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RESUMO 

 
A Doença de Chagas é resultante da infecção pelo T. cruzi. Este protozoário é constituído de 

cepas ou subespécies com comportamentos peculiares. As cepas Y e Colombiana são consideradas 

cepas polares, levando-se em conta sua morfologia e tropismo tissular. Os camundongos C57Bl/6 e 

BALB-c são amplamente utilizados para avaliação da imunopatogênese e mediadores envolvidos na 

resposta imune frente a parasitas intracelulares. O papel das citocinas e do Óxido Nítrico na infecção 

Chagásica ainda não foram totalmente elucidados. No presente estudo foram avaliados os animais; 

BALB-c; C57Bl/6 e C56Bl/6 iNOS
-/-

, sendo 5 animais de cada grupo para cada uma das cepas, Y e 

Colombiana, na fase aguda (15 dias) e na fase crônica (90 dias) da infecção experimental. Foram 

analisados no tecido cardíaco a presença ninhos de T. cruzi, infiltrado inflamatório e fibrose. Células 

do baço foram utilizadas para cultura e posterior avaliação da produção de citocinas pela técnica de 

ELISA. Observou-se que os animais C57Bl/6 apresentaram número significativamente maior de 

ninhos na fase aguda com ambas as cepas, que os animais BALB-c (p=0,008 e p=0,001; Mann 

Whitney) e quantidade significativamente menores de ninhos que o C57Bl/6 iNOS
-/-

 na infecção com a 

cepa Colombiana (p=0,001; Mann Whitney). Os animais C57Bl/6 apresentaram infiltrado inflamatório 

significativamente menores na infecção com a cepa Y (p=0,004; Mann Whitney), contudo, na infecção 

com a cepa Colombiana, esses, apresentaram infiltrado cardíaco significativamente maiores que os 

animais BALB-c na fase crônica da infecção (p=0,008; Mann Whitney). Os C57Bl/6 iNOS
-/-

 não 

apresentaram diferença significantes. A fibrose foi significativamente maior nos animais BALB-c 

tanto na fase aguda, como na fase crônica na infecção pela cepa colombiana (p=0,0135 e p=0,0004; 

“t” não pareado). Em relação à produção de citocinas os animais C57Bl/6 apresentaram níveis 

significativamente maiores de IFN-γ após a infecção pela cepa Y, enquanto que, a infecção com a cepa 

colombiana, esses níveis foram significativamente maiores nos animais BALB-c. A IL-4 foi 

significativamente maior nos animais C57Bl/6, tanto na fase aguda, como na fase crônica nas duas 

cepas utilizadas. Os níveis de TNF-α foi significativamente maiores nos animais BALB-c infectados 

com a cepa Colombiana. A IL-10 foi significativamente maior tanto na fase aguda, como na fase 

crônica nos animais C57Bl/6 em relação aos BALB-c, e os animais C57Bl/6 iNOS
-/-

 apresentaram 

níveis significativamente maiores de IL-10 que os animais C57Bl/6 em todas as condições de cultura. 

Portanto, o maior comprometimento cardíaco nos animais BALB-c em relação ao C57Bl/6, é 

provavelmente reflexo do desequilíbrio entre citocinas pro-inflamatórias e antiinflamatórias, sendo 

mais evidente na infecção com a cepa Colombiana. A ausência do óxido nítrico parece não influenciar 

diretamente no desenvolvimento das lesões cardíacas experimental.  

 

Palavras Chaves: T. cruzi, Camundongos, fibrose, citocinas.
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ABSTRACT 

 

 
Chagas’ disease is resulting from infection by T. cruzi. This parasite is composed of strains or 

subspecies presenting peculiar behaviors. Y and Colombian strains are considered polar, taking into 

account their morphology and tissue tropism. The C57Bl/6 and BALB-c mice are widely used to 

evaluate the immunopathogenesis and mediators involved in immune response against intracellular 

parasites. The role of cytokines and nitric oxide in Chagasic infection has not been fully elucidated. In 

this study we evaluated BALB-c, C57Bl/6 and C56Bl/6 iNOS
-/-

 mice, 5 mice from each group were 

inoculed with Y stain and 5 mice with Colombian strain, in acute phase (15 days) and in chronic phase 

(90 days) of experimental infection. We analyzed the presence of T. cruzi nests, inflammatory 

infiltrate and fibrosis in cardiac tissue. Spleen cells were used for cultivation and subsequent 

assessment of cytokine production by ELISA on supernatants. It was observed that the C57Bl/6 

showed a significantly higher number of nests in the acute phase with both strains than BALB-c mice 

(p=0.008 and p=0.001; Mann Whitney) and significantly lower amount of nests than C57Bl/6 iNOS
-/-

 

in infection with the Colombiana strain (p = 0.001 Mann Whitney). Animals C57Bl/6 showed 

significantly less inflammatory infiltrate in infection with Y strain (p = 0.004, Mann Whitney), 

however, infection with the Colombian strain, they showed significantly higher cardiac infiltrate the 

BALB-c in the chronic phase infection (p= 0.008, Mann Whitney). The C57Bl/6 iNOS
-/-

 showed no 

significant difference. Fibrosis was significantly higher in BALB-c both in acute as in chronic phase of 

infection in the Colombian strain (p=0,0135 e p=0,0004;  unpaired t test). Regarding cytokine 

production in the C57Bl/6 had significantly higher levels of IFN-γ after infection by Y strain, while 

infection with the Colombian strain, these levels were significantly higher in BALB-c. IL-4 was 

significantly higher in C57Bl/6, both in acute as in chronic phase, with both strains used. The levels of 

TNF-α was significantly higher in BALB-c mice infected with the Colombian strain. IL-10 was 

significantly higher in acute phase and chronic phase in C57Bl/6 mice compared to BALB-c; C57Bl/6 

iNOS
-/-

 had significantly higher levels of IL-10 than C57Bl/6 mice in all culture conditions. Therefore, 

the major cardiac involvement in BALB-c compared to C57Bl/6 is probably a result of an imbalance 

between pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, being more evident in infection with the 

Colombian strain. The absence of nitric oxide appears to directly influence the development of 

experimental heart injuries. 

 

Keywords: T. cruzi, mice, fibrosis, cytokines. 
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1. Introdução 1 

1.1. Doença de Chagas 2 

 3 

A tripanossomíase americana, posteriormente denominada Doença de Chagas em 4 

homenagem ao seu descobridor Carlos Chagas, é uma importante doença parasitária 5 

resultante da infecção pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi), tendo os insetos triatomíneos como 6 

vetores (CHAGAS, 1909).  7 

Estima-se que existam cerca de 12-14 milhões de indivíduos infectados na América 8 

Latina, sendo ainda encontrados casos em países da Europa e América do Norte, resultantes 9 

da migração de indivíduos infectados em busca de melhores condições de vida. Estes dados 10 

indicam a importância social da Doença de Chagas 100 anos após sua descoberta (DIAS, 11 

2007). 12 

Ainda que iniciativas da OMS (organização mundial de saúde) e de governos da 13 

América Latina tenham levado ao controle na transmissão vetorial da doença em diversas 14 

áreas endêmicas pelo seu principal vetor, o Triatoma infestans, a inexistência de vacina e de 15 

tratamento eficaz, principalmente para os pacientes com a forma crônica da doença, são ainda 16 

desafios a serem enfrentados (COURA & DIAS, 2009). 17 

 18 

1.2. Trypanosoma cruzi 19 

 20 

O T. cruzi, agente etiológico da Doença de Chagas, é um protozoário flagelado 21 

pertencente à ordem Kinetoplastida e à família Trypanosomatidae. Apresenta durante seu 22 

ciclo de vida três formas distintas:  23 

 Tripomastigota metacíclica, encontrada no intestino posterior do inseto 24 

triatomíneo, ao fim do desenvolvimento do parasito, no interior da célula do 25 

hospedeiro vertebrado, imediatamente antes da lise celular e também na 26 

corrente sangüínea;  27 

 Amastigota, encontrada no interior das células dos hospedeiros vertebrado;  28 

 Epimastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e também na maior 29 

parte das culturas axênicas (ANDRADE et al., 2000). 30 

O ciclo da infecção no hospedeiro vertebrado tem início quando o inseto libera a 31 

forma infectante nas fezes durante o repasto sanguíneo. Essas formas, tripomastigotas 32 

metacíclicas, penetram ativamente em qualquer célula do organismo e diferenciam-se em 33 

formas amastigotas intracelulares, encurtando seu flagelo e incorporando-o ao seu corpo. É 34 
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capaz de destruir a membrana do vacúolo parasitóforo e ficar livre no citoplasma da célula. 1 

Após um período de 35 horas de latência o parasita começa uma fase de divisão binária que 2 

ocorre por vários dias, sendo que, após cinco dias, existem cerca de 500 amastigotas no 3 

interior da célula. Começa então, o processo de diferenciação de amastigotas em 4 

tripomastigotas sangüíneas, que sob esta forma, rompem a célula hospedeira, invadem as 5 

células vizinhas ou caem na corrente circulatória dando início ao novo ciclo (ANDRADE et 6 

al., 2000).  7 

O T. cruzi é um parasito polimórfico e a estrutura de suas diversas cepas está longe de 8 

ser entendida. Até o fim dos anos 80 a idéia prevalente era de que as cepas de T. cruzi não 9 

poderiam ser subdivididas em poucos grupos que pudessem representar tal grupo taxonômico 10 

(MOREL et al., 1980; TIBAYRENC et al., 1986). Essa heterogeneidade genética entre cepas 11 

foi, inicialmente, estudada através da análise de padrões isoenzimáticos (zimodemas), o que 12 

resultou em um grande número de grupos ou linhagens (ROMANHA et al., 1979; MILES et 13 

al., 1980; TIBAYRENC & BRENIERE, 1988), e biodemas (ANDRADE; ANDRADE & 14 

MAGALHÃES, 1997). Ao contrário da diversidade sugerida pelas análises isoenzimáticas, a 15 

amplificação por PCR de um domínio divergente de 100pb do gene de rRNA 24S alfa indicou 16 

a presença de dimorfismo entre as cepas de T. cruzi provenientes de hospedeiros vertebrados e 17 

invertebrados (SOUTO & ZINGALES, 1993). A amplificação por PCR de uma região 18 

intergênica do gene mini-exon com um conjunto específico de iniciadores permitiu a divisão 19 

dos isolados de T. cruzi nos grupos 1 e 2, que se correlacionam com o dimorfismo no gene de 20 

rRNA (SOUTO et al., 1996), o que já havia sido sugerido em estudos prévios (MACEDO et 21 

al., 1992) e observado posteriormente (ZINGALES et al., 1998; MACEDO et al., 2004). Em 22 

1999, numa tentativa de homogeneizar a nomenclatura, o grupo 1 foi renomeado linhagem T. 23 

cruzi II (ciclo doméstico), enquanto o grupo 2 foi designado linhagem T. cruzi I (ciclo 24 

silvestre) (ZINGALES et al., 1999). Entretanto, observou-se que, dentre as cepas avaliadas, 25 

algumas não se enquadram completamente em nenhuma das duas linhagens, o que sugere a 26 

existência de um terceiro grupo (SOUTO et al., 1996). Em 2000, foi proposta a subdivisão da 27 

linhagem T. cruzi II em sublinhagens IIa, IIb, IIc, IId e IIe (BRISSE et al., 2000). Mais 28 

recentemente, a análise de polimorfismos de um único nucleotídeo do gene MHS2 de T. cruzi 29 

veio sustentar a hipótese da existência de três linhagens filogenéticas (I, II, III) (AUGUSTO-30 

PINTO et al., 2003; DE FREITAS et al., 2006). Em 2009, foi reconhecido que a 31 

nomenclatura das cepas de T. cruzi deve ser classificada em seis DTUs (discrete typing units), 32 

denominadas de Tc I a Tc VI (ZINGALES et al., 2009). 33 

 34 
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1.2.1. Cepas de Trypanosoma cruzi  1 

 2 

O T. cruzi constitui-se de cepas ou subespécies com comportamentos peculiares, 3 

especialmente quando utilizados em modelos experimentais. As cepas Y e Colombiana são 4 

descritas como cepas polares, considerando seus aspectos morfológicos, tropismo tissular e 5 

parasitemia (BRENER & CHIARI, 1963; BRENER, 1965).  6 

A cepa Y, pertencente ao grupo T. cruzi II (ZINGALES et al., 2009), foi isolada por 7 

Silva e Nussenzweig de uma paciente japonesa, sendo posteriormente estudada e mantida em 8 

laboratório por Pedreira de Freitas em 1953, no hospital da USP de Ribeirão Preto, São Paulo, 9 

Brasil (PACKCHANIAN, 1934; FREITAS et al., 1953). Esta cepa foi mantida por dezesseis 10 

anos no setor de parasitologia através de passagens sucessivas de camundongo a camundongo 11 

