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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

ESTUDO DA PARTICIPAÇÃO DO SISTEMA DE CININAS NA PATOGENIA DA 
MIOCARDITE MURINA DECORRENTE DA INFECÇÃO EXPERIMENTAL PELO 

Trypanosoma cruzi. 
 
 RESUMO: 
 
 DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 
 
 Rafaela Viegas Rymer 
 
 Uma das principais patologias relacionadas à Doença de Chagas é a 
cardiopatia chagásica, sendo uma das principais causas de morte durante a fase 
aguda da infecção. A cardiopatia aguda difere da crônica, devido ao processo 
inflamatório intenso e a presença de ninhos de parasitas, diferente do processo 
fibrótico e praticamente ausência de parasitas, observado durante a fase crônica.  
 As cininas são um grupo de proteínas vasoativas que apresentam uma 
relação estreita com a infectividade do Trypanosoma cruzi. Diversos autores 
descrevem a capacidade do T. cruzi em ativar o sistema de cininas e infectar 
células, sendo sua infectividade, potencializada, pela inibição da degradação dessas 
moléculas. Cininas podem induzir resistência à infecção pelo T. cruzi através da 
ativação de células dendríticas, pela via de sinalização dependente de B2R. 
Recentemente, foi demonstrado que camundongos tratados com captopril durante o 
curso da infecção desenvolvem menos fibrose e necrose do tecido cardíaco e 
redução da inflamação.  
 Assim, nós decidimos investigar o papel do sistema de cininas na formação 
da cardiopatia chagásica, durante a fase aguda da infecção experimental pelo T. 
cruzi. 
  Nossos resultados demonstram que o sistema de cininas não é capaz de 
modular a curva de parasitemia, nem a celularidade de órgãos linfóides primários e 
secundários durante a fase aguda da infecção experimental, com a exceção de 
HOE-140, que foi capaz de inibir o aumento da celularidade descrito para linfonodos 
subcutâneos durante a fase aguda. Por outro lado, as cininas são capazes de 
modular a expressão de moléculas de matriz extracelular no coração. Nós 
observamos que a potencialização do sistema de cininas aumenta o infiltrado 
inflamatório na fase aguda, e que o bloqueio do B2R parece agravar essa situação, 
enquanto que o processo de formação da fibrose é inversamente proporcional ao 
aporte celular.  
  Nossos dados sugerem que a via de cininas participa da formação da 
cardiopatia, durante a fase aguda da infecção e que possivelmente existe um 
mecanismo compensatório agindo através de B1R, para assumir parte da atividade 
vasoativa de B2R. 
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OSWALDO CRUZ INSTITUTE 
 

STUDY OF THE PARTICIPATION OF THE KININ SYSTEM ON THE 
PATHOGENESIS OF THE MURINE CARDIOMYOPATHY FOLLOWING BY THE 

EXPERIMENTAL Trypanosoma cruzi INFECTION. 
 

 
 ABSTRACT: 
 
 
 Rafaela Viegas Rymer 
 
 One of the major pathologies related to Chaga`s Disease is the 
cardiomyopathy, being one of the main cause of death during the acute phase of the 
infection. The acute cardiomyopathy differs from the chronic, due to the intense 
inflammatory process and the presence of parasite’s nests, opposed to the fibrotic 
and almost absence of parasite’s observed during the chronic phase.  
 Kinins are a group of vasoactive proteins that have a tight relationship with 
Trypanosoma cruzi’s infection. Authors described the T. cruzi’s capacity to activate 
the kinin system and infect cells, and that its infectivity is potentiated by the inhibition 
of kinin’s degradation. Kinins may induce acquired resistance to T. cruzi infection 
through the activation of dendritic cells via B2R/kinin signaling pathway. A recent 
work demonstrated that mice treated with captopril during the course of infection, 
present less fibrosis and necrosis of the cardiac tissue and reduction of inflammation. 
 Thus, we decided to investigate the role of the kinin system on the formation of 
the chagasic cardiomyopathy.  
 Our results demonstrate that the kinin system can’t modulate the parasitemy 
curve nor the cellularity of primary and secondary lymphoid organs during the acute 
phase of the experimental infection, with the exception of HOE-140, who down 
modulated the increased cellularity described in subcutaneous lymph nodes during 
the acute phase. On the other hand, kinins can modulate the expression of 
extracellular matrix molecules on the heart. We observed that the potentiation of the 
kinin system increases the inflammatory infiltrate during the acute phase, and the 
blockage of the B2R seems to aggravate it, while the fibrosis process is inversely 
proportional to the inflammation.  
 Our data suggests that the kinin system participates in the formation of the 
cardiopathy, during the acute phase of the infection, and there might be 
compensatory mechanism acting through the B1R to assume some of B2R’s 
vasoactive activity during B2R blockage. 
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1. INTRODUÇÃO: 
 

A cardiopatia, considerada uma das principais complicações clínicas da doença 

de Chagas, acomete 30% dos pacientes infectados e pode se manifestar muitos anos 

após o contato com o parasito. Os mecanismos moleculares envolvidos na ativação da 

resposta imunitária durante a fase aguda, podendo estar relacionados à suscetibilidade 

ou resistência à fase crônica, ainda não são compreendidos. O nosso trabalho tem 

como objetivo estudar a participação do sistema de cininas, como moléculas pró-

inflamatórias, relacionadas à dor, vasodilatação e aumento de permeabilidade dos 

vasos, na cardite aguda, em modelos experimentais infectados pelo Trypanosoma cruzi, 

com a cepa DM28c. Pretendeu-se relacionar o aporte celular para o coração, secreção 

e deposição de moléculas de matriz extracelular, que em conjunto formam o processo 

inflamatório do tecido cardíaco, com o sistema de cininas, aumentado à disponibilidade 

de cininas e bloqueando o receptor constitutivo desta via, B2R.  

Assim, procurou-se agregar novos conceitos ao estudo da tripanosomíase 

experimental, mostrando a participação de um importante sistema endógeno na 

formação da cardite aguda. 

 

1.1 Doença de Chagas. 
 

1.1.1 Breve Histórico. 
 

O médico brasileiro, Carlos Chagas, durante uma expedição em 1908 a Minas 

Gerais, identificou no sangue de um sagüi, um protozoário do gênero Trypanosoma e o 

designou de Trypanosoma minasense. Após encontrar protozoários flagelados no 

intestino de um inseto hematófago e inferindo que esses poderiam ser parasitos 

naturais do inseto ou formas evolutivas do tripanossomo, Carlos Chagas os enviou a 

Oswaldo Cruz, em Manguinhos. Após, a constatação de que os protozoários eram 

infectantes para sagüís criados em laboratório e, que não se tratava do Trypanosoma 

minasense, mas de uma nova espécie, Carlos Chagas nomeou o protozoário flagelado 

de Trypanosoma cruzi em homenagem a Oswaldo Cruz. A nota anunciando esta 

descoberta foi redigida em 17 de dezembro de 1908 e publicada na revista do Instituto 
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de Doenças Tropicais de Hamburgo. Em 1909, Carlos Chagas observou, pela primeira 

vez, o parasito no sangue de uma criança febril. Somente em 22 de Abril deste mesmo 

ano, a revista Brasil Médico publicou sua descoberta 

(www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?tpl=home). 

A doença de Chagas, ou tripanossomíase americana, tradicionalmente acomete 

indivíduos de origem rural, que habitam residências de baixa qualidade, onde o inseto 

vetor pode facilmente co-habitar. Com a crescente urbanização da população rural, 

principalmente na última década, o risco de transmissão da doença de Chagas 

aumentou muito nas áreas urbanas, obrigando os estados a desenvolverem triagens 

mais rigorosas de doadores de sangue, uma vez que os insetos vetores, normalmente, 

não estão presentes em meios urbanos (Dias, 2007). Atualmente, a doença de Chagas 

é endêmica em 18 países das Américas Central e do Sul e, segundo estimativas, mais 

de 60 milhões de pessoas encontram-se em áreas de risco, com 12 a 14 milhões de 

pessoas infectadas, na América Latina (WHO, 2002). No Brasil, estima-se que 41 

milhões de pessoas estejam em áreas de risco, com 1,9 milhões de pessoas infectadas 

(XI reunião INCOSUR/Chagas 2002). Dias (2007) estimou que 70% dos indivíduos 

chagásicos no Brasil estejam vivendo em meio urbano (Dias, 2007). 

 

1.1.2 Biologia do Trypanosoma cruzi: ciclo. 
 

A infecção ocorre predominantemente pelo contato da pele ou mucosa de 

mamíferos hospedeiros com a urina ou fezes do inseto, infectado pelo parasito, em 

suas formas tripomastigota e epimastigota. Os vetores da infecção são insetos 

hematófagos da subfamília Triatominae, família Reduviidae, gêneros Triatoma, 

Panstrongylus e Rhodnius conhecidos popularmente por “barbeiro”. Já foi descrito que 

o T. cruzi é capaz de infectar mais de 100 espécies de mamíferos de diferentes ordens, 

incluindo animais domésticos e silvestres. A forma infectante, tripomastigota, infecta a 

maioria dos tipos celulares de mamíferos, incluindo fibroblastos, células epiteliais, 

células endoteliais, cardiomiócitos e macrófagos (de Souza, 2005). A internalização do 

parasito se inicia através de adesão à célula hospedeira. Diversos estudos indicam que 

a adesão decorre de um processo de reconhecimento celular, no qual glicoproteínas e 

proteínas do tipo lectina, presentes tanto na célula hospedeira quanto no parasito, estão 
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envolvidas (de Araújo-Jorge, 1989; Ciavaglia et al.,1993). Tripomastigotas entram nas 

células hospedeiras por dois mecanismos, os quais envolvem uma interação precoce 

com os lisossomos da célula hospedeira (Tardieux et al., 1992; Woosley et al., 2003). A 

fusão com o lisossomo durante a entrada do parasito ou logo após é um evento crítico 

para que o T. cruzi, complete o seu ciclo intracelular (Andrade & Andrews, 2004). 

Proteases do parasito estão envolvidas nesse processo, como é o caso da cruzipaína. 

