SILVA, 2002). A MCP-1 expressa durante o processo de 26 

infecção tem sido demonstrada como ativadora de macrófagos infectados para produzir NO e 27 

matar T. cruzi (COELHO et al., 2002). O grupo C57BL/6KO infectado com a cepa 28 

Colombiana, na fase aguda, apresentou níveis significativamente maiores de MCP-1, no 29 

entanto, como esses animais apresentam uma deficiência na produção de NO o número de 30 

parasitas foi significativamente maior. 31 

Já na fase crônica, os nossos resultados se invertem, e os grupos que mais 32 

expressam MCP-1 são os C57BL/6-S infectados com a cepa Y, tanto em sua produção basal, 33 



 

__________________________________________________________________________________________
Dissertação de Mestrado – Cláudia Renata Bibiano Borges  

como após a infecção por T. cruzi.  Alguns estudos sugerem que as formas amastigotas e 1 

tripomastigotas do T. cruzi possuem um receptor ou ligante para as quimiocinas MCP-l, e que 2 

estas quimiocinas podem estar atuando nos processos de migração do parasito no hospedeiro 3 

durante a infecção, atraindo linfócitos e monócitos (BRENIER-PINCHART, 2001). Em um 4 

estágio tardio da infecção, a produção de quimiocinas parece ser induzida em resposta aos 5 

antígenos do parasito (TEIXEIRA, GAZZINELI & SILVA, 2002), sobretudo a MCP-1, 6 

potencializam a capacidade dos macrófagos de destruírem o T. cruzi (ALIBERTI et al., 1999). 7  

Alguns trabalhos apontam a MCP-1 como uma proteína pró-inflamatória que 8 

promove fibrose intersticial e está implicada em doenças caracterizadas por infiltrados ricos 9 

em monócitos (MATSUSHIMA et al., 1989; CHARO & TAUBMAN 2004; 10 

FRANGOGIANNIS et al., 2007). Neste estudo como não se observou diferença na fibrose, 11 

não se evidenciou correlação entre o desenvolvimento da fibrose e os níveis de MCP-1.  12 
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8 CONCLUSÕES 1  

2 

 
Animais deficientes em NO apresentaram maior parasitismo tissular e 3 

inflamação mais intensa; 4 

 
Animais deficientes em NO não apresentaram diferença significativa na 5 

intensidade de fibrose; 6 

 

Animais deficientes em NO apresentaram níveis de MCP-1 7 

significativamente maiores após a infecção pelo T. cruzi. 8  

9 

Portanto, o Óxido Nítrico e a MCP-1 são moléculas importantes no desenvolvimento das 10 

lesões cardíacas durante a fase aguda e crônica na doença de Chagas experimental. 11 
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