(PACKCHANIAN, 1934). Existem muitas controvérsias quanto sua virulência, já tendo sido 12 

sugerido que a cepa Y seja avirulenta (MENEZES, 1968). Entretanto, outros trabalhos 13 

observaram parasitismo dos macrófagos em vários setores do organismo e na fase mais 14 

avançada da infecção aguda observa-se evidente miotropismo, lesões inflamatórias de 15 

miocárdio, músculo esquelético e músculo liso das paredes intestinais, com envolvimento de 16 

plexos mioentéricos e lesões neurais (ANDRADE & SILVA, 1995).  17 

A cepa Colombiana pertecente ao grupo de T. cruzi I (ZINGALES et al., 2009), foi 18 

isolada de um caso humano na Colômbia e esta, tem sido utilizada em investigações 19 

experimentais (FEDERICI et al., 1964). Essa cepa apresenta parasitemia de evolução lenta, 20 

nítido miotropismo, sobretudo, com envolvimento de musculatura esquelética, desenvolvendo 21 

extensas lesões de fibras musculares esqueléticas, intenso processo inflamatório e lesões 22 

miocárdicas proeminentes (ANDRADE et al., 2000). Em trabalhos experimentais essa cepa 23 

demonstrou maior capacidade de atravessar a barreira gástrica e produzir infecção mais 24 

intensa em camundongos, quando comparadas às outras cepas (ANDRADE, 1990). Outra 25 

característica da cepa Colombiana, assim como, todas as cepas do biodema tipo III é a sua 26 

resistência à quimioterapia com Benzonidazol e Nifurtimox (ANDRADE et al., 1985). 27 

 28 

1.3. O modelo murino e o Trypanosoma cruzi 29 

 30 

O camundongo (Mus domesticus domesticus) é um modelo experimental amplamente 31 

utilizado na pesquisa de doenças infecciosas. A Doença de Chagas no modelo murino 32 

manifesta-se de forma semelhante à observada na infecção em humanos, sendo influenciada 33 

pelo background genético e pela cepa infectante, desenvolvendo uma variedade de quadros 34 

que na sua grande maioria são acompanhados de uma fase aguda sintomática que evolui para 35 
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a fase crônica. Assim como no homem, na infecção murina o T. cruzi infecta quase todos os 1 

tipos celulares, sendo de maior importância os da musculatura cardíaca e da musculatura 2 

esquelética (BRENER, 1973; BURLEIGH & ANDREWS, 1995). 3 

Os padrões de resistência e susceptibilidade a infecção pelo T. cruzi foram 4 

amplamente estudados no que se refere ao camundongo. Nos camundongos susceptíveis se 5 

observa um elevado índice de parasitemia e, na sua grande maioria, sucumbem precocemente 6 

à infecção aguda (ARAÚJO-JORGE & CASTRO, 2000). No outro extremo, encontram-se os 7 

camundongos considerados resistentes, que majoritariamente e, dependendo do inóculo, 8 

desenvolvem baixos índices de parasitemia e mortalidade (ARAÚJO-JORGE & CASTRO, 9 

2000). Embora nenhum gene principal tenha sido identificado, vários autores têm sugerido a 10 

influência da variabilidade dos camundongos na resistência ou suscetibilidade à infecção por 11 

T. cruzi (TRISCHMANN et al., 1978; MOREL et al., 1980; TRISCHMANN & BLOOM, 12 

1982; WRIGHTSMAN et al., 1982; ROWLAND et al., 1992). Entre estes, temos a linhagem 13 

C57Bl/6 e, em grau intermediário, encontram-se o BALB-c e o CBA. Além disso, nos 14 

camundongos que sucumbem à fase aguda, o tratamento quimioterápico específico com 15 

Benzonidazol permite que haja tempo suficiente para montar uma resposta imune efetora 16 

adequada, de tal forma que, o animal passa a controlar a fase aguda, sobrevivendo e passando 17 

para as fases indeterminada ou crônica (GRISSOTO, 1998).  18 

Vários estudos vêm sendo feitos para comparar o perfil imunológico frente à infecção 19 

com T. cruzi em diferentes camundongos. Camundongos BALB-c e C57Bl/6 foram 20 

imunizados com cruzipaína, resultando no aumento da produção de citocinas do padrão Th2 21 

nos animais BALB-c, e em contrapartida, os animais C57Bl/6 produziram citocinas do perfil 22 

Th1(SAVINO et al., 2007). Em outro estudo, com as mesmas linhagens, os BALB-c se 23 

mostraram mais susceptíveis quando infectados com a cepa Peruana de T. cruzi 24 

(WRIGHTSMAN et al., 1982). 25 

Com o intuito de estudar mais detalhadamente as alterações na patogênese da Doença 26 

de Chagas, pesquisadores têm investido em animais geneticamente modificados. Os primeiros 27 

animais usados com essa finalidade foram os camundongos “Biozzi”: esses foram 28 

selecionados quanto à alta e baixa produção de anticorpos por cruzamento e retrocruzamento 29 

(KIERSZENBAUM & HOWARD, 1976). Posteriormente foram desenvolvidos os animais 30 

deficientes no componente C5 do Sistema Complemento (DALMASSO & JARVINEN, 31 

1980) e os animais atímicos, denominados Nude para avaliar o papel das células T 32 

(GONCALVES DA COSTA et al., 1984). Atualmente, com a finalidade de avaliar o papel do 33 

óxido nítrico (NO) no estudo da Doença de Chagas experimental vários pesquisadores têm 34 
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utilizado animais deficientes na enzima iNOS (VESPA et al., 1994; BORGES et al., 2009). 1 

Têm-se percebido que a ausência dessa enzima tem um papel crucial na resistência dos 2 

animais durante a infecção pelo T. cruzi (VESPA et al., 1994; HOLSCHER et al., 1998). 3 

 4 

1.4. Mecanismos de patogênese: parasitismo, inflamação e fibrose 5 

 6 

Diversos fatores atuam na patogênese da Doença de Chagas, determinando uma maior 7 

ou menor incidência de infiltrado inflamatório e de destruição tissular. Entre estes, alguns são 8 

inerentes ao T. cruzi, ligados ao seu polimorfismo, tropismo e constituintes antigênicos e 9 

outros estão relacionados ao hospedeiro, como constituição genética, idade, sexo, entre 10 

outros. Nota-se que os fatores patogênicos são múltiplos e em grande parte desconhecidos 11 

(TAFURI, 1987).  12 

Foram propostas teorias para tentar esclarecer porque o coração é alvo de tão grave 13 

agressão e porque apenas alguns indivíduos desenvolvem a cardiopatia. Margarino Torres foi 14 

o primeiro, em 1929, a levantar a hipótese de que na cardiopatia chagásica, poderiam ocorrer 15 

fenômenos de hipersensibilidade envolvidos na gênese dessa lesão. A participação de 16 

mecanismos auto-imunes tem sido também postulada como causa da miocardite chagásica 17 

crônica (KIERSZENBAUM & HOWARD, 1976; ANDRADE, 1983; RIBEIRO-DOS 18 

SANTOS & ROSSI, 1985). Atualmente quatro mecanismos principais são definidos como 19 

responsáveis pelo desenvolvimento das formas clínicas da Doença de Chagas, sendo eles: 20 

agressão dependente do parasito, alterações do sistema nervoso autônomo, agressão 21 

imunomediada com processos inflamatórios nos tecidos e aparente ausência de parasitos e 22 

alterações microvasculares (MARIN-NETO et al., 2007). Alguns mecanismos têm sido 23 

propostos para explicar como a resposta imune poderia determinar a disfunção dos órgãos 24 

atingidos, estes incluem: I - a destruição direta do tecido muscular, II - perda de função 25 

muscular conseqüente à desnervação local, III - agregação plaquetária intravascular geradora 26 

de microinfartos, entre outros (TARLETON et al., 1997). 27 

O curso clínico-patológico da doença consta de duas fases: aguda e crônica. 28 

Dependendo de fatores inerentes ao parasito ou ao hospedeiro, a miocardite aguda pode 29 

evoluir de vários modos, agravando-se devido à intensidade e a qualidade do exsudato 30 

inflamatório (TAFURI, 1987). A fase aguda pode ser ou não sintomática, e nessa fase a 31 

doença não é diagnosticada na maioria dos pacientes (RASSI, 1979). Após 30 a 60 dias de 32 

infecção, a parasitemia normalmente regride em virtude da resposta imune, mas o parasito não 33 

é totalmente eliminado. A fase aguda é seguida por um longo período de latência, (LOPES & 34 



Introdução    23 

 

Tese de Mestrado – Juliana Reis Machado 

CHAPADEIRO, 1997), que apresenta, à autópsia, coração com parasitismo raro, inflamação 1 

discreta e fibrose ausente ou cicatricial (LOPES et al., 1981).  2 

Durante a fase crônica, ocorre a forma indeterminada, que tem seu início de dois a 3 

quatro meses após a infecção (PRATA, 1990), podendo os indivíduos permanecerem 4 

indefinidamente neste estágio (DIAS, 1989; PRATA, 1990). A fase crônica é caracterizada 5 

pela parasitemia baixa e por elevado níveis de anticorpos circulantes (FRAGATA, 1995). Na 6 

fase crônica, na forma indeterminada, as lesões são caracterizadas por epicardite crônica, com 7 

infiltrado inflamatório linfoplasmocitário, que acomete também o tecido gorduroso 8 

subepicárdico, estendendo aos gânglios e miocardite focal discreta com exsudação de células 9 

mononucleadas entre miocardiócitos, ou então, formando pequenos nódulos, que lembram 10 

granulomas. Os fenômenos regressivos dos miocardiócitos são muito discretos e praticamente 11 

não há fibrose, a não ser pequenos focos de tipo cicatricial (LOPES et al., 1981). A maioria 12 

dos autores, tem demonstrado em estudos de biópsias endomiocárdicas, que chagásicos na 13 

forma indeterminada apresentam inflamação no tecido cardíaco (MADY & PEREIRA 14 

BARRETTO, 1981). O que diferencia estes achados daqueles observados em cardiopatas é a 15 

intensidade do processo inflamatório que é menor no grupo assintomático (LOPES et al., 16 

1981). Na forma cardíaca, ocorre principalmente miocardite crônica progressiva e fibrosante 17 

e/ou hipertrofia do coração (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 (BRENER et al., 2000). Embora 21 

ainda existam controvérsias, desde o início do século passado, os autores chamaram atenção 22 

para o fato de o infiltrado inflamatório parecer mais lesivo para as fibras cardíacas do que 23 

para os próprios parasitas (VIANA, 1911; HIGUCHI et al., 1997). Nesta fase, a miocardite é 24 

caracterizada fundamentalmente por um infiltrado de células mononucleares, destruição de 25 

fibras miocárdicas no foco inflamatório, áreas de fibrose e raros parasitos nas lesões 26 

(BRENER et al., 2000). Dados experimentais indicaram que a destruição de fibras cardíacas 27 

em pacientes chagásicos poderia ser mediada por mecanismos estabelecidos logo após a 28 

infecção com T. cruzi e que seriam perpetuados pela contínua estimulação antigênica durante 29 

o curso da doença (SANTOS-BUCH & TEIXEIRA, 1974). 30 

A hipótese mais aceita para explicar a existência de inflamação no coração, tubo 31 

digestivo, e outros órgãos lesados seria a de uma reação inflamatória frente aos parasitas que 32 

colonizam estes órgãos. Nesta perspectiva, as lesões crônicas seriam geradas por uma 33 

contínua destruição do tecido infectado através de uma resposta inflamatória induzida pelo T. 34 
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cruzi e mediada por clones linfocitários específicos para o parasita (ZHANG & TARLETON, 1 

1999). 2 

 Entretanto, a ausência de ninhos nas proximidades dos infiltrados levantou a hipótese 3 

da reação inflamatória não ser mediada por clones linfocitários específicos para o parasita, 4 

mas sim, por clones auto-reativos que reconheceriam antígenos próprios. Desta forma, o 5 

processo inflamatório crônico e a conseqüente destruição tissular passaram a ser considerados 6 

como resultado de um processo autoagressivo (GIRONES & FRESNO, 2003; LEON & 7 

ENGMAN, 2003). No contexto de autoimunidade, diversos antígenos tissulares foram 8 

descritos nas duas últimas décadas como elementos alvo dos linfócitos T e B autorreativos, e 9 

diversos mecanismos, não excludentes, foram propostos como responsáveis pela indução de 10 

autorreatividade (LEVITUS et al., 1991). Assim, foi sugerido que a perda de tolerância às 11 

estruturas próprias durante a infecção pelo T. cruzi seria o resultado: I - da persistente resposta 12 

inflamatória local; II - da intensa ativação policlonal dos linfócitos nas fases aguda e crônica 13 