Essas proteases, ao serem bloqueadas por inibidores específicos, diminuem, 

significativamente, o processo de invasão da célula hospedeira por tripomastigotas (de 

Araújo-Jorge et al., 1992). Após a penetração nas células hospedeiras, o T. cruzi rompe 

o vacúolo parasitóforo, pela ação de uma proteína lítica dependente de pH acido e, 

escapa para o meio citoplasmático (Andrews & Whitlow, 1989; Ley et al., 1990; 

Andrews  et al., 1990). Após entrar em contato com o citosol, o parasito se diferencia na 

forma amastigota. Essa forma é morfológica e antigenicamente distinta da forma 

tripomastigota, sendo capaz de se replicar no citosol (Brener, 1973). Quando a célula 

hospedeira se rompe, muitas formas infectantes desse flagelado são liberadas no 

espaço intersticial, podendo infectar células adjacentes ou penetrar na corrente 

sangüínea, possibilitando a infecção de outros órgãos ou tecidos. As formas 

tripomastigotas presentes na corrente sanguínea são as responsáveis pela 

disseminação da doença, pois são essas as formas infectantes ingeridas pelo inseto 

vetor. Depois de ingeridos, os parasitos são levados ao estômago do inseto, onde as 

formas tripomastigotas sofrem outra diferenciação e, em seguida, migram para o 

intestino, onde se multiplicam como formas epimastigotas. Ao migrarem para o reto do 

triatomínio, o parasito transforma-se na forma tripomastigota metacíclica infectante, 

sendo eliminado juntamente com as fezes e urina do inseto, iniciando novamente o 

ciclo (de Souza, 2000).  
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Figura 1.1: Ciclo do Trypanosoma cruzi. Figura original obtida do site: TDR/Wellcome 
Trust  
 

No decorrer dos anos, após a sua descoberta, diversos autores descreveram 

diferentes respostas em seus modelos experimentais. Análises genéticas 

demonstraram a existência de diferentes cepas do T. cruzi (Andrade, 1999). A utilização 

de novos e diversos métodos moleculares possibilitou revelar a complexa diversidade 

genética desse parasito, gerando diferentes classificações, dependendo do método 

utilizado. Atualmente, as cepas de T. cruzi são classificadas em dois principais grupos, 

denominadas T. cruzi I e T. cruzi II (Andrade et al., 1970; Andrade at al., 1985). Essa 

denominação foi aceita após um consenso entre especialistas, que propuseram a 

unificação das várias classificações, baseadas em diferentes marcadores (Anonymous, 

1999). T. cruzi I é observado principalmente em animais e triatomínios selvagens. 

Enquanto, T. cruzi II é normalmente encontrado em humanos (Fernandes et al, 1998; 

Zingales et al., 1998). 

 

1.1.3 Transmissão. 
 

A doença de Chagas possui três ciclos de transmissão: doméstico, peridoméstico 

e silvestre, sendo o primeiro de maior importância epidemiológica. No entanto o ciclo 
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peridoméstico, muitas vezes, serve de ponte para os outros ciclos. A susceptibilidade 

do homem e de animais domésticos ao T. cruzi e a proliferação de triatomíneos nas 

habitações, levaram à disseminação do parasito. Dessa forma, o ciclo doméstico 

passou a ter fundamental importância na expansão da infecção chagásica, podendo 

existir independente do ciclo silvestre (Barreto, 1979; Forattini, 1980). 

A transmissão natural ou primária da doença de Chagas, na década de 70, era 

responsável por aproximadamente 80% das infecções humanas. No entanto, nas duas 

décadas seguintes, a infecção transfusional ganhou importância epidemiológica (Dias, 

2007). O aumento nos casos de doença de Chagas através de infecções transfusionais 

se deu com a migração de indivíduos infectados para os centros urbanos e devido à 

falta de um controle efetivo na seleção de doadores de sangue (Secretaria de vigilância 

em saúde/MS, 2005). A infecção transfusional é a principal causa do aparecimento de 

casos de doença de Chagas nos Estados Unidos e na Europa (Tarleton, 2007). A 

enfermidade, no entanto, pode ser transmitida também por via congênita e oral. Ainda, 

não existe um tratamento efetivo com relação à via congênita, de maneira que a 

detecção e tratamento precoces constituem a melhor estratégia (Dias & Macedo, 2005; 

Secretaria de vigilância da saúde/MS, 2005). A infecção oral, no caso do homem, 

ocorre de forma ocasional e esporádica, podendo ocorrer pela ingestão de alimentos 

contaminados com o inseto e/ou seus dejetos (Dias, 2006; 

www.anvisa.gov.br/divulga/notícias/2005/240305_nota.pdf ; Coura et al., 1994). 

A infecção humana pode ser muito grave, com mortalidade significativa, 

principalmente, em crianças durante a fase aguda e, levando ao acometimento de 

órgãos, durante a fase crônica. As formas agudas aparentes se manifestam em 3% dos 

casos, em área endêmica. As formas indeterminadas, em 50%, enquanto, as formas 

cardíacas, em 30% e as digestivas entre 7% e 8% (Secretaria de vigilância em 

saúde/MS, 2005). 

Diversos métodos de controle da doença de Chagas são utilizados na 

prevenção, detecção e tratamento. Porém, ainda são extremamente limitados com 

relação aos aspectos cruciais; os atuais métodos e estratégias de controle vetorial 

possuem limitações significativas, os diagnósticos clínicos da doença são variáveis e de 

confiabilidade incerta, as drogas para tratamento são inadequadas e as vacinas são 

inexistentes (Tarleton, 2007).  
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1.1.4 Fase Aguda. 
 

 Os mecanismos que sucedem à presença do parasito no hospedeiro são: 

primeiramente uma intensa reação inflamatória, com a participação de células 

mononucleares, seguida de reações generalizadas com infiltrado de células 

mononucleares, neutrófilos e eosinófilos (Andrade, 1991). A infecção aguda pelo T. 

cruzi é seguida por uma forte ativação do sistema imunitário, apresentando uma 

ativação inespecífica de macrófagos (Ortiz-Ortiz et al., 1976; Brener & Gazzinelli, 1997) 

e células “Natural Killer” (NK) (Hatcher et al., 1981), acompanhada por uma ativação 

policlonal de linfócitos T e B (Minoprio et al., 1986; Minoprio et al.,1987). Os 

mecanismos envolvidos nessa forte ativação do sistema imunitários ainda não são 

claros, porém, estudos discutem a participação de glicoconjugados presentes na 

superfície de tripomastigotas e amastigotas nesses processos (Zingales et al., 1982; 

Scharfstein et al., 1983). 

A fase aguda da doença de Chagas se caracteriza por fenômenos clínicos que 

se estabelecem nos primeiros dois a quatro meses de infecção (Rassi et al., 2000a). O 

período de incubação varia entre 4 e 10 dias, mas pode não ser identificado, pois o 

quadro clínico é oligossintomático, podendo até ser assintomático, em alguns casos. A 

fase aguda é caracterizada por febre de intensidade variável e, diretamente relacionada 

com o grau de parasitemia (em torno de 38°C), mal-estar geral, cefaléia, astenia e 

hiporexia, inflamação dos linfonodos, hepato e esplenomegalia (Rassi et al., 2000b). No 

local da penetração do parasito pode ocorrer uma reação inflamatória, conhecida como 

chagoma de inoculação (Mazza & Freire, 1940). O edema inflamatório unilateral das 

pálpebras (sinal de Romaña) ocorre quando indivíduos são picados pelo inseto nas 

pálpebras ou, as fezes contaminadas entram em contato com a mucosa dos olhos 

(Romaña, 1935). As manifestações fatais ou que podem constituir uma ameaça à vida, 

incluem miocardite, meningite e encefalite. 

As manifestações cardíacas são difusas e de grande intensidade, geralmente 

acompanhadas de pericardite e, às vezes, de certo grau de endocardite. O quadro da 

miocardite chagásica aguda é muito semelhante a miocardites agudas de outras 

etiologias. Ao contrário do que ocorre na fase crônica, as alterações cardíacas da fase 
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aguda têm uma característica inflamatória intensa e não fibrótica (Secretaria de 

vigilância rm saúde/MS, 2005).  

Por sua vez, as alterações radiológicas consistem em graus variáveis de 

aumento da área cardíaca, que ocorre devido à presença de líquido, de natureza 

inflamatória ou não, na cavidade pericárdica (Secretaria de vigilância em saúde/MS, 

2005). 

Dentre as manifestações de sistema nervoso, destacam-se as convulsões de 

intensidade e periodicidade variáveis. Os sintomas se manifestam, principalmente, em 

crianças de pouca idade, inclusive lactentes (Rassi et al., 2000c). O comprometimento 

hepático é a manifestação mais comum relacionada ao sistema digestório, e se 

expressa por lesões de natureza inflamatória e degenerativa, sem caráter evolutivo e 

que tendem a regredir com a cronicidade da infecção. Ocorre também um 

comprometimento digestivo, com a aperistalse do esôfago e megacólon, devido a 

lesões no sistema nervoso autônomo periférico (Rassi et al., 2000d). 

O tratamento terapêutico durante a fase aguda é realizado, através da 

administração dos compostos Nifurtimox (Lampit, Bayer HealthCare) e Benzonidazol 

(Rochagan, Roche Pharmaceuticals), sendo este último o mais utilizado. Entretanto, 

ambos apresentam efeitos colaterais relevantes e por vezes intensos, necessitam ser 

utilizados por períodos longos e apresentam eficácia variável (Urbina & Docampo, 

2003). Os para-efeitos dessas drogas são: cefaléias, vertigens, anorexia, perda de 

peso, dermatites, lassidão e anemia (Rassi et al., 2000e). Atualmente, a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) e outras entidades ligadas à saúde, indicam que o tratamento 

terapêutico com esses compostos só seria indicado durante a fase aguda da doença de 

Chagas e, por um período curto da fase crônica (alguns anos) 

(www.who.int/tdr/diseases/chagas/direction.htm). No entanto, diversos estudos 

proporcionam razões para questionar essa recomendação, uma vez que demonstram 

que ambos as drogas são capazes de diminuir a parasitemia e moderar a progressão 

da doença, em todas as suas fases (Tarleton, 2007). 

Em cerca de 90% dos casos, todas as manifestações da fase aguda, 

desaparecem espontânea e progressivamente, em algumas semanas ou meses. 

Somente em 10% dos indivíduos a doença evolui, levando ao óbito. As principais 
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patologias associadas são a insuficiência cardíaca e meningoencefalite (Rassi et al., 

2000f).  

 

1.1.4.1 Resposta imunitária durante a fase aguda. 
  

Independente da porta de entrada para o T. cruzi, os eventos relacionados à 

entrada e expansão do parasito são bastante semelhantes em animais e humanos.  

Uma das primeiras células do sistema imunitário a entrar em contato com o T. 

cruzi, são os macrófagos. Esses são capazes de reconhecer e endocitar os parasitos, 

formando fagolisossomos. Dentro dos fagolisossomos, os parasitos podem escapar 

para o citosol e começam a se multiplicar.  Isso inicia uma série de interações celulares 

e moleculares que mobilizam a resposta imunitária inata do hospedeiro (Krettli & 

Brener, 1976; Romeiro et al., 1984). Os macrófagos começam a produzir Interleucina 12 

(IL-12), que leva à ativação de células NK. Células NK ativadas, por sua vez, produzem 

Interferon-gama (IFN-γ). O IFN-γ é uma citocina responsável por ativar e melhorar a 

resposta microbicida de macrófagos (Lima-Martins et al., 1985) e tem papel importante 

no início da infecção, o que foi demonstrado em camundongos deficientes do receptor 

de IFN-γ. Esses animais mostraram-se muito mais suscetíveis à infecção pelo T. cruzi 

(Hölscher et al., 1998). O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) induz, sinergicamente 

com IL-12, a atividade microbicida de macrófagos. Animais deficientes dos receptores 

de TNF-α apresentam alta parasitemia e aumento da mortalidade (Derouich-Guergour 

et al., 2001). Por outro lado, animais suscetíveis à infecção apresentam aumento na 

produção de TNF-α, por macrófagos, quando comparados com animais resistentes 

(Russo et al., 1989). Citocinas regulatórias como interleucina 10 (IL-10) e fator de 

crescimento tumoral-beta (TGF-β) possuem importante papel para regular os efeitos 

letais das citocinas pró-inflamatórias (Gazzinelli et al., 1992). IL-10 é uma citocina que 

apresenta funções imunossupresivas por controlar negativamente a produção de IFN-γ, 

óxido nítrico (NO) e antígenos de complexos de histocompatibilidade principais (MHC) 

classe II, em macrófagos. Camundongos deficientes para IL-10 morrem precocemente 

durante a infecção experimental pelo T. cruzi, enquanto, camundongos controle (não 

deficientes de IL-10) sobrevivem à infecção aguda, apresentando uma síndrome 

semelhante a intoxicação, possivelmente, mediada pela superprodução de TNF-α 
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(Aliberti et al., 2001; Hölscher et al., 2000). Além disso, IL-10 e TGF-β são importantes 

citocinas regulatórias de macrófagos ativados, inibem a síntese de NO, assim como as 

atividades tripanosomicidas dos macrófagos (Gazzinelli et al., 1992). 

Os linfócitos possuem papel crucial na resposta contra doenças infecciosas. 

Durante a fase aguda, foi observada uma intensa ativação policlonal de linfócitos T e B 

(Dutra et al., 1994). Porém, nem todos os linfócitos ativados, durante a fase aguda, são 

específicos ao T. cruzi. Ao contrário, o que observamos é uma resposta inespecífica 

com células reativas a antígenos não parasitários (Minoprio et al., 1986).  

Células T CD8+ possuem papel importante como reguladoras do perfil de 

citocinas produzidas pelas células T CD4+. Esse evento ocorre na etapa inicial da 

resposta imunológica, influenciando a direção e o perfil da resposta imunitária (Kemeny 

et al., 1994). Camundongos deficientes em β2-microglobulina são mais suscetíveis à 

infecção pelo T. cruzi (Tarleton et al., 1992). Além disso, células infectadas, in vitro, são 

reconhecidas por linfócitos T CD8+ obtidos de animais infectados (Nickell et al., 1993). 

O perfil de citocinas produzidas por linfócitos T CD4+ é crucial para a resposta à 

infecção. Trabalhos utilizando diferentes modelos experimentais demonstraram que 

respostas predominantemente Th1 induzem uma maior resistência à infecção, 

enquanto que a predominância Th2, gera susceptibilidade (Miller et al., 1996; Rodrigues 

et al., 1999; Schnapp et al., 2002). Kotner e Tarleton em 2007 estudaram o papel dos 

linfócitos T regulatórios (Treg) (CD4+ CD25+) no modelo experimental de infecção pelo 

T. cruzi em murinos. Através da depleção com anticorpos monoclonais anti-CD25, 

observaram que as células Treg CD4+ CD25+ não são necessárias para a evasão das 

respostas imunitárias iniciais e eventuais, e que as Treg não são responsáveis pela 

disfunção das células T CD8+ em sítios de persistência parasitária (Kotner & Tarleton, 

2003).  

 
1.1.5 Fase Crônica. 
 

 Durante a fase crônica da infecção pelo T. cruzi pode ocorrer um período sem 

manifestações clínicas aparentes, mas com a presença comprovada da infecção, 

caracterizando os chamados indivíduos assintomáticos. Os indivíduos assintomáticos, 

na maioria dos casos, apresentam um bom estado de saúde e boa capacidade de 
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trabalho. No entanto, são de grande importância epidemiológica, uma vez que esses 

indivíduos, em sua maioria, desconhecem o fato de estarem doentes e não buscam 

tratamento. Por outro lado, são capazes de transmitir a doença, caso o inseto vetor 

alimente-se de seu sangue.  

O período indeterminado ocorre durante a fase crônica da doença, logo após a 

fase aguda. Os indivíduos indeterminados podem desenvolver os sintomas clínicos, 

anos ou décadas mais tarde. Em alguns casos, o indivíduo não desenvolve as 

manifestações clínicas e permanece o resto da vida como indeterminado (Ribeiro & 

Rocha, 2000). O Ministério da Saúde estima que 50% dos chagásicos apresentam a 

forma indeterminada da doença (Secretaria de vigilância rm saúde/MS, 2005). 

Os aspectos característicos da doença são observados durante o período 

sintomático, da fase crônica. Esse período se caracteriza por uma drástica diminuição 

dos índices de parasitismo a níveis subpatentes. Estima-se que 20% a 30% dos 

indivíduos infectados pelo T. cruzi apresentem alterações do miocárdio, de severidade 

variada, dez a vinte anos após a infecção e, 7% a 8% apresentam alterações no tubo 

digestivo (esôfago e cólon) (Secretaria de vigilância rm saúde/MS, 2005).  

A forma digestiva crônica se caracteriza por alterações ao longo do trato 

digestivo, ocasionada por destruição neuronal simpática dos plexos nervosos, 

causando alterações na motilidade e morfologia do trato digestivo. Dentre as alterações 

mais comuns estão o megaesôfago e megacólon. O tratamento da forma digestiva 

crônica depende do estágio que a doença foi diagnosticada, sendo utilizadas dietas 

específicas, laxativos ou lavagens, e, nos estágios mais avançados, a dilatação ou 

correção cirúrgica (Secretaria de vigilância rm saúde/MS, 2005). 

A cardiopatia chagásica é a forma mais comum de cardiomiopatia nas Américas 

Central e Sul e, é a principal causa de morte cardiovascular em áreas endêmicas (Rassi 

et al., 2006). Cerca de 30% dos indivíduos crônicos desenvolvem essa forma, 

apresentando manifestações clínicas significativas, que podem levar à morbidade e 

mortalidade (Marin-Neto et al., 2000). A cardiopatia chagásica crônica é incapacitante e 

representa um problema econômico nos países em desenvolvimento.  

A análise histológica de tecidos, provenientes de biópsias e necrópsias, mostra 

uma intensa fibrose, inflamação e hipertrofia das fibras cardíacas. A fibrose é mais 

pronunciada no ventrículo esquerdo e ápice e varia em severidade e localização 
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(intersticial e/ou difusa) (Zacks et al., 2005). O aspecto da lesão cardíaca é um infiltrado 

composto por um grande número de macrófagos e células T (96%), apresentando uma 

predominância de 2:1 do subtipo T CD8+ para o subtipo T CD4+. O infiltrado está 

relacionado com a lesão da fibra cardíaca, que leva à fibrose e posterior hipertrofia 

compensatória (Higuchi et al., 1987; Higuchi et al., 1993; Tostes et al., 1994). O número 

de células T CD8+ varia em relação à presença de antígenos parasitários, enquanto, o 

número de células T CD4+ se mantém inalterado (Higuchi et al., 1997). 

Células T obtidas a partir de células mononucleares de sangue periférico, de 

pacientes chagásicos assintomáticos são predominantemente linfócitos T CD4+. Por 

outro lado, os linfócitos T obtidos de pacientes com sintomas cardíacos ou 

gastrointestinais exibem o fenótipo de células T CD8+, sugerindo uma possível 

participação dessas células nos mecanismos imunopatológicos (Cuna & Cuna, 1995). 

Tecidos cardíacos, obtidos em necrópsias de pacientes com cardiomiopatia chagásica 

grave, revelaram que as lesões inflamatórias eram principalmente caracterizadas por 

linfócitos T CD8+, muitos dos quais expressando granzima A. Além disso, foi 

caracterizada a presença de macrófagos expressando TNF-α, raras células NK e 

linfócitos B (Reis et al., 1993). 

O início precoce do tratamento, quando bem conduzido, pode beneficiar 

significativamente o prognóstico dos pacientes, aumentando a sobrevida e melhorando 

a qualidade de vida. O tratamento da cardiopatia chagásica crônica, no entanto, não é o 

mesmo da fase aguda. Durante a fase crônica são recomendadas drogas utilizadas em 

outras cardiopatias, como carditônicos, diuréticos, antiarrítmicos e vasodilatadores. Nos 

casos mais graves, pode ser necessária a implantação de marcapasso e/ou de 

desfibrilador implantável. Recentemente, com avanços na terapia celular, foi 

desenvolvido um protocolo de transplante autólogo de células-tronco, que 

experimentalmente se mostraram capazes de reconstituir as fibras cardíacas, reduzindo 

a proporção de infiltrado inflamatório e de fibrose locais (Dohmann et al., 2008).  