(MINOPRIO et al., 1989a; MINOPRIO et al., 1989b; VAN VOORHIS & EISEN, 1989); III - 14 

da reatividade cruzada entre o parasita e antígenos próprios órgãos-específicos 15 

(SADIGURSKY et al., 1982; CUNHA-NETO et al., 1995). A hipótese de autoagressão foi 16 

considerada durante algumas décadas como a mais provável para explicar a patologia 17 

chagásica (RIBEIRO-DOS SANTOS & ROSSI, 1985).  18 

Entretanto, foi reavaliada a participação do parasita como elemento alvo dos processos 19 

inflamatórios tissulares. Isto foi resultado dos avanços tecnológicos que permitiram a 20 

detecção in situ de antígenos ou DNA do parasita. Assim, estudos em humanos mostram que 21 

a intensidade da miocardite se correlaciona diretamente com os níveis de antígenos de T. cruzi 22 

no coração (HIGUCHI et al., 1997). Por outro lado, utilizando técnicas de PCR foi detectada 23 

a presença do T. cruzi no esôfago unicamente naqueles pacientes chagásicos que 24 

apresentavam um quadro clínico de patologia digestiva (VAGO et al., 1996).  25 

A miocardite chagásica crônica apresenta-se como um processo dinâmico, o qual se 26 

reativa periodicamente em focos que evoluem para a fibrose, podendo-se observar lesões em 27 

diferentes fases de evolução (ANDRADE et al., 2000). A fibrose é proeminente, e todos os 28 

tipos de padrão de fibrose descritos (focal, difuso, intersticial, perivascular e plexiforme) 29 

podem ser encontrados, até mesmo em um mesmo corte histológico (JU & DIXON, 1996). 30 

Embora os mecanismos envolvidos na formação da fibrose tenham sido pouco 31 

estudados na Doença de Chagas, estudos experimentais têm revelado a participação de 32 

colágenos dos tipos III e I, mas com uma quantidade bem aumentada de colágeno do tipo IV e 33 

da fibronectina (ANDRADE et al., 1989). Experimentalmente, foi demonstrada regressão de 34 
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fibrose miocárdica após tratamento curativo parasitologicamente (ANDRADE et al., 1991).  1 

A fibrose contribui para a rigidez miocárdica e é um fator decisivo no mecanismo de 2 

insuficiência cardíaca (JU & DIXON, 1996). Estudos de biópsia miocárdica em portadores de 3 

Doença de Chagas revelaram que pacientes assintomáticos, na fase crônica, podem apresentar 4 

lesões avançadas de inflamação e fibrose (PEREIRA BARRETTO et al., 1986). 5 

Nessa linha de raciocínio autores consideram a fibrose como um possível substrato para o 6 

desenvolvimento e a progressão da insuficiência cardíaca, das arritmias e para a morte súbita 7 

(LOPES et al., 1970). Assim, o processo etiopatogênico, envolve uma relação multifatorial 8 

entre aspectos relacionados ao agente etiológico (seu polimorfismo e tropismo, os 9 

constituintes antigênicos, a carga parasitária) e aqueles relativos ao hospedeiro (como gênero, 10 

auto-imunidade e constituição genética) (BRODSKY & BARRAL-NETO, 2000; 11 

KIERSZENBAUM, 2003). 12 

 13 

1.5. A Resposta Imune 14 

 15 

1.5.1.  Sistema imune e Doença de Chagas Experimental  16 

 17 

As citocinas são proteínas solúveis produzidas pelas células que controlam o 18 

comportamento ou as propriedades de outras células, principalmente aquelas envolvidas na 19 

resposta imune (ABBAS et al., 2005). Os linfócitos TCD4 podem ser agrupados em 20 

subpopulações funcionais de acordo com seu padrão de produção predominante de citocinas 21 

(MOSMANN et al., 1986). A subpopulação definida como Th1 secreta Interleucina-2 (IL-2), 22 

TNF-α e IFN-γ, induzindo preferencialmente resposta imune mediada por células, e a 23 

população Th2 produz IL-4, IL-5 e IL-13, auxiliando desta forma a resposta imune humoral, 24 

uma vez que estas citocinas atuam na mudança de isotipos das imunoglobulinas (BOOM et 25 

al., 1988; COFFMAN, 1988). 26 

Células capazes de secretar citocinas tanto dos padrões Th1 como Th2 são denominadas 27 

Th0 (ABBAS et al., 2005). As células T reguladoras (Treg) são linfócitos T CD4 que 28 

secretam IL-10 e TGF-β e inibem a resposta proliferativa de outras populações de linfócitos T 29 

CD4 (GROUX et al., 1997).  30 

Grande contribuição ao entendimento da resposta imune no curso da infecção 31 

chagásica tem sido dada através do modelo murino, uma vez que muitos de seus aspectos 32 

podem ser diretamente correlacionados com a doença em humanos. A ativação de macrófagos 33 

por citocinas parece ser fundamental no controle do parasita e tratamento in vitro de 34 

macrófagos com IFN-γ resulta em um aumento da morte de amastigotas intracelulares 35 
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(GOLDEN & TARLETON). Ainda, animais que carecem de imunidade adquirida, tais como 1 

os camundongos RAG-Knockout, são capazes de reduzir a proliferação do parasita através da 2 

produção de IL-12 e IFN-γ (SARDINHA et al., 2006). A proteção imune contra o T. cruzi 3 

parece ser dependente da produção de óxido nítrico (VESPA et al., 1994). Já no início da 4 

infecção, células NK produzem IFN-γ e direcionam um mecanismo microbicida frente ao T. 5 

cruzi, ao induzir a síntese de NO nas células macrocíticas (MUNOZ-FERNANDEZ et al., 6 

1992b). Assim como o IFN-γ, o TNF-α também é capaz de induzir a ativação de macrófagos 7 

(SILVA et al., 1991), enquanto que, o TGF-β (SILVA et al., 1991) e a IL-10 inibem esta 8 

ativação (SILVA et al., 1992). 9 

Após ativação da resposta imune específica, linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 ativam vários 10 

mecanismos efetores frente ao T. cruzi (ABRAHAMSOHN, 1998). As citocinas secretadas 11 

pelos linfócitos T CD4+ com padrão de diferenciação funcional Th1 atuam ativando 12 

mecanismos protetores, demonstrados através de experimentos de transferência de clones de 13 

linfócitos Th1(KUMAR & TARLETON, 2001). Além da produção de IFN-γ, a ação dos 14 

linfócitos T CD4
+ 

inclui o auxilio aos linfócitos B na produção de anticorpos específicos, os 15 

quais têm um papel fundamental na eliminação dos parasitas extracelulares no modelo 16 

murino, sendo os anticorpos predominantes contra T. cruzi os de classe IgG2a e IgG2b 17 

(SPINELLA et al., 1992; KUMAR & TARLETON, 1998), que conferem proteção no sangue 18 

e tecidos ao propiciarem a remoção dos tripomastigotas por células fagocitárias como 19 

polimorfonucleares, macrófagos e outras células do sistema fagocítico mononuclear, que 20 

expressam receptores para a porção Fc de IgG (ALCANTARA & BRENER, 1978; 21 

TAMBOURGI et al., 1989). 22 

1.5.2. Mediadores da resposta imune: Citocinas e Óxido Nítrico na Doença de Chagas 23 

Experimental 24 

 25 

As citocinas podem desempenhar diversas funções, atuando como mediadores da 26 

imunidade natural, que são estimuladas 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 linfócitos que estão envolvidos na resistência a microrganismos e muitas vezes na lesão de 31 

tecidos do hospedeiro (ABBAS et al., 2005).  32 

Muitos autores têm proposto que o padrão de resistência ou susceptibilidade à infecção 33 

pelo T. cruzi está relacionado ao tipo de citocinas produzidas, com participação destacada das 34 

citocinas Th1, responsáveis por promover a resistência (SILVA et al., 1992; HOFT et al., 35 
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1993; MINOPRIO et al., 1993; REED et al., 1994). Assim, a resistência ao parasita 1 

dependeria de citocinas tais como o IFN-γ, TNF-α e IL-12, enquanto IL-10, IL-4 e TGF-β 2 

promoveriam a susceptibilidade (SAVINO et al., 2007).  3 

O IFN-γ tem sido correlacionado com a resistência e o controle do parasita na fase 4 

aguda da infecção pelo T. cruzi (JAMES et al., 1982; PLATA et al., 1984; WIRTH et al., 5 

1985; PLATA et al., 1987; REED, 1988). Diversos modelos têm demonstrado que 6 

camundongos resistentes secretam quantidades significantes de IFN-γ, enquanto que, 7 

camundongos suscetíveis secretam predominantemente IL-4 e IL-10 (SILVA et al., 1992; 8 

HOFT et al., 1993; MINOPRIO et al., 1993; REED et al., 1994). O IFN-γ está envolvido na 9 

ativação de macrófagos potencializando a produção de radicais de oxigênio e nitrogênio, 10 

ambos dotados de potente atividade microbicida (MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992a). Tem 11 

sido relatado que o NO produzido em animais infectados está relacionado à resistência e ao 12 

controle da parasitemia (GAZZINELLI et al., 1992; VESPA et al., 1994). O IFN-γ também 13 

está envolvido na mudança de classe de imunoglobulina para IgG2a e IgG3 (SNAPPER & 14 

PAUL, 1987) e induz nos macrófagos aumento de expressão de receptores para a porção Fc 15 

de IgG (WILSON & FINBLOOM, 1992). Esta citocina é ainda responsável indiretamente por 16 

promover a diferenciação de células CD4
+
 Th0 na direção Th1, ao inibir a proliferação de 17 

células Th2 (SEDER & PAUL, 1994) e por ser um importante estimulador da secreção de IL-18 

12 por macrófagos ativados (D'ANDREA et al., 1993).  19 

O TNF-α é uma citocina produzida por macrófagos, células T, células NK e outras 20 

populações celulares. Esta citocina é um mediador da imunidade natural e adquirida, com um 21 

amplo espectro de funções, destacando seu envolvimento no processo inflamatório no qual 22 

promove o recrutamento e ativação de fagócitos. Quando age sobre os macrófagos, induz a 23 

sua ativação, estimulando a produção de NO (GREEN et al., 1990; LANGERMANS et al., 24 

1992). O TNF-α tem um papel importante no controle da infecção murina pelo T. cruzi, 25 

ativando macrófagos para a destruição intracelular do parasita (SILVA et al., 1995). 26 

Entretanto, o TNF-α também parece estar envolvido na caquexia e na morte durante a fase 27 

aguda, sendo um elemento fundamental da reação inflamatória tissular (ROGGERO et al., 28 

2002). Estudo prévio sugeriu que TNF-α não sinergiza com IFN-γ no aumento da capacidade 29 

tripanocida (GOLDEN & TARLETON, 1991), porém, outro estudo apontou essas duas 30 

citocinas como sinergicas na ativação de macrófagos aumentando a destruição de parasitas 31 

intracelulares (MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992b).  32 

A IL-10, citocina desativadora de macrófagos, é indiretamente responsável por 33 

diminuir a produção de IFN-γ e serve para controlar os efeitos potencialmente lesivos da 34 
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ativação de macrófagos sobre os tecidos do hospedeiro (FIORENTINO et al., 1991). Os 1 

linfócitos CD4
+
 (Th2), os linfócitos B1 e os queratinócitos (O'GARRA et al., 1992) são, 2 

juntamente com os macrófagos, responsáveis pela produção de IL-10 (MOSMANN & 3 

MOORE, 1991). A IL-10 inibe a expressão de moléculas co-estimuladoras como B7 (DE 4 

WAAL MALEFYT et al., 1991). Também é responsável pela diminuição da síntese de IL-2 5 

(DE WAAL MALEFYT et al., 1991), IFN-γ (HSU et al., 1990), IL-12 (D'ANDREA et al., 6 

1993) e está envolvida na supressão da proliferação de células T (DE WAAL MALEFYT et 7 

al., 1991; TAGA & TOSATO, 1992). Ensaios in vitro demonstram que a IL-10 é capaz de 8 

inibir a destruição intracelular do T. cruzi (GAZZINELLI et al., 1992; SILVA et al., 1992). 9 

Camundongos "knockout" de IL-10 controlam mais eficientemente a infecção por T. cruzi, 10 

reduzindo os níveis de parasitismo e determinando um aumento significante na secreção de 11 

IFN-γ, NO, TNF-α e IL-12 (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996; HUNTER et al., 1997). 12 