 
1.1.5.1 Resposta imunitária durante a fase crônica. 

 

Os eventos que levam à cardiopatia chagásica crônica ainda não são bem 

compreendidos. Duas hipóteses tentam explicar a instalação dessa cardiopatia: a 
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primeira postula a formação de respostas auto-reativas contra o tecido cardíaco 

(Ribeiro-dos-Santos et al., 1992), enquanto que a segunda relaciona a persistência de 

antígenos parasitários, que podem disparar respostas inflamatórias, levando à 

destruição tecidual (Tarleton, 2003). 

Diversos autores descrevem a presença de auto-anticorpos contra laminina (LN) 

(Milei et al., 1993), miocárdio, músculo esquelético, endocárdio, vasos e interstício 

(Cossio et al., 1974). Dentre os anticorpos presentes no soro de pacientes chagásicos, 

foram encontrados alguns que reagem contra receptores muscarínicos e adrenérgicos 

de cardiomiócitos (Borda et al., 1984; Sterin-Borda et al., 1991). 

Teixeira e colaboradores demonstraram que a infecção crônica pelo T. cruzi, 

induz o aparecimento de linfócitos, com citotoxicidade específica contra fibras do 

miocárdio (Santos-Buch & Teixeira, 1974; Teixeira & Santos-Buch, 1975; Teixeira et al., 

1975). O mimetismo molecular, que leva à geração de respostas auto-imunes, é 

demonstrado com o reconhecimento cruzado, por linfócitos, a antígenos do T. cruzi e 

fibras do miocárdio (miosina) ou células nervosas. Esses dados foram obtidos tanto em 

modelos experimentais quanto em pacientes (Rizzo et al., 1989; Cunha-Neto et al., 

1995; Levin et al., 1989; Sadigursky et al., 1988; Hontebeyrie-Joskowicz et al., 1987). A 

transferência de linfócitos T CD4+ de animais infectados, para transplantes cardíacos 

singenêicos (não infectados), em animais normais, provoca lesões cardíacas 

semelhantes às vistas nos animais cronicamente infectados, levando à rejeição do 

transplante (Ribeiro-dos-Santos et al., 1992). Tarleton demonstrou que esse efeito não 

ocorre com todas as linhagens de camundongos e, que para algumas, tais como C3H é 

necessária a presença do parasito para que ocorra a rejeição do transplante cardíaco 

singenêico (Tarleton et al., 1997). Recentemente, Ribeiro-dos-Santos (2001) 

demonstrou que uma linhagem de célula T CD4+ gerada a partir de células obtidas de 

animais cronicamente infectados, mantida em cultura com extrato de tecido cardíaco 

não infectado, induz rejeição em transplantes cardíacos singenêicos, morte em 

mioblastos e reconhecimento de antígenos parasitários (Ribeiro-dos-Santos et al., 

2001). Além disso, a transferência adaptativa dessa linhagem celular para 

camundongos nude não infectados induz intensa miocardite (Soares et al., 2001). 

As células T CD4+ constituem em torno de 5% das células encontradas nos sítios 

inflamatórios. As que apresentam perfil auto-reativo geram uma resposta de 
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hipersensibilidade tardia contra extratos do parasito e nervo periférico (Fernandez et al., 

1992). As células T CD8+ são predominantes nos infiltrados inflamatórios (Reis et al., 

1993; Tarleton et al., 1994), sendo responsáveis pela citólises e fibroses encontradas 

nos tecidos cardíacos. Camundongos nudes infectados pelo T. cruzi apresentam 

intenso parasitismo tecidual, porém, sem aspecto inflamatório no coração (Soares et al., 

2001). Assim, fortes respostas imunes celulares, na infecção experimental pelo T. cruzi, 

são necessárias para iniciar as respostas imunes que levam a danos no coração 

(DosReis et al., 2005). Aparentemente, respostas Th2 favorecem a permanência do 

parasito no miocárdio, durante a fase crônica. Porém, dados experimentais demonstram 

que células T CD4+, em particular o subtipo Th2, são responsáveis pelo controle da 

infecção parasitária e, que ambas Th1 e Th2, podem estar envolvidas nas respostas 

auto-imunes (Spinella et al., 1990). Por outro lado, o T. cruzi diminui a expressão das 

moléculas de superfície CD3, CD4, e CD8 (Sztein et al., 1990), favorecendo sua própria 

sobrevivência. 

Cunha-Neto demonstrou a presença de anticorpos, em pacientes chagásicos, 

que reconhecem miosina cardíaca e o antígeno parasitário B-13[88]. Em seguida, o 

mesmo grupo demonstrou que células T obtidas de pacientes chagásicos reagem 

cruzadamente com miosina cardíaca e antígeno B13 (Cunha-Neto et al., 1996). 

A miocardite chagásica apresenta aspectos histopatológicos muito similares à 

cardiopatia auto-imune induzida por inoculação com miosina cardíaca (Soares et al., 

2001). Durante a fase aguda, soro de camundongos A/J apresenta anticorpos que 

reconhecem fortemente a miosina cardíaca e desenvolvem hipersensibilidade do tipo 

tardia (DTH) contra miosina cardíaca (Leon et al., 2001). Alguns autores acreditam que 

as respostas auto-imunes observadas na fase crônica são disparadas ainda na fase 

aguda da infecção (Soares et al., 2001). 

O T. cruzi pode também agir provocando ou realçando uma resposta auto-

reativa, mantida sob controle por mecanismos supressores, em primeiro lugar, por 

infectar fibras cardíacas, levando a necrose e liberação de antígenos, gerando assim 

uma intensa inflamação, ainda na fase aguda da infecção. Em segundo lugar, o T. cruzi 

pode afetar as propriedades de células apresentadoras de antígeno profissionais, tais 

como macrófagos e células dendríticas (DC). Neste contexto, foi demonstrado que as 

moléculas do T. cruzi podem modular a produção de citocinas pró-inflamatórias por 
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macrófagos (Almeida et al., 2000) e afetar a maturação de DCs (Van Overtvelt et al., 

1999). Em terceiro lugar, a resposta imune cruzada, contra antígenos parasitários e 

tecidos do hospedeiro, pode gerar respostas auto-reativas. 

Na infecção experimental do T. cruzi, os níveis elevados de IFN-γ são produzidos 

durante a fase aguda da doença (Hoft et al., 1993; Zhang & Tarleton, 1996). Linfócitos 

IFN-γ+ estão presentes em maior número, principalmente nos grupos de pacientes nos 

quais antígenos de T. cruzi estão ausentes ou escassos, sugerindo que essa citocina 

está relacionada ao controle da infecção (Reis et al., 1997). Esta produção pode 

resultar na intensa estimulação dos macrófagos, levando à produção de IL-12 e 

interleucina 18 (IL-18) (Frosch et al., 1996; Camargo et al., 1997). Reed e 

colaboradores observaram que a administração de IL-2 restaura a resposta imune na 

infecção experimental pelo T. cruzi (Reed et al., 1984). Análises por imunoistoquímica, 

de citocinas presentes no miocárdio de pacientes chagásicos crônicos, revelaram uma 

resposta celular T auxiliar “helper” altamente diminuída, com poucos linfócitos 

produzindo interleucina 4 (IL-4). O número de células IL-4+ aumentou em casos onde os 

pseudocistos de amastigotas de T. cruzi eram encontrados em abundância, sugerindo 

que essa citocina está envolvida com a disseminação do parasito (Reis et al., 1997). 

Adicionalmente, os antígenos imunodominantes da superfamília de transialidase do T. 

cruzi induzem respostas do tipo Th1, em seres humanos e ratos (Millar & Kahn, 2000). 

Assim, a persistência do parasito poderia sustentar a liberação de antígenos próprios, a 

presença de pequenos focos inflamatórios no coração e a produção de citocinas 

inflamatórias, que podem potencializar uma resposta auto-reativa. A possibilidade de 

re-infecção com o T. cruzi, em indivíduos que vivem em áreas endêmicas, pode 

também influenciar no desenvolvimento de auto-reatividade, enquanto as cargas novas 

de parasitos podem induzir a liberação dos auto-antígenos e de mediadores solúveis. 

De fato, foi relatado que a freqüência dos indivíduos infectados, que desenvolvem 

cardiomiopatia chagásica crônica, diminuiu nas áreas onde a transmissão do parasito 

foi controlada (Coura et al., 1997). 

 

1.1.6 Matriz extracelular e matriproteínas na cardiopatia chagásica. 
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 A infecção pelo T. cruzi pode resultar em uma importante miocardite aguda e, 

posteriormente, em uma progressiva cardiomiopatia crônica, caracterizada por uma 

resposta inflamatória acentuada e severa fibrose do miocárdio, substituindo o tecido 

danificado (Elizari, 1999; Higuchi, 1999). Diversos estudos evidenciaram que o T. cruzi 

interage com os componentes da matriz extracelular (MEC) do hospedeiro, produzindo 

produtos de clivagem que, por sua vez, possuem um papel importante na mobilização 

do parasito e na sua infectividade. Esses antígenos liberados pelo parasito podem 

ocasionar o remodelamento da MEC, acarretando numa visível dilatação estrutural e 

modulação funcional, resultando em hipertrofia e insuficiência cardíaca (Rossi, 1998; 

Rossi, 2001). A infecção e as respostas inflamatórias geradas contra ela levam à 

migração celular, gerando um processo de adesão célula-célula e célula-MEC 

específico a esses eventos. As moléculas que estão envolvidas nesse processo são 

moléculas de MEC e receptores de integrinas, metaloproteases, quimiocinas, selectinas 

e galectinas, entre outras. As interações do parasito com as células ou a rede de MEC 

são fundamentais para a entrada do parasito no ambiente celular. 

 A fibronectina (FN) é uma glicoproteína de MEC, com alto peso molecular, 

presente na membrana basal, formando uma rica rede de sustentação para os tecidos 

(Hynes & Yamada, 1982). Participa de inúmeras interações entre a superfície celular e 

o microambiente extracelular (Yamada, 1983). Estudos evidenciaram que essa 

glicoproteína de MEC promove a adesão e internalização de tripomastigotas por 

macrófagos e fibroblastos (Wirth & Kierszenbaum, 1984) e amastigotas por macrófagos 

humanos ou murinos (Noisin & Villalta, 1989). Ouaissi e colaboradores demonstraram 

que tripomastigotas de T. cruzi reconhecem e se ligam especificamente à seqüência de 

aminoácido RGDS (arginina – glicina – ácido aspártico – serina) da FN, que inibe a 

infecção de células hospedeiras (Ouassi et al., 1986). A expressão de receptores de FN 

em parasitos está correlacionada com a capacidade do parasito em aderir e invadir a 

célula hospedeira (Low & Tarleton, 1997). A detecção por imunoistoquímica de 

componentes de MEC, no tecido cardíaco, durante a fase crônica da infecção 

experimental, revelou uma expressão aumentada de FN, juntamente com o 

aparecimento de infiltrados inflamatórios, sugerindo um papel para a FN na migração 

de células inflamatórias, durante processos infecciosos (Andrade et al., 1989; Marino et 

al., 2003). Dados recentes demonstraram a super-expressão de transcritos de proteínas 
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de MEC (incluindo diversos tipos de colágeno e FN), durante os estágios iniciais e 

tardios da infecção por T. cruzi (Garg et al., 2003). 

 Laminina (LN), um dos principais elementos estruturais de todas as membranas 

basais, incluindo as do coração e de músculo esquelético (Ehrig et al., 1990), apresenta 

diversas atividades biológicas. Diversos estudos detectaram aumento nos depósitos de 

LN junto às fibras do miocárdio, no tecido cardíaco, proveniente de modelos 

experimentais de infecção pelo T. cruzi (Milei et al., 1993; Andrade et al., 1989; 

Sanchez et al., 1993). Silva-Barbosa e colaboradores demonstraram que a injeção de 

anticorpos anti-LN ou anti-α6β1, em transplantes singenêicos, bloqueiam a migração de 

células T CD4+ para os transplantes, inibindo o processo inflamatório, e por 

conseguinte, a rejeição do coração transplantado (Silva-Barbosa et al., 1997). Além 

disso, um novo membro da família de glicoproteínas de T. cruzi, de 80-85 KiloDalton 

(kDa), foi demonstrado como ligante para LN (Giordano et al., 1999). Ulrich e 

colaboradores desenvolveram aptâmeros de ácido ribonucléico (RNA) capazes de 

competir com a MEC do hospedeiro pelo sítio de ligação ao T. cruzi. Esses dados 

demonstram a inibição da invasão de células hospedeiras pelo parasito (Ulrich et al., 

2001; Ulrich et al., 2002).  

 Uma das principais características da miocardite chagásica é o acúmulo denso 

de colágeno, em torno de cada fibra ou grupo de fibras (Higuchi, 1999). O colágeno é 

uma proteína estrutural que possui um papel importante na substituição de miócitos 

necróticos. No entanto, essa fibrose diminui a maleabilidade tecidual, prejudicando o 

funcionamento do órgão (Weber et al., 1993). Análises bioquímicas revelaram que os 

colágenos I, III e IV são os principais colágenos fibrilares encontrados em tecidos 

cardíacos normais ou de pacientes chagásicos (Bishop et al., 1990; Chapman et al., 

1990). Andrade e colaboradores (1989) demonstraram aumento na expressão de 

colágeno III e IV no coração de camundongos infectados pelo T. cruzi, aumento esse, 

que está associado com a progressão da inflamação (Andrade et al., 1989). No mesmo 

ano, Savino e colaboradores observaram um intenso aumento da expressão de 

colágeno tipo IV, no córtex e na medula de timos atróficos de camundongos infectados 

pelo T. cruzi (Savino et al., 1989). Marino e colaboradores observaram aumento da 

expressão de colágeno tipo IV em outros órgãos linfóides, como o baço e linfonodos, e 

em tecidos não-linfóides, como músculo esquelético de camundongos C3H/He 
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infectados com a cepa Colombiana de T. cruzi (Marino et al., 2003). Esses dados 

indicam que a expressão anormal de componentes de MEC, durante a infecção pelo T. 

cruzi, não se restringe ao coração. Moléculas de T. cruzi foram descritas como tendo 

um papel crucial em facilitar a mobilização de parasitos, através de moléculas de MEC. 

Dentre essas proteínas de T. cruzi, ligantes de MEC, está a cruzipaína, com atividade 

enzimática, capaz de degradar colágeno tipo I e FN (Santana et al., 1997; Scharfstein & 

Morrot, 1999). 

 

1.1.6.1 Matriproteínas – Galectinas. 
 

A superfície celular e as moléculas de MEC estão cobertas por glicoconjugados 

que podem interagir com diferentes proteínas, proporcionando, de forma direta ou 

indireta, a interação entre células e MEC. Proteínas capazes de reconhecer os 

carboidratos presentes em diversos glicoconjugados apresentam-se como interessantes 

moléculas de estudo. Lectinas são proteínas capazes de reconhecerem 

glicoconjugados presentes nas células ou em MEC (Brewer, 2002; Sacchettini et al., 

2001). Atualmente, foi proposta a utilização do termo matriproteínas, para algumas das 

famílias de lectinas, que compõem essa superfamília (Bornstein & Sage, 2002; Murphy-

Ullrich, 2001; Elola et al., 2007). Entre elas estão as galectinas, que são lectinas 

animais que reconhecem açúcares β-galactosídeos e desempenham diversas funções 

no organismo, como modular a adesão celular a MEC (Brewer, 2002; Cooper, 2002; Liu 

& Rabinovich, 2005; Vasta et al., 2004; Toscano et al., 2007). A família de galectinas é 

composta por 15 galectinas, altamente conservadas em todo o reino animal e são 

encontradas em todos os tecidos, desempenhando inúmeras funções biológicas, como 

o controle da morte e vida celular (Liu et al., 2002; Leffer, 2001; Gabiuset al., 2002). 

Galectina-3 (Gal-3) é uma das galectinas mais bem estudadas, sendo encontrada em 

solução como um monômero com dois domínios funcionais, peso molecular entre 29 e 

35 kDa, dependendo da espécie (Dumic et al., 2006). Seus domínios consistem de uma 

porção N-terminal, ligado por um pequeno domínio rico em prolina (Pro), tirosina (Tyr) e 

glicina (Gly) ao domínio C-terminal, onde está localizado o domínio de reconhecimento 

a carboidrato (CRD) (Barondes et al., 1994). A porção N- terminal de gal-3 pode se 
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auto-associar, formando uma ponte entre seus ligantes e mediar a ligação cruzada de 

contrarreceptores (Kuwabara & Liu, 1996; Perillo, et al., 1998).   

Gal-3 é abundante não somente no citoplasma, mas também extracelularmente, 

sendo externalizada por mecanismos secretórios não clássicos (Lukyanov et al., 2005; 

Menon & Hughes, 1999; Nickel, 2005; Hughes, 1999). Essa lectina animal é abundante 

em macrófagos ativados, monócitos, células epiteliais, fibroblastos, podendo ser 

também encontrada em outros tipos celulares (Hughes, 1997; Hughes, 1999). 

 Por reconhecer lactosaminas presentes na estrutura de MEC, gal-3 interage 

com proteínas de MEC, como LN e elastina (Liu, 2000), modulando a adesão celular 

(Sato & Hughes, 1992). A estrutura de gal-3 permite a regulação de sua atividade 

adesiva, via mecanismos que são carboidrato-dependente. O domínio N-terminal de 

gal-3 é capaz de formar auto-associações e pode servir como uma ponte, podendo 

tanto inibir quanto induzir a adesão de célula à matriz (Kuwabara & Liu, 1996). Além 

disso, dados recentes demonstram que a porção N-terminal participa do 

reconhecimento dos açúcares pelo CRD, já que a clivagem desse domínio leva à perda 

da atividade lectínica (Kuwabara & Liu, 1996; Hsu et al., 1992; Massa et al., 1993; 

Nieminen et al., 2007). Ensaios, in vitro, demonstraram que gal-3 é capaz de induzir a 

adesão de neutrófilos à LN, podendo possuir um papel importante no aporte de 

neutrófilos para os sítios inflamatórios (Kuwabara & Liu, 1996). Em melanomas, gal-3 

inibe a adesão à MEC e o papel de-adesivo de gal-3 pode estar relacionado com o 

potencial evasivo (Ochieng et al., 1998). Gal-3 é capaz de induzir ou inibir a adesão 

célula-célula. Em DC, gal-3 induz a adesão a linfócitos ativados por L-selectina, 

facilitando a apresentação antigênica, podendo possuir um importante papel na 

resposta imunitária adquirida (Swarte et al., 1998), enquanto, no timo, inibe a adesão de 

timócitos a células epiteliais tímicas (TEC) (Villa-Verde et al., 2002). Mecanismos 

bioquímicos podem modular a atividade adesiva de gal-3, como a fosforilação de gal-3, 

que inibe sua ligação à MEC (Rabinovich et al., 2002). A porção N-terminal de gal-3 é 

necessária para auto-associações, e é sensível à degradação por metaloproteases 2 e 

9. A expressão dessas enzimas pode levar a uma diminuição no número de moléculas 

associadas à MEC e facilitar a invasão de células tumorais (Perillo et al., 1998).  

Por interagir com glicoproteínas de superfície presentes em neutrófilos, gal-3 os 

leva à ativação, induz aumento na produção de superóxidos, de maneira dose-
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dependente, sendo esse efeito inibido por lactose (Yamaoka et al., 1995). Além disso, 

gal-3 é capaz de potencializar a produção de interleucina 1 (IL-1) induzida por 

lipopolissacarídeo (LPS) in vitro e de promover a quimiotaxia de monócitos (Jeng et al., 

1994; Sano et al., 2000).  