Entretanto, a despeito deste efeito protetor, os animais deficientes em IL-10 sucumbem mais 13 

rapidamente à infecção pelo T. cruzi, o que é um provável resultado do efeito descontrolado 14 

das citocinas pro-inflamatórias na ausência de IL-10 (HUNTER et al., 1997). 15 

A IL-4 é uma citocina que atua em diferentes estágios de ativação, proliferação e 16 

diferenciação das células B. Na proliferação destas células, esta citocina, que pode ser 17 

secretada pelas células T CD4
+
 e mastócitos, atua como fator co-estimulador juntamente com 18 

o ligante de CD40 (BANCHEREAU et al., 1991). A IL-4 está envolvida na diferenciação de 19 

linfócitos T na direção Th2 (SEDER & PAUL, 1994). Juntamente com a IL-10 e o TGF-β tem 20 

sido considerada uma citocina que promove a suscetibilidade dos camundongos na infecção 21 

pelo T. cruzi. Níveis alterados de IL-4 têm sido detectados no baço de camundongos 22 

infectados com T. cruzi ao longo da fase crônica, mas não durante a fase aguda (ZHANG & 23 

TARLETON, 1996). Em outras infecções por parasitas intracelulares, tais como, a 24 

leishmaniose e a hanseníase, a resposta exacerbada de IL-4 leva a um agravamento da doença 25 

(SALGAME et al., 1991; SEDER & PAUL, 1994). 26 

Assim como as citocinas, o NO (óxido nítrico) é um mediador da resposta imune 27 

frente ao T. cruzi. Essa molécula é um potente agente microbicida produzido por macrófagos 28 

ativados (MARLETTA et al., 1988; MAYER et al., 1989; HEVEL et al., 1991 WHITE & 29 

MARLETTA, 1991; MULLIGAN et al., 1991 WHITE & MARLETTA, 1991). Em modelos 30 

experimentais, a inibição farmacológica da iNOS inibe a capacidade microbicida do 31 

macrófago e promove aumento da parasitemia (SILVA et al., 1995; MARTINS et al., 1998). 32 

Achados têm demonstrado que a resistência à infecção pelo T. cruzi está associada com a 33 

capacidade dos linfócitos produzirem IFN-γ (MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992b), os quais 34 
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ativam os macrófagos a produzirem NO, a fim de controlar a multiplicação intracelular do T. 1 

cruzi (GAZZINELLI et al., 1992; VESPA et al., 1994).  2 

Macrófagos murinos expressam altos níveis de iNOS e produzem grandes quantidades 3 

de NO quando estimulados simultaneamente com IFN-γ e LPS in vitro(CUNHA et al., 1993). 4 

Estudos experimentais mostraram que o NO é um importante mediador da imunidade anti-T. 5 

cruzi durante a infecção aguda (VESPA et al., 1994), porém, recentemente foi associado à 6 

desnervação do plexo mioentérico do cólon de camundongos infectados (ARANTES et al., 7 

2004). Entretanto, pouco se conhece de seus efeitos durante a fase crônica da infecção, 8 

especialmente no tecido cardíaco.  9 

A imunopatogênese envolvida na cardiopatia chagásica é complexa e ainda não foi 10 

totalmente elucidada. Acredita-se que o parasita apresenta um papel fundamental durante as 11 

fases aguda e crônica da doença, provavelmente dependente do tipo de cepa presente na 12 

infecção. A interação entre parasito e mediadores do sistema imune seria talvez o principal 13 

fator responsável pelos danos tissulares nas células infectadas, favorecendo a persistência da 14 

inflamação cardíaca e a fibrose reparativa subseqüente, levando a uma perda funcional 15 

importante do órgão ao longo dos anos. Diferentes fundos genéticos experimentais são 16 

potentes ferramentas para elucidar tais mecanismos e direcionar novas estratégias de 17 

intervenção na doença humana. 18 
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2. Justificativa  1 

 2 

A Doença de Chagas no modelo murino manifesta-se de forma semelhante à 3 

observada na infecção em humanos, sendo influenciada pelo background genético e pela cepa 4 

infectante, desenvolvendo uma variedade de quadros que na sua grande maioria são 5 

acompanhados de uma fase aguda sintomática que evolui para a fase crônica. Assim como no 6 

homem, na infecção murina o T. cruzi infecta quase todos os tipos celulares, sendo, de maior 7 

importância os da musculatura cardíaca e da musculatura esquelética Os padrões de 8 

resistência e susceptibilidade a infecção pelo T. cruzi têm sido amplamente estudados no que 9 

se refere ao camundongo. Nos camundongos susceptíveis se observa um elevado índice de 10 

parasitemia e, na sua grande maioria, sucumbem precocemente à infecção aguda. No outro 11 

extremo, encontram-se os camundongos considerados resistentes, que majoritariamente e, 12 

dependendo do inóculo, desenvolvem baixos índices de parasitemia e mortalidade 13 

Por isso, o uso de modelos experimentais murinos na elucidação dos mecanismos 14 

imunopatológicos envolvidos na infecção chagásica trazem grandes avanços ao entendimento 15 

da doença humana.  16 

A importância de mediadores inflamatórios como citocinas e óxido nítrico ainda 17 

permanecem obscuras na Doença de Chagas. Desta forma, o presente trabalho, avaliou a 18 

infecção por duas cepas de T. cruzi com diferentes tropismos tissulares em modelos 19 

experimentais com diferentes características genéticas. 20 
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3. Hipótese 1 

 2 

As lesões cardíacas observadas na Doença de Chagas experimental são dependentes 3 

das características genéticas do animal, do tropismo das cepas infectante e dos mediadores 4 

imunológicos envolvidos na infecção. 5 

6 

Hipótese 
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4. Objetivo Geral 1 

 2 

Avaliar as lesões cardíacas e mediadores imunológicos na fase aguda e crônica após 3 

infecção experimental em animais com diferentes características genéticas infectados por duas 4 

diferentes cepas de T. cruzi. 5 

 6 

4.1. Objetivos específicos 7 

 8 

 Quantificar o parasitismo tissular nos animais BALB-c, C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS
-/-

 9 

infectados com as cepas Y ou Colombiana de T. cruzi nas fases aguda e crônica da 10 

Doença de Chagas experimental; 11 

 Quantificar o infiltrado inflamatório no tecido cardíaco desses animais; 12 

 Quantificar a fibrose no tecido cardíaco desses animais; 13 

 Quantificar a produção de citocinas (TNF-α, IFN-γ, IL-4 e IL-10) no baço desses 14 

animais.15 
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5. Casuística e Métodos 1 

5.1. Casuística 2 

 3 

No presente trabalho foram estudados 60 animais machos; destes, 20 animais 4 

eram da linhagem C57Bl/6, 20 animais eram C57Bl/6 deficientes em iNOS (C57Bl/6 5 

iNOS
-/-

) e 20 animais eram da linhagem BALB-c. Para cada grupo de animais foram 6 

inoculadas 3000 formas tripomastigotas, por via subcultânea.  Dos 20 animais C57Bl/6, 7 

10 foram infectados com a cepa Y e 10 foram infectados com a cepa Colombiana. Entre 8 

os camundongos C57Bl/6 iNOS
-/-

, 10 foram infectados com a cepa Y e 10 animais 9 

foram infectados com a cepa Colombiana. Dos 20 animais BALB-c, 10 foram 10 

infectados com a cepa colombiana e 10 com a cepa Y. Metade dos animas (10 animais 11 

de cada grupo) foram eutanasiados no 15° dia para obtenção da fase aguda e os demais 12 

no 90° dia de infecção para avaliação da fase crônica. Na tabela abaixo pode-se 13 

observar a distribuição dos animais. 14 

 15 
Tabela 1 - Distribução da casuística conforme grupo de animais, cepa e fase da infecção 16 

Número de 

animais 
Grupo Cepa 

Fase da 

infecção 
5 C57Bl/6 Y Aguda 

5 C57Bl/6 Colombiana Aguda 

5 C57Bl/6 Y Crônica 

5 C57Bl/6 Colombiana Crônica 

5 C57Bl/6 iNOS 
-/-

 Y Aguda 

5 C57Bl/6 iNOS 
-/-

 Colombiana Aguda 

5 C57Bl/6 iNOS 
-/-

 Y Crônica 

5 C57Bl/6 iNOS 
-/-

 Colombiana Crônica 

5 BALB-c Y Aguda 

5 BALB-c Colombiana Aguda 

5 BALB-c Y Crônica 

5 BALB-c Colombiana Crônica 

 17 

5.2. Confirmação da Infecção dos animais – Parasitemia 18 

 19 

O exame parasitológico direto dos animais infectados foi realizado no 7º dia de 20 

infecção para a cepa “Y” e no décimo dia de infecção para a cepa “colombiana”. 21 
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O exame parasitológico foi realizado segundo o protocolo abaixo: 1 

1º. Assepsia da cauda de cada animal com gaze embebida em álcool etílico a 2 

70%; 3 

2º. Corte de aproximadamente 3mm da extremidade distal da cauda e coleta 4 

da segunda gota de sangue sobre lâmina de vidro para microscopia; 5 

3º. Cobertura da gota de sangue sobre a lâmina com uma lamínula; 6 

4º. Exame ao microscópio de luz com objetiva de 40x; 7 

Após constatar a parasitemia, os animais destinados a fase crônica da doença 8 

receberam tratamento com 8,33mg de Benzonidasol/ para cada ml de água 9 

correspondendo a 20 comprimidos diluídos em 250ml de água estéril (Rochagan, 10 

Roche, Brasil), via oral a partir do 15
o
 dia da infecção por 7 a 10 dias.  11 

O procedimento de eutanásia foi realizado após administração de 20 UI de 12 

heparina; os camundongos foram eutanasiados por inalação de CO2 em câmara de 13 

previamente preenchida com o CO2. Foi coletado sangue pelo seio venoso orbital com 14 

posterior necropsia, através de incisão dorsolateral, coletando-se o baço para cultura de 15 

células e o coração para estudo in situ através de incisão ventral das cavidades torácica e 16 

abdominal. As demais vísceras de interesse foram coletadas e armazenadas para análises 17 

posteriores. 18 

Os animais foram mantidos no biotério da Disciplina de Biologia Celular da 19 

UFTM em gaiolas plásticas de 414 mm x 168 mm, em sala especial, com renovação 20 

constante de ar, a uma temperatura entre 20 e 25º C e umidade entre 45 e 55%. A 21 

alimentação foi feita com ração comercial de composição conhecida (Nuvilab-CR1, 22 

NUVITAL, Brasil). A água para beber foi oferecida ad libtium. O alimento, a água para 23 

beber e a serragem, que serviu de forragem para as gaiolas, passaram pelo processo de 24 

esterilização em autoclave antes de serem oferecidos aos animais. Durante o período de 25 

experimento, os animais foram supervisionados diariamente para verificação de 26 

eventuais óbitos.  27 

 28 

5.3. Aspectos éticos 29 

 30 

Todos os procedimentos realizados com os animais estão de acordo com as 31 

normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA 32 

(ANDERSEN, 2004; MEZADRI et al., 2004). O Projeto de Pesquisa do presente 33 
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trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da UFTM (CEP/UFTM), 1 

protocolado com o número 50. 2 

 3 

5.4. Obtenção do Trypanosoma cruzi para inóculo em camundongos 4 

 5 

Para produzir a infecção nos camundongos foram utilizados tripomastigotas 6 

sangüíneos provenientes de camundongos Swiss, obtidos por sangria do plexo venoso 7 

retro orbital (WAYNFORTH & FLECKNELL, 1992), com auxílio de uma pipeta 8 

Pasteur umedecida com heparina. O número de parasitos foi determinado em 50 campos 9 

em um volume de 5μL de sangue entre lâmina e lamínula (BRENER, 1962) e o inóculo 10 

foi ajustado para a concentração de 3x10
3 

tripomastigotas sangüíneos/ml administrado 11 

por via subcutânea. 12 

 13 

5.5. Obtenção de antígenos de Trypanosoma cruzi para cultura de células do 14 

baço 15 

 16 

Formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio Schineider (Sigma 17 

EUA), suplementado com L-glutamina, carbonato de cálcio, e 20% de soro fetal bovino, 18 

para o preparo de antígenos brutos do parasito. As culturas foram mantidas em estufa a 19 