Os níveis de gal–3 estão elevados em células neoplásicas de muitos tumores, 

tais como os de tireóide e hipófise. Nesse sentido, altas concentrações de gal-3 em 

tumores, poderiam estar relacionadas à ocorrência de metástases (Raz et al., 1990). Os 

efeitos de gal–3 no crescimento, adesão e sobrevivência celular, podem se relacionar 

diretamente ao crescimento e tumorgenicidade das células transformadas. É possível 

que essa molécula facilite a geração de metástases por alterar interações adesivas 

normais entre células tumorais e MEC. Há autores que correlacionam o aumento 

significativo de gal-3 no soro de paciente oncológico, com a presença de metástases 

(Iurisci et al., 2000).  

Recentemente, foi proposto que gal-3 aumenta a capacidade de interação do T. 

cruzi com LN, em um monômero carboidrato-dependente (Moody et al., 2000). Além 

disso, a infecção de células do músculo liso, da artéria coronária pelo T. cruzi, parece 

ser dependente de gal-3 (Kleshchenko et al., 2004). O bloqueio da expressão de gal-3 

induz aumento no número de plasmócitos, com melhor eliminação do parasito e 

diminuição na geração de células B de memória, induzidas por IL-4 (Acosta-Rodríguez 

et al., 2004). DCs infectadas pelo T. cruzi apresentam aumento na expressão de gal-3 e 

seus ligantes, mas diminuem a sua capacidade de aderir a glicoproteínas de MEC (Vray 

et al., 2004). Recentemente, Silva-Monteiro e colaboradores demonstraram aumento na 

expressão de gal-3, em timo de animais infectados pelo T. cruzi (Silva-Montiro et al., 

2007). Gal-3 é capaz de induzir morte em timócitos e modular a migração de timócitos 

duplo-positivos (DP) imaturos (CD4+CD8+). Animais deficientes de gal-3 não 

desenvolvem atrofia tímica, observada durante a fase aguda da infecção experimental. 

Timócitos DP, CD4+ CD8+ de animais deficientes de gal-3, não sofrem morte maciça, 

além de não serem exportados para a periferia, como visto nos animais selvagens 

infectados (Silva-Montiro et al., 2007). 
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1.2. Cininas. 
 

1.2.1 Introdução. 
 

Diversos trabalhos estudam moléculas capazes de modular positiva ou 

negativamente o sistema imunitário inato e adquirido, numa tentativa de entender a 

patologia causada pelo T. cruzi. Nesse contexto, um grupo de moléculas vasoativas, 

designadas coletivamente por cininas, tornou-se alvo de inúmeros estudos, devido à 

sua sutil relação com o T. cruzi. 

Cinina é a designação geral para um grupo de deca/octapeptídeos vasoativos 

que incluem as bradicininas (BK), lisil-bradicininas (Lys-BK/ calidina) e seus metabólitos 

(Bhoola et al., 1992). A ativação da via das cininas se inicia com a clivagem da pré-

calicreína pelo fator de Hageman (fator XIIa) da cascata de coagulação (Bhoola et al., 

1992). Após clivar a pré-calicreína, o fator de Hageman, libera a forma ativa dessa 

molécula, a calicreína. As calicreínas podem ser encontradas em células glandulares, 

neutrófilos e fluidos biológicos e, estão divididas em dois grupos distintos: tecidual e 

plasmática (Fiedler, 1979; Movat, 1979), que diferem no seu peso molecular, ponto 

isoelétrico (pI), especificidade do substrato, características imunológicas, tipo de cinina 

liberada e importância funcional (Bhoola et al., 1992). A calicreína tecidual é codificada 

por diversos genes de uma mesma família, expressa em uma variedade de tipos 

celulares (Clemens, 1994; Clemens, 1997), enquanto a calicreína plasmática é 

codificada por um único gene e expressa no fígado (Clemens, 1994). 

Devido a sua capacidade proteolítica, calicreínas são capazes de liberar cininas 

de seu substrato endógeno, cininogênio (Müller-Esterl, 1989). Cininogênios são 

coletivamente designados como proteínas multifuncionais, envolvidas em reações de 

cascata, durante a coagulação e inflamação. Podem atuar como inibidores enzimáticos 

e, assim, proteger as células, de danos causados pelas cisteíno-proteases (Müller-

Esterl, 1989). No homem, o cininogênio, presente somente no sangue pode ser 

classificado como cininogênio de alto peso molecular (HK) (626 resíduos). O 

cininogênio de baixo peso molecular (LK) (409 resíduos) está presente no sangue e em 

tecidos (Müller-Esterl et al., 1986). Os cininogênios são transcritos de um único gene, 
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localizado no cromossomo 3 (Fong et al., 1991). Editorações (Splicing) alternativas do 

pré-RNAm produzem dois RNAm, de tamanhos (3.5 e 1.7 Kilobases - kb) e funções 

diferentes (Colman & Schmaier, 1997; Schmaier et al., 1999). De um modo geral, a 

clivagem do LK, pela calicreína tecidual, forma a proteína vasoativa calidina ou lisil-

bradicinina (Lys-BK), enquanto que a calicreína plasmática cliva o HK, formando a BK. 

Tradicionalmente descritas como moduladoras da inflamação aguda e dor, as 

cininas são moduladoras gerais da homeostase vascular, aumentando a 

permeabilidade vascular e atuando como hipotensoras (Shigematsu et al., 2001; 

Schmaier, 2004). Além disso, são autacóides potentes na produção da dor, atuam na 

contração da musculatura lisa da árvore bronco-pulmonar, intestino e útero e aumentam 

a motilidade de espermatozóides (Bhoola et al., 1992). No endotélio, promovem a 

liberação de NO, prostaciclina e fator de hiperpolarização derivado do endotélio (Regoli 

& Barabé, 1980; Toda et al., 1987; Schini et al., 1990; Mombouli & Vanhoutte, 1995). Na 

circulação periférica, as cininas podem induzir vasodilatação e aumento na circulação 

do sangue, pela redução do tônus da musculatura lisa arterial; extravasamento 

plasmático, pela contração do endotélio capilar (Regoli & Barabé, 1980) e 

vasoconstricção pela estimulação da musculatura lisa, em vasos venosos (Gaudreau et 

al., 1981). 

Em modelos de estados inflamatórios (Dray & Perkins, 1993), asma (Barnes, 

1992), alergia (Polosa, 1993) e após trauma e lesões (Rodell, 1996), as cininas 

promovem a migração de células do sangue para o tecido e ativam diversos 

componentes teciduais, como mastócitos, fibroblastos, macrófagos, células do sistema 

imunitário (Bhoola et al., 1992), musculatura lisa de quase todos os órgãos, os sistemas 

nervosos autônomos simpático (Tousignant et al., 1987) e parasimpático (Lopes & 

Couture, 1992) e os nervos sensoriais (Steranka et al., 1988; Geppetti, 1993). Esses 

inúmeros efeitos ocorrem pela ativação de receptores específicos. 

 

1.2.2 Receptores. 
 

As cininas possuem a capacidade de se ligar a dois receptores distintos: o 

receptor de bradicinina 1 (B1R) e o receptor de bradicinina 2 (B2R). O B1R é pouco 

presente ou ausente em tecidos normais, tendo sua expressão regulada positivamente 
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quando ocorre dano tecidual por trauma ou inflamação ou pela liberação de interleucina 

1 beta (IL-1β) (Marceau, 1993; Marceau et al., 1998). O B2R é constitutivo, sendo 

expresso em neurônios, células endoteliais, células do músculo liso e DC imaturas 

(Aliberti et al., 2003). O B2R possui uma maior afinidade por cininas “nativas”, geradas 

de calicreínas teciduais ou plasmáticas (BK e Lys-BK). Já o B1R reconhece, com alta 

afinidade, des-Arg9-calidina e des-Arg9-BK, sendo estas geradas a partir das cininas 

“nativas” pela remoção da arginina (Arg) C-terminal (Bhoola et al., 1992). O B2R sofre 

uma eficiente dessensibilização, parando a resposta biológica rapidamente. Já o B1R 

não é dessensibilizado tão rapidamente, gerando respostas mais duradoras (Austin at 

al., 1997; Levesque et al.,1995).  

Os receptores B1 e B2 são proteínas de sete domínios, transmembranares e 

funcionam ligados à proteína específica Gαq 11, levando à geração de mensageiros 

secundários pela fosfolipase Cβ  como inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG) 

e cálcio (Scharfstein, 2006). O aumento de cálcio em células vasculares, pode ativar a 

via do NO/guanosina monofosfato cíclico (cGMP) que induz a vasodilatação (Higashida 

et al., 1986). Em algumas células, a estimulação dos receptores de cininas pode induzir 

a produção de prostaglandinas, pela ativação da fosfolipase A2 e D, resultando na 

liberação de ácido araquidônico (Burch & Axelrod, 1987). O receptor B2 pode modular 

os níveis intracelulares de adenosina monofosfato cíclico (cAMP) e proteína quinase A 

(PKA), ao se ligar à proteína G estimuladora ou inibidora (Gs ou Gi). Essa interação do 

receptor B2 com a proteína G ativa pequenas proteínas, como G Rho, Rac e/ou Cdc42 

pela interação com a proteína Gα12/13. Esse mecanismo leva a mudanças na 

reorganização do citoesqueleto e, conseqüentemente, modula a forma e a motilidade 

celular (Blaukat et al., 2000). A sinalização gerada pela interação de cininas e seus 

receptores pode ativar a cascata quinase regulada por sinal extracelular (ERK)/proteína 

quinase ativada por mitógeno (MAPK) via Gi (Blaukat et al., 2000).  

As altas concentrações de bradicinina são pró-inflamatórias, induzindo maior 

adesão de leucócitos pela formação do fator formador de plaquetas (Shigematsu et al., 

2002). Por outro lado, baixas doses de bradicinina levam a produção de NO, via B2R, 

prevenindo a emigração e adesão de leucócitos, além de atenuar a interrupção da 

barreira microvascular (Shigematsu et al., 1999). Ambas as funções, dependentes da 
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concentração de bradicinina, indicam que essas proteínas desenvolvem um duplo papel 

na inflamação.   

O B2R, quando ativados por agonistas, sofre dessensibilização e é internalizado 

(Austin et al., 1997), promovendo a rápida reversibilidade do efeito biológico in vitro. 

Entretanto, B1R, não é dessensibilizado nem internalizado, mantendo a resposta 

biológica por mais tempo (Austin et al., 1997; Levesque et al., 1995). Essa diferença na 

biologia dos dois receptores, pode ser explicada pela presença de uma alça “loop” C-

terminal, contendo resíduos de Serina (Ser) e Tyr, que são sítios de fosforilação, 

presentes apenas no B2R (Hausdorff et al., 1989; Lohse, 1993; Ferguson et al., 1996). 

 

1.2.3 Biologia do Sistema de Cininas. 
 

Depois de produzidas, as cininas são rapidamente inativadas por 

metalopeptidases, denominadas cininases, encontradas no tecido e no plasma. As 

cininases, por sua vez, também são dividias em dois grupos: as cininases I (KI) e as 

cininases II (KII) (Erdös, 1990). Na família KI estão as carboxipeptidase N (CPN) de 

origem plasmática e carboxipeptidase M (CPM) presente na membrana celular. As 

cininases da família KI inativam cininas através da remoção do resíduo de aminoácido 

Arg9 formando os metabólitos des-Arg9-BK e Lys-des-Arg9-BK que são reconhecidos 

pelo B1R (Bhoola et al., 1992). Na família KII estão a enzima conversora de 

angiotensina (ECA) e a endopeptidase neutra (NEP). A ação da família KII, sobre 

cininas, consiste na liberação do dipeptídeo Fenilalanina8 (Phe8) -Arg9. A cininase KII-

ECA, além de liberar o dipeptídeo Phe8-Arg9 é capaz de degradar o domínio C-terminal 

pela clivagem do dipeptídeo Ser6-Pro7 (Bhoola et al., 1992). 

Atualmente, inibidores e antagonistas seletivos capazes de bloquear ou modificar 

o sistema de cininas, em pontos específicos, são utilizados com o objetivo de 

compreender melhor essa via. Captopril (CAP) é capaz de inibir a ação da ECA, ao se 

ligar ao sítio de ligação a peptídeos da ECA, inibindo a produção catalítica de 

angiotensina II. A inibição da ECA promove aumento nos níveis de bradicinina. 

Captopril reduz a pressão arterial sistêmica e a resistência vascular periférica, 

aumentando o rendimento cardíaco, através da modulação nas vias de angiotensina II e 

BK. Além do potencial anti-hipertensivo, captopril apresenta-se como uma molécula 
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anti-inflamatória, por modular  angiotensina II e, subseqüentemente, BK (Godsel et al., 

2003).  

Outro composto, amplamente utilizado é o antagonista B2R seletivo, conhecido 

como Icatibant (HOE-140). Este é um potente e seletivo antagonista, pertencente à 

segunda geração de antagonistas de B2R. Apresenta alta afinidade para tecidos 

humanos, de coelhos, porquinhos da índia e camundongos (Regoli et al.,1998). Possui 

uma ação duradoura (>60 min), devido a sua estrutura que impede a degradação 

enzimática e sua prolongada interação com o receptor B2 (Hock et al., 1991; Wirth et al., 

1991; Lembeck et al., 1991; Gobeil et al., 1996). HOE-140 é considerado um 

antagonista “non-equilibrium”, porque interage com os mesmos sítios, no receptor, que 

BK. Porém, se dissocia lentamente e previne a ocupação completa do receptor, pelo 

seu agonista. HOE-140 é um peptídeo sintético derivado da seqüência de BK 

relativamente grande e, por isso, não possui todas as propriedades farmacocinéticas 

favoráveis, que são requisitos para a aplicação terapêutica em humanos (Regoli et al., 

1998). 

 

 
Figura 1.2: Esquema representativo do sistema endógeno de cininas. Modificado a 
partir de Ramalho 2000. 
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1.2.4 Função. 
 

Além de induzir a formação de edema, promover vasodilatação e sensações de 

dor, as cininas são capazes de ativar o endotélio e induzir a expressão de moléculas de 

adesão. BK é quimioatraente para neutrófilos, eosinófilos, monócitos e macrófagos 

alveolares (Shigematsu et al., 2002). Shigematsu e colaboradores demonstraram que 

na presença de BK ocorre maior aderência, rolamento e emigração de leucócitos, além 

de maior extravasamento de proteínas. Os efeitos de BK foram completamente inibidos 

pela co-administração de HOE-140, inibidor seletivo do receptor B2, demonstrando que 

o efeito observado é mediado através deste receptor (Shigematsu et al., 2002). 

Ahluwalia e colaboradores demonstraram que a migração de neutrófilos induzida por IL-

1β ocorre através do receptor B1 (Ahluwalia & Perretti, 1996), e que essas células 

possuem sítios de ligação para HK (Gustafson et al., 1989). Além disso, injeção de 

bradicinina induz um aumento dose-dependente de eosinófilos na cavidade pleural de 

camundongos 24 horas após o estímulo (Pasquale et al., 1991). Em linhagens celulares 

murinas de macrófagos, BK e seu metabólito des-Arg9-BK induzem a liberação de TNF 

e IL-1(Tiffany & Burch, 1989). Ambas as moléculas também estimulam a secreção de 

citocinas, como IL-1, -2, interleucina 3 (IL-3) e interleucina 6 (IL-6), por células 

esplênicas (Paegelow et al., 1995).  

 

1.2.5 Cininas e Trypanosoma cruzi. 
 

 No contexto da infecção experimental, foi demonstrado que a principal cisteíno-

protease do T. cruzi, denominada cruzipaína, é capaz de ativar o sistema de cininas, 

pela clivagem do cininogênio (Del Nery et al., 1997). A cruzipaína é codificada por 

aproximadamente 130 genes relacionados intimamente e, sintetizada como uma pré-

proteína, que sofre processamento por mecanismos auto-catalíticos (Campetella et al., 

1990; Eakin et al., 1992). A forma madura possui 57 kDa e tem atividade enzimática, 

exercida por seus domínios catalíticos tipo-papaína “papain-like” que atuam em uma 

ampla faixa de potencial hidrogeniônico (pH) e possuem grande estabilidade (Murta et 

al., 1990). A cruzipaína é homóloga a outras proteases, membros da superfamília das 

papaínas, com exceção da sua extensão no domínio C-terminal, encontrado apenas em 
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tripanossomatídeos (Aslund et al., 1991). Essa proteína é expressa em todos os 

estágios de vida do parasito e em todas as cepas, variando apenas seu grau de 

expressão. A expressão da cruzipaína é, notavelmente, maior em formas replicativas 

intracelulares do T. cruzi (Bonaldo et al., 1991; Campetella et al., 1992). 

 Essa enzima apresenta similaridades com a calicreína tecidual humana (Chagas 

et al., 1995; Del Nery et al., 1995), liberando cininas bioativas a partir do cininogênio 

humano. O cininogênio é um membro da superfamília das cistatinas, que são inibidores 

de cistenil-proteases (Barret, et al., 1986) de maneira que os cininogênios deveriam ser 

capazes de inativar a cruzipaína (Scharfstein et al., 1995; Stoka et al., 1995). Porém, foi 

demonstrado por espectrometria de massa, que cruzipaína é capaz de clivar o 

cininogênio humano, liberando Lys-BK (calidina) (Del Nery et al., 1997).  

 Em 2000, Scharfstein e colaboradores demonstraram que a invasão de células 

hospedeiras, expressando B2R é drasticamente aumentada devido à sinalização por 

peptídeos de cininas. Além disso, o tropismo do parasito por órgãos específicos pode 

ser influenciado pela maior ou menor presença de cininases, como a ECA no tecido 

(Scharfstein et al., 2000). Arnholdt e colaboradores demonstraram, em 1993, que 

linhagens de células T geradas de indivíduos infectados pelo T. cruzi proliferam e 

produzem IFN-γ, mas não IL-4, após estimulação in vitro com cruzipaína. Esses dados 

indicam que cruzipaína induz uma resposta imunitária, em humanos, do tipo Th1 

(Arnholdt et al., 1993).  

 Em 2002, Lima e colaboradores observaram que heparan sulfato potencializa a 

liberação de cininas por tripomastigotas de T. cruzi, pois aumenta a atividade catalítica 

da cruzipaína em liberar cininas (Lima et al., 2002). Aliberti e colaboradores, em 2003, 

observaram que BK exógena induz potentemente a maturação de DC e leva à 

polarização para Th1, por uma via dependente de interleucina 12 (IL-12). O sinal 

desencadeado em DC, por cininas, é controlado pela ação da degradação de cininas 

por peptidases, dessensibilização do receptor B2R e produção de citocinas anti-

inflamatórias, como IL-10 (Aliberti  et al., 2003). A interação da cruzipaína com a α2-

macroglobulina (α2M), formando o complexo α2M/Cruzipaína e, seu direcionamento 

para o receptor multifuncional scavenger CD91, promove a rápida internalização do 

complexo, por células apresentadoras de antígeno (APC), via endocitose dependente 

de CD91, otimizando a apresentação do peptídeo de cruzipaína e, contribuindo para a 
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geração de clones de CD8 específicos para cruzipaína, identificados em pacientes 

chagásicos (Fonseca et al., 2005).  

 Em 2006, o grupo chefiado por Julio Scharfstein, propôs um modelo de infecção 

subcutânea baseado no estímulo ou bloqueio do sistema de cininas, em dose única. 