29ºC. No final da fase logarítmica do crescimento, os parasitos foram coletados, e 20 

lavados 3 vezes por centrifugação (800xG/min, -4ºC) com PBS (solução salina 21 

tamponada com fosfato). Os parasitos foram contados em Câmara de Newbauer e 22 

ressuspensos em água estéril, a uma concentração de 10
8
 parasitos/mL. A suspensão foi 23 

submetida a 5 ciclos de congelação e descongelação para a lise completa, sendo em 24 

seguida, aliquotado e armazenado em freezer -70ºC e usado nas culturas de células 25 

esplênicas.  26 

 27 

5.6. Cultura de células esplênicas 28 

 29 

 O baço dos camundongos foi coletado e transferido para uma placa de Petri 30 

contendo meio RPMI 1640 (GIBCO, Nova Zelândia). O órgão foi macerado e as células 31 

em suspensão foram lavadas 3 vezes por centrifugação (400xG, 15 min 8ºC). As células 32 

foram contadas em câmara de Newbauer e ressuspendidas para 2x10
6
 células/mL em 33 

meio RPMI completo, contendo 50mM de Hepes (GIBCO-EUA), 5% de soro fetal 34 

bovino inativado (EUROBIO-FRANÇA), 2mM de L-glutamina (GIBCO-EUA) e 35 

40g/mL de gentamicina (ARISTON-BRASIL). Um mililitro da suspensão de células 36 
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foi distribuída em cada poço de cultura de placa de 24 poços (CORNING-EUA) e 1 

incubados sem adição de estímulo e com adição de 5 μg/mL de antígenos de T. cruzi. 2 

As culturas foram mantidas por 24 e 72 horas em estufa com 5% de CO2 a 37ºC. Os 3 

sobrenadantes foram coletados e armazenados em freezer a –70ºC até análise. 4 

 5 

5.7. Dosagem de citocinas por ELISA dos sobrenadantes de cultura de células 6 

do baço 7 

 8 

As citocinas presentes nos sobrenadantes de culturas de células dos baços dos 9 

animais foram dosadas por ensaio imunoenzimático (ELISA), tipo sanduiche, utilizando 10 

pares de anticorpos comercialmente disponíveis. Placas de polipropileno de alta 11 

afinidade, com 96 poços de fundo chato (NUNC, USA) foram sensibilizadas com 12 

anticorpos monoclonais (100μl) contra cada uma das citocinas, IFN-γ, TNF-α, IL-10 e 13 

IL-4 (diluição:1:250; BD OptEIATM,) (BD Pharmingen, EUA) diluídos em tampão de 14 

sensibilização (pH 9,5 para IFN-γ e IL-4; para TNF-α e IL-10 foi utilizado pH 6,5) 15 

overnight a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS-Tween a 0,05% 16 

(Solução Salina tamponada com fosfato adicionada de 0,05% de Tween-20 – SIGMA, 17 

EUA) e bloqueadas por 1 hora em temperatura ambiente, com 200µL por poço de 18 

solução PBS-FBS 10% (solução salina tamponada com fosfato adicionada de 10% de 19 

soro fetal bovino). Em seguida, foram lavadas com PBS-Tween 0,05%. As amostras dos 20 

sobrenadantes de cultura foram distribuídas em diluições 1:2, com volume final de 21 

100μL, em PBS-FBS 10%. A curva padrão de 1000 a 15,625 pg/mL de cada citocina foi 22 

utilizada como padrão de referência e colocadas em duplicata nas fileiras 11 e 12. As 23 

amostras e padrões foram incubados a temperatura ambiente por 2 horas e as placas 24 

foram lavadas novamente com PBS-Tween 0,05%. Preparou-se uma solução contendo o 25 

anticorpo secundário anti-citocina conjugado com biotina (1:250) (BD Pharmingen, 26 

EUA) e Streptoavidina-Horseadish Peroxidase (1:250) (BD Pharmingen, EUA), 27 

diluídos em PBS-FBS 10%. Adicionou-se 100μL desta solução incubando-se por 1 hora 28 

a 37ºC. As placas foram então lavadas com PBS-Tween 0,05%, e adicionados 100μL da 29 

solução de revelação TMB (Tetra-Metil-Benzidina) (BD Pharmingen, EUA). As placas 30 

foram mantidas por 30 minutos em temperatura ambiente, protegidas da luz. A solução 31 

de TMB foi composta de 5mL da solução A, contendo peróxido de hidrogênio, e de 5 32 

mL da solução B, contendo 3,3', 5,5' tetrametilbenzidina, para cada placa. Após este 33 

tempo a reação foi parada com uma solução de ácido sulfúrico 0,4M e as placas foram 34 
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lidas em leitor de microplacas com o filtro de 450nm (BIORAD 2550 READER EIA, 1 

EUA). A concentração das citocinas foi determinada por análise de regressão, 2 

comparando com a absorbância obtida nas amostras com aquelas da curva padrão, 3 

realizadas em cada placa para a citocinas em questão e expressas em pg/mL. 4 

 5 

5.8. Processamento das lâminas 6 

 7 

Os fragmentos do coração foram fixados em formaldeído a 10% tamponado por 8 

pelo menos 24 horas. Após a fixação, foram submetidos ao processo de desidratação em 9 

uma série crescente de alcoóis etílicos, diafanização em xilol e inclusão em parafina, 10 

posicionando os fragmentos com seu eixo longitudinal perpendicular ao plano de 11 

microtomia. Obtendo-se então, cortes transversais, e, para cada coração, dez cortes 12 

seriados com 5µm de espessura. Os cortes foram aderidos às lâminas com o adesivo 13 

polilisina e submetidos à secagem. Em seguida foram realizadas as colorações de rotina. 14 

As lâminas de número 1 foram coradas pela Hematoxilina e Eosina (solução aquosa de 15 

stock de eosina y e floxina a 1% adicionada a ácido acético glacial e álcool a 95%) (HE) 16 

(MICHALANY, 1980). Nas lâminas de número 2 foram realizadas as colorações pelo 17 

picrossírius, as lâminas de número 3 foram utilizadas para a técnica de imuno-18 

histoquímica para T. cruzi. 19 

 20 

5.9. Quantificação do infiltrado inflamatório 21 

 22 

Para a quantificação do infiltrado inflamatório, foram utilizadas as lâminas de 23 

fragmento cardíaco coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE). As imagens para análise 24 

dos cortes de coração dos camundongos foram capturadas utilizando uma câmera de 25 

vídeo digital (Evolution MP 5.0 – color – Media Cibernetic) acoplada a um microscópio 26 

de luz (Nikon – Eclipse 50i) que envia as imagens para um computador (Pentium dual 27 

core duo) para serem capturadas no programa “Image – Pro Plus” (MediaCybernetics). 28 

As imagens assim capturadas foram visualizadas em dois monitores, e gravadas para 29 

posterior utilização com os programas de análise de imagem “Image J”. Essas imagens 30 

foram calibradas através da lâmina (Leica) com régua graduada em dois milímetros 31 

divididos em unidades de 0,01mm (dez micrômetros) para a objetiva de dez vezes. 32 

Para analisar o infiltrado inflamatório no coração foi utilizado um sistema teste 33 

de contagem de pontos em uma área teste pré-determinada (MANDARIM-DE-34 

LACERDA, 2003). Para calcular o número de áreas teste ou campos, foi utilizada a 35 
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fórmula de HALLY (1964), com o qual se calculou o erro padrão relativo (EPR) onde 1 

Vv= densidade de volume da estrutura em análise e n = número de pontos a serem 2 

contados. 3 

n

Vv
EPR

)1( 


 Onde, TP

Pp
Vv 

 Pp = a razão de pontos que atingem o coração 4 

onde há infiltrado inflamatório (miocardite) e PT = número de pontos teste =100.  5 

O n calculado foi corrigido pela seguinte fórmula: 6 

Vv

n
n

calculado
corrigido 

    n corrigido = 384*0,04 = 9600 pontos  7 

Utilizamos o Erro Padrão Relativo igual a 10.000 pontos. Assim, analisamos 8 

ao acaso, 100 imagens, com cada imagem contendo 100 pontos com tamanho de 234,88 9 

μm x 234,88μm, onde cada ponto corresponde a 550μm
2
,
 
totalizando uma área total de 10 

estudo de 5.500.000 μm
2 
(Figura 1). 11 

 12 

Figura 1 – Morfometria para quantificação de infiltrado inflamatório.  13 
As setas azuis indicam a direção de escolha dos campos, e os pontilhados vermelhos os campos 14 
selecionados, em um total de dez campos. Objetiva de 10X. 15 

 16 

Para calcular a percentagem de infiltrado inflamatório foi utilizada a 17 

seguinte formula: 100*)000.500.5/)550*((%  pontosM  onde %M = percentagem 18 
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de miocardite, ∑ = somatória do número de pontos que coincidiram com o infiltrado 1 

inflamatório vezes o valor de 550 μm
2
 que corresponde a área por ponto dividido pela 2 

área total de analise que corresponde a 5.500.000 μm
2
. Este resultado foi multiplicado 3 

por 100 para obter a percentagem. 4 

Para análise da miocardite, empregou-se o critério de "Dallas" (ARETZ, 5 

1987). Por definição, o diagnóstico de miocardite é feito quando três ou mais células 6 

inflamatórias estivessem presentes no interstício, ocasionando lesão nos miocardiócitos 7 

adjacentes (Figura 2). 8 

 9 

Figura 2 - Infiltrado inflamatório no tecido cardíaco segundo critério de Dallas. 10 
 Observado na objetiva de 40X. 11 

 12 

5.10. Quantificação da Fibrose 13 

 14 

A avaliação morfométrica do tecido conjuntivo fibroso foi realizada nos cortes 15 

do coração, fixados e emblocados em parafina, corado pelo picrosírius (solução aquosa 16 

saturada e ácido pícrico adicionada de 0,1g% de vermelho da Síria F3b, Sirius red F3B-17 

Bayer) com contra coloração pela hematoxilina por um minuto. As lâminas foram 18 

analisadas por morfometria digital, em microscópio de luz polarizada em uma objetiva 19 

de 10x com aumento final de X400. A morfometria foi feita utilizando o Sistema 20 

Analisador de Imagem Automático KS 300 – “Carl Zeiss” (Figura 3). O campo a ser 21 

quantificado era capturado por meio de uma câmera acoplada ao microscópio e ao 22 

computador para digitalização da imagem. Na imagem polarizada o tecido conjuntivo 23 

fibroso apresentava-se birrefringente que era marcado pelo observador e obtinha-se o 24 

percentual de fibrose por área do campo a ser quantificado. A fibrose foi quantificada 25 

em 20 campos que correspondem, aproximadamente, a toda a área do corte. 26 
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 1 

Figura 3 - Sistema computadorizado de quantificação de fibrose. Morfometria computadorizada 2 
microscópica automática.  3 
A. observa-se o microscópio de luz acoplado a uma câmera conectada ao computador. B. Observam-se as 4 
etapas seguidas pelo programa KS 300 da Carl Zeiss. C. a captura da imagem a ser quantificada com luz 5 
polarizada. D. o resultado da quantificação em porcentagem da imagem capturada. 6 

 7 

5.11. Imunohistoquímica 8 

 9 

A imunohistoquímica para detecção de ninhos de T. cruzi foi realizada nos 10 

cortes de coração dos camundongos infectados, cujos fragmentos foram fixados em 11 

formol. Após bloqueio da peroxidase endógena pelo tratamento com H2O2 em metanol, 12 

as lâminas foram lavadas e incubadas com solução PBS contendo 2% de PBS-BSA. Em 13 

seguida, cada corte foi incubado com o anticorpo anti- T. cruzi produzido em coelho, na 14 

concentração 1:250, incubado durante 2 horas à temperatura ambiente (37°C). 15 

Posteriormente, as lâminas foram lavadas em PBS e novamente incubadas por 2 horas 16 

com o anticorpo secundário (proteína A conjugada com peroxidase) na diluição 1:500. 17 

As lâminas foram lavadas e reveladas com 25μL de H2O2(0,05%) 1mg/mL DAB (1,4-18 

dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol-Diaminobenzidina) em quanto tampão tris-HCl pH 7,4. 19 

A reação foi interrompida lavando-se as lâminas em água corrente. Os cortes foram 20 

contra corados, com hematoxilina e as lâminas foram então montadas para análise em 21 

microscópio de luz comum. 22 

 23 
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5.12. Densidade Parasitária 1 

 2 

A densidade parasitária do número de ninhos de amastigotas por mm
2
 foi 3 

realizada através da contagem desses ninhos em todo o corte do coração de cada animal. 4 

A quantificação da área do fragmento do coração foi realizada capturando toda a 5 

imagem do coração com o auxílio de um scanner HP Scanjet G 4050 (USA) e o 6 

programa Adobe Photoshop CS2 em um computador Pentium dual core duo. O tamanho 7 

de cada imagem corresponde a 10mm
2
. As imagens assim capturadas foram 8 

visualizadas e gravadas para posterior utilização com o programa de análise de imagem 9 

“ImageJ”, onde foi obtidas as mensurações, cujos valores foram expressos em mm
2
 10 

(Figura 4). 11 

 12 

Figura 4 - Sistema de quantificação da área do tecido cardíaco.  13 
A. programa ImageJ; Em B. imagem de corte do coração; Em C. imagem transformada em 8 bits e 14 
utilizado o comando threshold que transforma a imagem em branco e preto, permitindo o cálculo da área 15 
pelo programa; Em D. o resultado do cálculo 16 
 17 

5.13. Análises estatísticas 18 

A análise estatística foi realizada por meio do programa Graphpad Prism 5.0 19 

(graphpad software - EUA). A verificação da distribuição normal das variáveis 20 

quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-Smirnov. As variáveis contínuas que 21 

apresentaram distribuição normal foram expressas em média  desvio padrão e aquelas 22 

que apresentaram distribuição não normal foram expressos em mediana com valores 23 

mínimos e máximos e percentis. Para comparação de dois grupos (BALB-c versus 24 

C57Bl/6 e C57Bl/6 versus C57Bl/6 iNOS
-/-

) foi utilizado o teste “t” não pareado para 25 

os dados com distriuição normal e teste de Mann Whitney para os dados com 26 

distribuição não normal. Os resultados foram considerados estatisticamente 27 

significativos quando p<0,05. 28 
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6. Resultados 1 

6.1. Ninhos de Amastigotas 2 

 3 

O parasitismo tissular foi avaliado pela contagem de ninhos de T. cruzi no 4 

miocárdio pela técnica de imunohistoquímica indireta, nos camundongos BALB-c 5 

versus C57Bl/6 e C57Bl/6 versus C57Bl/6 iNOS
-/-

 infectados com diferentes cepas de T. 6 

cruzi e nas diferentes fases da Doença de Chagas experimental (PRANCHA 1A e 1B). 7 

Na fase aguda da infecção com a cepa Y foi observado números estatisticamente 8 

maiores de ninhos de amastigotas nos animais C57Bl/6 em relação aos animais BALB-c 9 

e aos animais C57Bl/6 iNOS
-/- 

(p= 0,0083, p= 0,0260 respectivamente; Mann Whitney) 10 

(FIGURA 5A). Nos animais infectados com a cepa Colombiana observou-se que os 11 

camundongos C57Bl/6 apresentaram quantidades significativamente maiores de ninhos 12 

que os animais BALB-c. Entretanto, os C57Bl/6 iNOS 
-/- 

apresentaram números de 13 

ninhos significativamente menor que os C57Bl/6 (p=0,015 e p=0,0159 respectivamente; 14 

Mann Whitney) (FIGURA 5B). 15 

Na fase crônica da infecção com a cepa Y, não foi detectado ninhos de 16 

amastigotas em nenhum dos grupos estudados (FIGURA 5C). Nessa mesma fase da 17 

infecção com a cepa Colombiana, embora tenha sido encontrados ninhos de T. cruzi, 18 

não foi observada diferença estatística entre os grupos analisados (FIGURA 5D). 19 

 20 

 21 
Figura 5 - Ninhos de T. cruzi no tecido cardíaco de camundongos BALB-c, C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS

-/-
.  22 

A. Cepa Y, fase AGUDA; B. Cepa COLOMBIANA, fase AGUDA; C. Cepa Y, fase CRÔNICA; D. Cepa 23 
COLOMBIANA, fase CRÔNICA. Diferenças estatísticamente significativas estão marcadas com * 24 
(p<0,05), teste de Mann Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras representam 25 
os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. 26 
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 1 

6.2. Infiltrado infamatório 2 

 3 

O processo inflamatório cardíaco foi avaliado nos camundongos BALB-c versus 4 

C57Bl/6 e C57Bl/6 versus C57Bl/6 iNOS 
-/-

 infectados com diferentes cepas de T.cruzi 5 

e nas diferentes fases da Doença de Chagas experimental (PRANCHA 1C e 1D). 6 

Na fase aguda da infecção com a cepa Y foi observado percentagem de infiltrado 7 

significativamente maior nos animais BALB-c em relação aos animais C57Bl/6 8 

(p=0,004; Mann Whitney). Não foi encontrado diferença significativa entre os animais 9 

C57Bl/6 em relação aos animais C57Bl/6 iNOS 
-/-

 (FIGURA 6A). Na infecção com a 10 

cepa Colombiana não foram observadas diferenças estatisticamente significantes, pois 11 

os grupos apresentaram homogeneidade no percentual de infiltrado inflamatório 12 

(FIGURA 6B). 13 

Na fase crônica da infecção com a cepa Y não foram observadas diferenças 14 

significativas no percentual de infiltrado inflamatório entre os grupos (FIGURA 6C).  Já 15 

nos animais infectados com a cepa Colombina foi observado um percentual 16 

significativamente maior de infiltrado inflamatório nos animais C57Bl/6 em relação aos 17 

animais BALB-c (p=0,0087; Mann Whitney) (FIGURA 6D). 18 

 19 

 20 
Figura 6 – % de infiltrado inflamatório no tecido cardíaco de BALB-c, C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS

-/-
.  21 

A. Cepa Y, fase AGUDA; B. Cepa COLOMBIANA, fase AGUDA; C. Cepa Y, fase CRÔNICA; D. Cepa 22 
COLOMBIANA, fase CRÔNICA. Diferenças estatísticamente significativas estão marcadas com * 23 
(p<0,05), teste de Mann Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras representam 24 
os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. 25 
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 1 

6.3. Fibrose 2 

 3 

A fibrose cardíaca foi avaliada por morfometria digital utilizando-se cortes de 4 

tecido cardíaco dos camundongos BALB-c, C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS
-/- 

corados pelo 5 

picrosírius e analisado na luz polarizada (PRANCHA 1E-H). 6 

 Na infecção aguda pela cepa Y não foi observada diferenças entre os animais 7 

BALB-c e C57Bl/6, nem tão pouco entre C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS-/- (FIGURA 7A). 8 

No entanto, quando infectados com a cepa Colombiana os animais BALB-c 9 

apresentaram percentagem de fibrose significativamente maiores que os animais 10 

C57Bl/6 (p=0,0145; “t” não pareado) (FIGURA 7B). 11 

 Na fase crônica da infecção com a cepa Y não foram encontrada diferenças 12 

estatisticamente significantes entre os grupos (FIGURA 7C). No entanto, quando 13 

infectados com a cepa Colombiana os animais BALB-c apresentaram percentual 14 

significativamente maior de fibrose que os animais C57Bl/6 (p=0,0004; “t” não 15 

pareado) (FIGURA 7D). 16 

 17 

 18 
 19 
Figura 7 - %  de Fibrose no tecido cardíaco de camundongos BALB-c, C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS

-/-
.  20 

A. Cepa Y, fase AGUDA; B. Cepa COLOMBIANA, fase AGUDA; C. Cepa Y, fase CRÔNICA; D. Cepa 21 
COLOMBIANA, fase CRÔNICA. Diferenças estatísticamente significativas estão marcadas com * 22 
(p<0,05), teste de “t”não pareado. As barras representam a média e as linhas verticais representam o erro 23 
padrão da média. 24 
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 1 

6.4. Produção de Citocinas 2 

 3 

 A produção de citocinas pelas células do baço foi determinada após cultura sem 4 

estímulo e estimulada com antígenos de T. cruzi dos camundongos BALB-c versus 5 

C57Bl/6 e C57Bl/6 versus C57Bl/6 iNOS
-/-

 infectados com diferentes cepas de T.cruzi e 6 

nas diferentes fases da Doença de Chagas experimental. 7 

 Na fase aguda da infecção com a cepa Y, na cultura não estimulada os níveis de 8 

IFN-γ foram significativamente maiores nos animais C57Bl/6 em relação aos C57Bl/6 9 

iNOS
-/-

 (p=0,0043; Mann Whitney). Da mesma forma, estes animais apresentaram 10 

maiores níveis de IFN-γ que os animais BALB-c, embora essa diferença não tenha sido 11 

estatisticamente significativa (p=0,059; Mann Whitney) (FIGURA 8A). Não foram 12 

observadas diferenças significativas nas culturas estimuladas com Ag-Tc, em nenhum 13 

dos grupos analisados. Nos animais infectados com a cepa Colombiana não foi 14 

observada diferença entre os grupos na cultura sem estímulo, embora existam níveis 15 

elevados dessa citocina nos camundongos BALB-c em relação ao C57Bl/6 quanto o 16 

C57Bl/6 em relação ao C57Bl/6 iNOS
-/- 

(p=0,055 e p=0,056,
 
respectivamente; Mann 17 

Whitney). Após estímulo com Ag-Tc foi observado níveis significativamente maiores 18 

nos animais BALB-c em relação aos animais C57Bl/6 (p=0,0079; Mann Whitney). Não 19 

foi observado diferenças significantes entre os animais C57Bl/6 em relação ao C57Bl/6 20 

iNOS
-/- 

 (FIGURA 8B).  21 

Na fase crônica da infecção com a cepa Y houve produção significativamente 22 

maior de IFN-γ pelos animais C57Bl/6, na cultura estimulada com Ag-Tc, comparados 23 

aos animais BALB-c (p=0,0022; Mann Whitney) o mesmo não foi observado ao 24 

comparar os animais C57Bl/6 em relação aos animais C57Bl/6 iNOS
-/-

. Não foi 25 

observada diferença estatística na produção de IFN-γ nas culturas sem estímulos nesses 26 

animais (FIGURA 8C). Na infecção com a cepa Colombiana os níveis de IFN-γ foram 27 

significativamente maiores nos animais BALB-c em relação aos C57Bl/6, tanto na 28 

cultura não estimulada quanto na estimulada com Ag-Tc (p=0,0087 e p=0,002, 29 

respectivamente; Mann Whitney). A produção de IFN-γ entre os animais C57Bl/6 e 30 

C57Bl/6 iNOS
-/- 

 apresentou diferenças estatísticas na cultura com estímulo (p=0,026; 31 

Mann Whitney), porém, o mesmo, não foi observado na cultura não estimulada 32 

(FIGURA 8D).  33 
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 1 
Figura 8 - Níveis de IFN-γ (pg/mL) em sobrenadantes de cultura do baço de camundongos BALB-c, 2 
C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS

-/-
 não estimulados (MEIO) ou estimulados com antígeno de T.cruzi (Ag-Tc).  3 

Cepa Y, fase AGUDA; B. Cepa COLOMBIANA, fase AGUDA; C. Cepa Y, fase CRÔNICA; D. Cepa 4 
COLOMBIANA, fase CRÔNICA. Diferenças estatísticamente significativas estão marcadas com * 5 
(p<0,05), teste de Mann Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras representam 6 
os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.    7 

 8 

Ao analisar a produção de TNF-α na fase aguda da infecção com a cepa Y, não 9 

foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos, embora os animais BALB-c 10 

apresentaram níveis mais elevados de TNF-α, tanto na cultura não estimulada, quanto 11 

na estimulada com Ag-Tc (p=0,35 e p=0,27, respectivamente) (FIGURA 9A). Nos 12 

animais infectados com cepa Colombiana, nesta mesma fase, foi observado que na 13 

cultura estimulada com Ag-Tc houve produção de TNF-α significativamente maiores 14 

pelos animais BALB-c em relação aos animais C57Bl/6 (p=0,0079; Mann Whitney). 15 

Não foi observada diferença estatística na cultura sem estímulo (FIGURA 9B). 16 

Na cultura não estimulada na fase crônica da infecção com a cepa Y não foi 17 

observada diferença significativa na produção de TNF-α, contudo, na cultura estimulada 18 

com Ag-Tc a produção de TNF-α pelos animais C57Bl/6 foi significativamente maior 19 

que a dos animais BALB-c (p=0,018; Mann Whitney). O mesmo, não foi observado 20 

quando se comparou os animais C57Bl/6 em relação aos animais C57Bl/6 iNOS
-/-

 21 

(FIGURA 9C). Ao comparar os animais C57Bl/6 em relação aos animais C57Bl/6 22 

iNOS
-/- 

não foram encontradas diferenças em nenhuma das condições de cultura, 23 
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embora, na cultura estimulada, foi observada maior produção de TNF-α nos animais 1 

C57Bl/6 iNOS 
-/- 

 (p=0,0585; Mann Whitney) (FIGURA 9D). 2 

 3 

 4 

Figura 9 - Níveis de TNF-α (pg/mL) em sobrenadantes de cultura do baço de camundongos BALB-c, 5 
C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS

-/-
 não estimulados (MEIO) ou estimulados com antígeno de T.cruzi (Ag-Tc).  6 

A. Cepa Y, fase AGUDA; B. Cepa COLOMBIANA, fase AGUDA; C. Cepa Y, fase CRÔNICA; D. Cepa 7 
COLOMBIANA, fase CRÔNICA. Diferenças estatísticamente significativas estão marcadas com * 8 
(p<0,05), teste de Mann Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras representam 9 
os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90% 10 
 11 

Na fase aguda da infecção com a cepa Y, a produção de IL-4 na cultura sem 12 

estímulo não apresentou diferença estatística entre os grupos, embora os animais 13 

C57Bl/6 apresentaram uma maior produção de IL-4 (p=0,057; Mann Whitney). No 14 

entanto, na cultura com estímulo Ag-Tc, foi observado que esses mesmos animais 15 

apresentaram níveis significativamente maiores de IL-4 quando comparado aos animais 16 

BALB-c e C57Bl/6 iNOS 
-/-

 (p=0,0128 e p=0,0074 respectivamente; Mann Whitney) 17 

(FIGURA 10A). Nos animais infectados com a cepa Colombiana na cultura não 18 

estimulada foi observada uma produção significativamente maior de IL-4 pelos animais 19 

C57Bl/6 em relação aos animais BALB-c, (p=0,0053; Mann Whitney). Entretanto, 20 

comparando os animais C57Bl/6 com os animais C57Bl/6 iNOS
-/-

 essa diferença não foi 21 

observada. Na cultura estimulada por Ag-Tc, não foi observada diferença significativa 22 

entre os grupos (Figura 10B). 23 
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Na fase crônica da infecção com a cepa Y foi observado que, na cultura não 1 

estimulada, os animais C57Bl/6 produziram níveis de IL-4 significativamente maiores 2 

quando comparados aos animais BALB-c (p=0,039; Mann Whitney). No entanto, na 3 

cultura estimulada com Ag-Tc, não foi observada diferença significativa entre os grupos 4 

(FIGURA 10C). Nos animais infectados com a cepa Colombiana não houve diferença 5 

significativa na cultura sem estímulo. No entanto, na cultura estimulada com Ag-Tc 6 

foram observados níveis de IL-4 significativamente maiores nos animais C57Bl/6 em 7 

relação aos animais BALB-c (p=0,0073; Mann Whitney), (Figura 10D). 8 

 9 
Figura 10 - Níveis de IL-4 (pg/mL) em sobrenadantes de cultura dobaço de camundongos BALB-c, 10 
C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS

-/-
 não estimulados (MEIO) ou estimulados com antígeno de T.cruzi (Ag-Tc).  11 

A. Cepa Y, fase AGUDA; B. Cepa COLOMBIANA, fase AGUDA; C. Cepa Y, fase CRÔNICA; D. Cepa 12 
COLOMBIANA, fase CRÔNICA. Diferenças estatísticamente significativas estão marcadas com * 13 
(p<0,05), teste de Mann Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras representam 14 
os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90% 15 

 16 

Ao analisar a IL-10, na fase aguda da infecção pela cepa Y, foi observado que na 17 

cultura sem estímulo os animais C57Bl/6 produziram níveis significativamente maiores 18 

de IL-10 que os animais BALB-c (p=0,0128; Mann Whitney). Não foi observada 19 

diferença estatística entre os animais C57Bl/6 e os animais C57Bl/6 iNOS
-/- 

nessa 20 

mesma condição de cultura (FIGURA 11A). Nos animais infectados com a cepa 21 

Colombiana, foi observada uma produção estatisticamente maior de IL-10 pelos animais 22 

C57Bl/6 iNOS
-/-

 em relação aos animais C57Bl/6, tanto na cultura não estimulada, 23 

quanto na estimulada com Ag-Tc (p=0,0079 e p=0,0079 respectivamente; Mann 24 
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Whitney). Na cultura estimulada foi observado também níveis maiores de IL-10 pelos 1 

animais C57Bl/6 em relação aos animais BALB-c (p= 0,0112; Mann Whitney) 2 

(FIGURA 11B). 3 

Na fase crônica da infecção pela cepa Y houve um aumento significativo na 4 

produção de IL-10 pelos animais C57Bl/6 iNOS 
-/-

 em relação aos animais C57Bl/6, 5 

tanto na cultura sem estímulo, assim como, após estimulação com Ag-Tc (p=0,0021 e 6 

p=0,026 respectivamente; Mann Whitney). Ao analisar os animais C57Bl/6 em relação 7 

aos animais BALB-c, foi observada uma produção significativamente maior de IL-10 8 

pelos animais C57Bl/6 nas duas condições de cultura (p=0,0021 e p=0,0022 9 

respectivamente; Mann Whitney) (FIGURA 11C). De forma semelhante, nos animais 10 

infectados com a cepa Colombiana durante a fase crônica o grupo C57Bl/6 iNOS
-/-

 11 

produziu níveis significativamente maiores de IL-10 quando comparados aos animais 12 

C57Bl/6 nas duas condições de cultura, tanto na ausência de Ag-Tc, quanto na presença 13 

do mesmo (p=0,0062 e p=0,0050 respectivamente; Mann Whitney) (FIGURA 11D). 14 

 15 

Figura 11 - Níveis de IL-10 (pg/mL) em sobrenadantes de cultura do baço de camundongos BALB-c, 16 
C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS

-/-
 não estimulados (MEIO) ou estimulados com antígeno de T.cruzi (Ag-Tc).  17 

A. Cepa Y, fase AGUDA; B. Cepa COLOMBIANA, fase AGUDA; C. Cepa Y, fase CRÔNICA; D. Cepa 18 
COLOMBIANA, fase CRÔNICA. Diferenças estatísticamente significativas estão marcadas com * 19 
(p<0,05), teste de Mann Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras representam 20 
os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. 21 

 22 
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 1 
Prancha 1 - Cortes histológicos de coração de camundongos BALB-c, C57Bl/6 e C57Bl/6 iNOS

-/-
:  2 

 (A) Imunohistoquímica evidenciando ninho de T. cruzi, em animais C57Bl/6 na fase aguda (10X). (B) 3 
Imunohistoquímica evidenciando ninho de T. cruzi, em animais C57Bl/6 iNOS

-/-
, na fase aguda(10X). (C) 4 

Infiltrado inflamatório no animal BALB-c, infectado com a cepa Y na fase aguda, (HE- 10X). (D) 5 
Infiltrado inflamatório no animal C57Bl/6, infectado com a cepa Colombiana na fase crônica (HE-10X).  6 
(E) Fibrose no animal BALB-c infectado com a cepa Colombiana na fase crônica (Picrosírius sob luz 7 
coum- 40X) (F) Mesmo campo visto sob luz polarizada (40X). (G) Fibrose no animal C57Bl/6 infectado 8 
com a cepa Colombiana na fase crônica (Picrosírius sob luz comum- 10X). (H) Mesmo campo visto sob 9 
luz polarizada (10X). 10 
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7. Discussão 1 

 2 

No presente trabalho, foi estudado o comportamento de camundongos ditos 3 

susceptíveis e resistentes à infecção pelo T. cruzi relacionando a contribuição do óxido 4 

nítrico e de citocinas no desenvolvimento da inflamação, fibrose cardíaca nas fases 5 

aguda e crônica da infecção experimental com as cepas Y e Colombiana de T. cruzi. 6 

Na Doença de Chagas, sabe-se que fator lesivo inicial é o parasitismo de 7 

miocardiócitos pelo T. cruzi. Em nossos resultados os animais C57Bl/6 apresentam 8 

maior número de formas amastigotas no tecido cardíaco na fase aguda em relação aos 9 

animais BALB-c, de forma independente da cepa inoculada, embora com maior 10 

densidade parasitária na cepa Colombiana. Camundongos BALB-c e C57Bl/6 têm sido 11 

usados como modelos de susceptibilidade e resistência a microorganismos intracelulares 12 

(APPELBERG et al., 1994; HEINZEL et al., 1998), embora, na infecção com T. cruzi 13 

esta dicotomia não seja claramente perceptível, e pareça estar intimamente relacionada 14 

com a cepa do parasito (WRIGHTSMAN et al., 1982; ANDRADE et al., 1985; SILVA 15 

et al., 1992). Fatores como a genética do hospedeiro, expressão de moléculas 16 

relacionadas com inflamação e a carga parasitária também têm sido vistas como 17 

definidoras do curso da infecção (ROWLAND et al., 1992; MARINHO et al., 1999; 18 

HALL et al., 2000). 19 

De forma interessante no presente estudo, foi demonstrado maior cardiotropismo 20 

nos animais C57Bl/6, mesmo quando infectados com a cepa macrofagotrópica. 21 

Contudo, nos animais deficientes em NO foi observado que durante a infecção aguda 22 

com a cepa Y, esses, apresentaram menor parasitismo tissular cardíaco que os C57Bl/6, 23 

provavelmente, devido ao tropismo desta cepa pelo sistema fagocítico mononuclear, que 24 

nestes animais está privado de seu principal mecanismo microbicida, facilitando a 25 

multiplicação do parasita. Estudos anteriores, de detecção de DNA parasitário, já 26 

sugeriram que o cardiotropismo da cepa Colombiana é influenciado pela genética do 27 

camundongo, onde os BALB-c apresentam reduzida presença de material genético 28 

parasitário no coração e os C57Bl/6 apresentam elevado cardiomiotropismo, apesar de 29 

sua resistência à infecção (ANDRADE et al., 2002). 30 

Embora estudos experimentais mostrem que o NO é um importante mediador da 31 

imunidade anti-T. cruzi durante a infecção aguda (VESPA et al., 1994), e recentemente 32 

essa molécula foi associada à desnervação do plexo mioentérico do cólon de 33 
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camundongos infectados (ARANTES et al., 2004), pouco se conhece de seus efeitos 1 

durante a fase crônica da infecção, especialmente no tecido cardíaco. No presente 2 

estudo, na infecção pela cepa Colombiana, observa-se um aumento significativo de 3 

ninhos no tecido cardíaco nos animais C57Bl/6 iNOS
-/-  

que apresentam números de 4 

ninhos significativamente maiores que o animal C57Bl/6. Esses resultados se justificam, 5 

uma vez que, a cepa Colombiana apresenta parasitemia de evolução lenta, e com nítido 6 

miotropismo, sobretudo, com envolvimento de musculatura esquelética (ANDRADE et 7 

al., 2000). Na fase crônica da infecção foram observados ninhos apenas nos animais 8 

infectados com a cepa Colombiana, embora em número reduzido, reforçando desta 9 

forma, sua natureza miotrópica. Diferenças na composição genética das diferentes cepas 10 

de T.cruzi seriam um dos maiores componentes determinantes do tropismo tissular 11 

(ANDRADE et al., 1999). Estudos clássicos já haviam demonstrado que a cepa Y de T. 12 

cruzi se comporta diferentemente da cepa Colombiana em relação à virulência, tropismo 13 

e dano cardíaco, estando à cepa Y relacionada com tropismo pelo macrófago e maior 14 

virulência na fase aguda da infecção, e a cepa Colombiana com miotropismo e com 15 

patogenicidade na fase crônica (ANDRADE & RAMALHO, 1966; KUMAR et al., 16 

1969; MELO & BRENER, 1978; ANDRADE, 1990).  17 

Apesar do número reduzido de ninhos de amastigotas cardíacos na fase aguda, 18 

demonstrado em nossos resultados, os animais BALB-c infectados com a cepa Y, 19 

apresentaram elevado percentual de infiltrado inflamatório, fenômeno não observado na 20 

infecção pela cepa Colombiana. Estudos anteriores, já haviam demonstrado baixa carga 21 

parasitária no coração de camundongos BALB-c e elevado infiltrado inflamatório 22 

cardíaco (ANDRADE et al., 2002). Por outro lado, camundongos C57Bl/6 com 23 

presença de parasitos no coração apresentaram menor miocardite (ANDRADE et al., 24 

2002). No presente estudo, na fase crônica, os animais C57Bl/6 apresentaram aumento 25 

de miocardite, apesar dos poucos ninhos, fenômeno já relatado em estudos realizados 26 

em humanos (ANDRADE & RAMALHO, 1966).  27 

Foi observado neste trabalho, que a capacidade da produção de NO não parece 28 

ser o fator determinante na miocardite destes animais, uma vez que, os animais C57Bl/6 29 

iNOS
-/- 

apresentaram percentuais
 
de miocardite semelhantes aos C57Bl/6, independente 30 

de cepa ou da fase em que se encontravam. Estudos anteriores, já apontavam que a 31 

ausência de iNOS não era fator determinante na intensidade da miocardite na infecção 32 

experimental aguda (BORGES et al., 2009).  33 

No presente estudo, os animais BALB-c apresentaram maior intensidade de 34 
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fibrose cardíaca que os C57Bl/6, tanto na fase aguda, quanto na fase crônica da infecção 1 

com a cepa Colombiana. A fibrose representa um dos mais importantes achados que 2 

compromete a função contrátil cardíaca durante a fase crônica da infecção. Acredita-se 3 

que seu desenvolvimento ocorra por substituição do tecido lesado, cumprindo a função 4 

de preenchimento (LOPES & CHAPADEIRO, 1997). Na Doença de Chagas, existe 5 

uma perda da massa contrátil, além de, uma desorganização das miocélulas, e esses 6 

fatores estão associados à insuficiência cardíaca congestiva (LOPES & CHAPADEIRO, 7 

1997). Com a evolução da inflamação, células presentes no tecido conjuntivo como 8 

fibroblastos, começam a sintetizar colágeno para substituir o tecido lesado, formando 9 

assim, a fibrose. A fase aguda da infecção é caracterizada por alguns autores por não 10 

apresentar fibrose, ou a mesma ser cicatricial (LOPES et al., 1981).  11 

Com relação à influência do NO, no desenvolvimento de fibrose não foi 12 

observada diferença entre os animais C57Bl/6 e os C57Bl/6 iNOS
-/-

, mostrando que, 13 

essa molécula não desempenha um papel chave no desenvolvimento de fibrose na 14 

infecção chagásica experimental. Resultados semelhantes já foram observados pelo 15 

nosso grupo na infecção chagásica aguda com cepa Colombiana (BORGES et al., 16 

2009). O NO têm sido apontado como uma molécula potencialmente anti-fibrótica, que 17 

uma vez manifesta, poderia atenuar o desenvolvimento da fibrose observada nos casos 18 

mais graves da cardiopatia chagásica crônica. Por outro lado, o NO está envolvido na 19 

indução de apoptose, o que poderia contribuir para a destruição de miocélulas (SAM et 20 

al., 2001). 21 

Diferenças na susceptibilidade à infecção podem estar relacionadas com 22 

diferenças quantitativas e qualitativas de mecanismos imunológicos (SUNNEMARK et 23 

al., 1996; BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998; POWELL et al., 1998; ANDRADE et al., 24 

2002; ROGGERO et al., 2002). O comportamento de camundongos BALB-c e C57Bl/6 25 

frente à infecção com T.cruzi seria determinado pelo perfil de citocinas, influenciando a 26 

carga parasitária apresentada nestes animais (ROGGERO et al., 2002).  27 

No presente estudo foi demonstrado que a produção IFN-γ não está diretamente 28 

relacionada à susceptibilidade ou resistência do hospedeiro, e sim, com a cepa do 29 

parasita. Foi observado que, na infecção com a cepa Y, tanto na fase crônica quanto na 30 

fase aguda, os animais C57Bl/6 se mostraram melhores produtores de IFN-γ. Em 31 

contrapartida, na infecção com a cepa Colombiana os animais BALB-c mudam de 32 

comportamento e se mostram melhores produtores de IFN-γ. Em modelo de infecção 33 

com cepa cardiotrópica não foi observada diferenças na produção de IFN-γ na fase 34 
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aguda da infecção (15 dias) entre camundongos BALB-c e C57Bl/6, embora os C57Bl/6 1 

produzissem quantidades significativamente maiores de TNF-α e os BALB-c de IL-10 2 

(ROGGERO et al., 2002). Estudos prévios demonstraram uma produção equivalente de 3 

IFN-γ por esplenócitos de camundongos resistentes e susceptíveis à infecção chagásica, 4 

embora a produção de IL-4 na fase aguda tenha sido maior naqueles susceptíveis 5 

(NABORS & TARLETON, 1991; HOFT et al., 1993). Outro estudo demonstrou que a 6 

IL-12 e o IFN-γ seriam essenciais na resistência ao T.cruzi na fase aguda da infecção 7 

(MICHAILOWSKY et al., 2001). 8 

Quanto ao papel da iNOS na produção de IFN- γ pelos animais C57Bl/6 foi 9 

observado em nosso estudo, que na infecção com a cepa Y, esta cepa tem um 10 

importante papel na fase aguda da infecção, onde sua ausência causa redução na 11 

produção de IFN-γ. Esta tendência a menores níveis não é reflexo de deficiência destes 12 

animais em produzir IFN-γ, uma vez que, relatos anteriores demonstram, que estes, 13 

conservam esta capacidade (HESSE et al., 2000). De maneira oposta, o efeito da iNOS 14 

na infecção com a cepa Colombiana é percebida apenas na fase crônica da infecção, 15 

onde os camundongos C57Bl/6 iNOS
-/-

 produzem níveis significativamente mais 16 

elevados de IFN-γ. Esta superprodução, talvez, seja reflexo de um a tentativa do sistema 17 

imune de controlar o parasitismo na ausência de NO. 18 

A produção de TNF-α no presente estudo foi maior na fase aguda que na crônica 19 

da infecção. Estudos in vitro já demonstraram o importante papel do TNF-α no controle 20 

da replicação parasitária intramacrófago, especialmente na fase aguda da infecção 21 

(WIRTH & KIERSZENBAUM, 1988; SILVA et al., 1995; LIMA et al., 1997). Ao 22 

mesmo tempo, níveis elevados de TNF-α, estão também associados com destruição 23 

tissular, caquexia e morte (TRUYENS et al., 1995; HOLSCHER et al., 2000; 24 

ROGGERO et al., 2002; PEREZ et al., 2005).  25 

Em nosso estudo, foi observado que os animais BALB-c foram os melhores 26 

produtores de TNF-α, na fase aguda, independente da cepa. Foi observado que a 27 

ausência de iNOS não modificou o padrão de produção de TNF-α pelos camundongos 28 

C57Bl/6. Citocinas pró-inflamatórias, especialmente o TNF-α, estão envolvidas na 29 

disfução miocárdica na fase aguda da Doença de Chagas (CHANDRASEKAR et al., 30 

1998). Já na fase crônica, os camundongos C57Bl/6 foram melhores produtores de 31 

TNF-α que os BALB-c na infecção com a cepa Y. Estudos utilizando bloqueio 32 

farmacológico do TNF-α na fase crônica da infecção chagásica experimental 33 

demonstram que sua ausência potencializa os níveis de IL-10 e reduz os danos 34 
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cardíacos, provavelmente por redução do exsudato inflamatório no miocárdio (BILATE 1 

et al., 2007; PEREZ et al., 2009). Da mesma forma, este bloqueio diminui a formação 2 

de colágenos tipo I e III e metaloproteinases (GURANTZ et al., 2005) e parece não 3 

influenciar na expressão de IFN-γ (BILATE et al., 2007).  4 

No presente estudo, foi observada maior produção de colágeno pelos animais 5 

BALB-c, tanto na fase aguda, quanto na crônica da infecção, esses animais na fase 6 

aguda, se mostraram melhores produtores de TNF-α, citocina relacionada com produção 7 

de colágeno. Estudos anteriores já haviam tentado demonstrar que o destino do animal 8 

crônico é definido na fase aguda, embora, jogando um papel essencial à carga 9 

parasitária (MARINHO et al., 1999). Na fase crônica, foi observada baixa produção de 10 

TNF-α em todos os grupos, fato que pode ser reforçado, devido o TNF-α ter um papel 11 

importante no controle da parasitemia na fase aguda da infecção (SILVA, 1995). 12 

Neste estudo, foram observados níveis muito baixos de IL-4 em todos os 13 

animais, cerca de cem vezes menores que os níveis de IFN-γ. Isso provavelmente 14 

explica porque, os animais C57Bl/6, mesmo sendo melhores produtores de IL-4 não 15 

reverteram ao padrão de susceptibilidade. Alguns autores, utilizando transferência de 16 

clones de células T produtoras de IL-4 e IL-10 mostraram o potencial destas células em 17 

reverter um perfil inicial de resistência de camundongos C57Bl/6 para um padrão de 18 

susceptibilidade, com alta parasitemia e elevada mortalidade (BARBOSA DE 19 

OLIVEIRA et al., 1996).  20 

Da mesma forma, os animais C57Bl/6 em nosso estudo, foram os melhores 21 

produtores de IL-10, seguindo paralelamente à produção de IFN-γ quando infectados 22 

com a cepa Y. A elevação simultânea de IFN-γ e IL-10 têm sido demonstrada, em 23 

estudos de infecções com patógenos intracelulares, tendo a IL-10 nessa situação, uma 24 

função benéfica no controle parasitário e na prevenção de danos por inflamação 25 

exagerada (BOHN et al., 1994; PIE et al., 1996; ROGGERO et al., 2002). A ausência 26 

de iNOS pode ter potencializado a produção de IL-10 em todas as fases, e em ambas as 27 

cepas, de maneira independente da produção de IFN-γ. Além de seus efeitos 28 

tripanocidas, o NO, também está associado a um mecanismo de imunossupressão na 29 

fase aguda infecção experimental pelo T. cruzi (MARTINS et al., 1998). No presente 30 

estudo, foi observado que este efeito, provavelmente se dá por mecanismos diversos da 31 

produção de IL-10, uma vez que a ausência do NO, parece ter potencializado sua 32 

produção, em ambas as fases e independente do tropismo da cepa.  33 
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A relação inflamação/antiinflamação, refletida pelo balanço IFN-γ/IL-10, nos 1 

animais C57Bl/6 e BALB-c, é completada pela presença de fibrose no tecido cardíaco, 2 

especialmente na infecção com cepa miotrópica. Foi observado nesse estudo, que os 3 

animais melhores produtores de IFN-γ e com baixa produção de IL-10 apresentam 4 

elevada fibrose, reflexo provavelmente da destruição contínua de miocélulas, 5 

posteriormente reparada pela produção de colágeno. Por outro lado, os animais 6 

C57Bl/6, provavelmente, por controlar de forma mais eficaz os efeitos patológicos da 7 

inflamação, apresentam menor área de fibrose cardíaca na fase crônica da infecção. Já 8 

na infecção com cepa macrofagotrópica não se observou diferenças entre os animais em 9 

nenhuma das fases. Estudos prévios, já haviam encontrado percentual semelhante de 10 

fibrose cardíaca na fase crônica da infecção chagásica experimental com a cepa 11 

cardiotrópica (BILATE et al., 2007). A cepa Colombiana é uma cepa miotrópica e induz 12 

inflamação cardíaca com maior intensidade. Trabalhos comparando as cepas Y, 13 

Colombiana e São Felipe (12SF) na indução de lesão cardíaca mostraram que a cepa 14 

Colombiana produz lesões cardíacas crônicas mesmo com baixo inóculo, em relação às 15 

cepas Y e 12SF (CHAPADEIRO et al., 1988; ANDRADE et al., 2006). 16 

Embora a carga parasitária e o exsudato inflamatório tenham variado entre as 17 

fases aguda e crônica da infecção, o perfil de produção de citocinas e a fibrose 18 

observada nos animais C57Bl/6, C57Bl/6 iNOS
-/-

 e BALB-c frente a cada cepa se 19 

mostraram similar nas diferentes fases. Se, por um lado, os animais respondem de forma 20 

diversa dependendo do tropismo da cepa, foi demonstrado nesse trabalho, que os 21 

fenômenos imunopatológicos vistos na fase crônica já são direcionados desde a fase 22 

aguda da infecção.  23 
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8. Considerações Finais 1 

 2 

Foi encontrado um maior parasitismo tecidual cardíaco na fase aguda, com 3 

ambas as cepas, nos animais C57Bl/6. A ausência de iNOS diminuiu os ninhos 4 

cardíacos na infecção com a cepa Y e aumentou na infecção com a cepa Colombiana; 5 

Os animais BALB-c infectados com a cepa Y, apresentaram maior miocardite na 6 

fase aguda da infecção, que os C57Bl/6. Na fase crônica, os animais C57Bl/6 7 

apresentaram miocardite mais intensa que os BALB-c na infecção com a cepa 8 

Colombiana; 9 

A intensidade da fibrose se mostrou diferente entre os animais somente na 10 

infecção com a cepa Colombiana, sendo maior nos animais BALB-c e não relacionada 11 

com a deficiência de iNOS nos animais C57Bl/6; 12 

Os níveis de IFN-γ foram maiores nos animais C57Bl/6 infectados com a cepa 13 

Y, e na infecção com a cepa Colombiana, foi maior nos animais BALB-c. A ausência de 14 

iNOS potencializou a produção de IFN-γ na infecção crônica com a cepa Colombiana; 15 

Os níveis de TNF-α foram maiores nos animais BALB-c na fase aguda da 16 

infecção com ambas as cepas; 17 

Os níveis de IL-4 foram maiores nos animais C57Bl/6, embora em níveis muito 18 

baixos; 19 

Os níveis de IL-10, em todas as fases e, com ambas as cepas, foram maiores nos 20 

animais C57Bl/6, e a ausência de iNOS potencializou esta produção. 21 

 22 
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9. Conclusões 1 

 2 

Os animais BALB-c apresentaram maior comprometimento cardíaco em relação 3 

aos C57Bl/6, provavelmente como reflexo do desequilíbrio entre citocinas pro-4 

inflamatórias e antiinflamatórias, sendo mais evidente na infecção com a cepa 5 

Colombiana. A ausência do óxido nítrico parece não influenciar diretamente no 6 

desenvolvimento das lesões cardíacas. 7 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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