Neste modelo o reconhecimento de padrões moleculares associados à patógeno 

(PAMP’s), pelos receptores “toll-like” do tipo 2 (TLR2), presentes na superfície de 

macrófagos ou mastócitos induzem a ativação dessas células e secreção de 

mediadores inflamatórios, como TNF-α e quimiocinas. Após o extravasamento do 

plasma, o cininogênio se acumula rapidamente no endotélio, onde ocorre a adesão de 

células polimorfonucleares (PMN’s) circulantes. Por sua vez, a cruzipaína do parasito, 

cliva o cininogênio acumulado, liberando cininas, que ativam B2R nas células 

endoteliais, levando a um maior extravasamento de plasma. Conforme a inflamação 

progride, o nível endógeno de cininas também aumenta, devido ao processamento do 

cininogênio, pela cruzipaína. Atuando como sinais de perigo, as cininas induzem a 

maturação de DC CD11c+ pela interação como B2R, expresso por DC, e estimulam a 

produção de IL-12, montando uma resposta adquirida do tipo Th1. Por outro lado, os 

efeitos inatos das cininas são balanceados pela ação de degradação da ECA, presente 

no endotélio e em DC (Monteiro et al.,2006). 
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Figura 1.3: Modelo esquemático ilustrando a dinâmica da inflamação induzida pelo T. 
cruzi. Esquema ilustrando o reconhecimento de PAMPs de T. cruzi, como mucinas 
ligadas a âncoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI), por TLR2 desencadeando a ativação 
do sistema de cininas e resultando na indução da resposta imune adaptativa. Figura 
obtida de Monteiro e colaboradores, 2006. 
 

 Em 2007, Scharfstein, no mesmo modelo de dose única, propôs que DC ativadas 

via B2R produzem IL-12 e expressam complexos peptídeo-MHC, na superfície celular, 

assim como moléculas co-estimulatórias apropriadas. Essas células migram pelos 

vasos linfáticos até as zonas T dos linfonodos, onde promovem ativação e 

diferenciação de células T CD4+ e linfócitos T CD8+, em células efetoras antígeno-

específicas. Os linfócitos T efetores CD4+, Th1 e, CD8+ produzem fator de necrose 

tumoral-gama (TNF-γ) e outras citocinas pró-inflamatórias, saem do linfonodo ganhando 

a circulação e alcançam os tecidos periféricos parasitados, como o coração, auxiliando 

na contenção do parasito (Scharfstein et al., 2007). 
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2. RACIONAL: 
 
 A doença da Chagas, nas suas formas aguda e crônica, apresenta importantes 

modificações histopatológicas no tecido cardíaco. Essas alterações vão desde a 

inflamação do órgão, com a presença de diversas células inflamatórias e edema até a 

destruição tecidual. Além disso, a cruzipaína, principal cisteíno-protease de T. cruzi é 

capaz de ativar a via de cininas, favorecendo a invasão celular pelos tripomastigotas e, 

agindo como uma importante molécula moduladora da interação parasito-hospedeiro, 

tanto na vertente relacionada à infectividade do parasita, quanto na modulação da 

resposta inflamatória. Diversos autores descrevem o importante papel da via de cininas, 

na inicialização da resposta inflamatória. Ainda, Scharfstein e colaboradores 

demonstraram que a via de cininas pode modular diversas respostas imunitárias, 

observadas na infecção experimental pelo T. cruzi. Baseado nessas observações que 

comprovam a intima relação entre o T. cruzi e o sistema de cininas, nós decidimos 

estudar o papel dessa via, na formação da patogenia cardíaca proveniente da infecção 

experimental por Trypanosoma cruzi. 
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3. OBJETIVOS: 
 

3.1 Objetivo Geral. 
 

Cininas são proteínas pró-inflamatórias capazes de modular a migração celular e 

produção de citocinas. No contexto da infecção experimental pelo T. cruzi, apresentam 

importante papel na geração das respostas imunitárias adquiridas. Assim, nosso 

trabalho visa estudar a participação do sistema de cininas, na indução da miocardite 

murina, decorrente de infecção aguda por Trypanosoma cruzi. 

 
3.2 Metas Específicas. 
  

- Analisar a curva de parasitemia dos animais infectados com T. cruzi e infectados e 

tratados com captopril, HOE-140 e captopril + HOE-140. 

- Quantificar a celularidade do timo e linfonodos subcutâneos dos animais submetidos 

ou não à infecção e aos diferentes tratamentos. 

- Descrever as alterações histopatólogicas dos corações dos diferentes grupos 

experimentais.  

- Avaliar a presença e a distribuição de moléculas de matriz extracelular e de galectina-

3, em todos os grupos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODO: 
 

4.1 Animais e Infecção. 
  

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos com 4-5 semanas de vida. Os 

animais foram fornecidos pelo Centro de Criação de Animais de Laboratório – CECAL-

FIOCRUZ/RJ. Os animais foram infectados subcutaneamente (coxim plantar), com 106 

parasitos, diluídos em salina-fosfato tamponada (PBS), por animal, em um volume de 

10µl, inoculados em uma única pata.  

Os tripomastigotas, cepa Dm28c, da espécie Trypanosoma cruzi, foram obtidos 

de cultura de células VERO LLC-MK2 (Tripomastigotas de cultura - TCT), cultivados em 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (SIGMA, St Louis, EUA), suplementadas 

com 2% de soro bovino fetal – (SBF) (Hyclone, Utah, EUA) a 37°C em ambiente 

atmosférico de dióxido de carbono (CO2) 5%. Os parasitos, recém liberados, foram 

lavados três vezes com PBS, antes de serem utilizados nas infecções experimentais.  

 

4.2 Tratamento. 
 

Os animais foram tratados, uma hora antes da infecção, com uma única dose 

intraperitoneal de 10 mg/Kg de captopril (SIGMA, St Louis, EUA) e/ou uma única dose 

subcutânea de 100 μg/Kg de HOE-140 (Aventis Pharmaceuticals, Bridgewater, EUA). 

Foram gerados os seguintes grupos experimentais, especificados abaixo: 
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 CONTROLE INFECTADO 

(106 

TcT/animal) 

CAPTOPRIL  

(10mg/Kg) 

HOE-140  

(100 μg/Kg) 

GRUPO 1 X -- -- -- 

GRUPO 2 -- X -- -- 

GRUPO 3 -- X X -- 

GRUPO 4 -- X -- X 

GRUPO 5 -- X X X 

 
Tabela 4.1: Relação dos grupos experimentais gerados após os tratamentos e a 
infecção.  
 

4.3 Parasitemia. 
 

Para a avaliação da parasitemia nos diversos grupos de infecção experimental 

utilizados, 5μL de sangue foram colhidos da cauda dos animais, nos dias 4, 7, 11 e 18 

pós-infecção. Para a obtenção do número total de parasitos, 100 campos foram 

contados em microscópio óptico (Axioskop – Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Os valores 

obtidos com a contagem foram transferidos para uma fórmula de conversão, onde 

foram obtidos os valores totais de parasitos por animal.  

Fórmula de Conversão: Número de parasitos (100 campos) x 26.912. 

 

4.4 Obtenção dos tecidos e células. 
 

Os órgãos foram obtidos durante a fase aguda da infecção, no 30o dia pós-

inoculação. Os camundongos foram eutanasiados utilizando uma mistura de CO2 e 

oxigênio (O2), sendo necropsiados em seguida. Os corações obtidos foram fixados em 

formalina-Millonig de Carson (Carson et al., 1973) para análises histológicas ou 

congelados em OCT a -70°C, para procedimentos de imunofluorescência. As células 

para avaliação da celularidade, dos órgãos linfóides, foram obtidas de timos e 

linfonodos subcutâneos, axilares e inguinais, por maceração mecânica. Após a 

maceração, as células obtidas foram ressupendidas em meio HyQPF- VERO sem soro 
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(Hyclone, Utah, EUA) e, contadas em câmara de Neubauer. Os dados obtidos com as 

contagens foram analisados estatisticamente utilizando o software Graphpad Prism 4.0. 

 

4.5 Histopatologia. 
 

Os corações para histologia foram fixados por 72 horas em formalina-Millonig de 

Carson (Carson et al., 1973), clivados e processados em processador automático de 

tecidos (Shandon, Citadel 2000, Chicago, EUA). O material foi submetido a banhos de 

etanol (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil), em concentrações crescentes (70%, 80%, 90% 

e absoluto), xilol (MERCK, Darmstadt, Alemanha) e parafina histológica (Paraplast - 

MERCK, Darmstadt, Alemanha), no contexto dos processos de desidratação, 

clarificação e infiltração. Cada banho teve duração de duas horas. Após esses 

processos, foi feita a inclusão do material em parafina líquida, manualmente. O material 

parafinado foi seccionado em micrótomo rotativo (Leica RM 2025, Mannheim, 

Alemanha). Os cortes (5µm) foram depositados em lâminas revestidas com 3-

aminopropil-tritoxi-silano de 2 a 4% (silane – SIGMA, St Louis, EUA) e colocados em 

estufa a 60°C por seis horas para melhor aderência à lâmina. Ao término desse tempo, 

os cortes foram desparafinados com xilol e hidratados em banhos de etanol em 

concentrações decrescentes (absoluto, 95% e 70%), seguidos de lavagem em água 

destilada (duração de três minutos cada etapa). Os cortes assim desparafinados e 

hidratados foram encaminhados para coloração. Ao término de cada coloração, os 

preparados histológicos passaram por um novo processo de desidratação em álcool 

nas mesmas concentrações crescentes, seguido por banhos de xilol e posterior 

montagem dos preparados histológicos. 

 
4.6 Colorações e Impregnação por prata. 

 

Os preparados histológicos foram corados com hematoxilina-eosina (HE), 

Tricromática de Masson, Giemsa de Lennert (Merck, Darmstadt, Alemanha), Reticulina 

de Gomori, Picrosirius (convencional e pré-tratado com ácido fosfomolíbdico – PMA-

PRS, para confocal) e Resorcina-fucsina (com ou sem pré-oxidação por oxona). À 

exceção dos cortes corados com PMA-PRS, todos os demais foram analisados em 
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microscópio óptico de campo claro Axioskop (Zeiss), equipado com câmera mRC5 

(Zeiss) para captura de imagens digitais. 

 
4.6.1 Hematoxilina e Eosina (HE). 

 

Após o processo de desparafinização e hidratação, cortes histológicos foram 

corados por Hematoxilina de Mayer por 20 minutos e em seguida foram lavados em 

água corrente por 25 minutos. Os preparados histológicos foram colocados em álcool 

70% durante três minutos para desidratação, seguido por dois minutos em Eosina-

Floxina e rápida lavagem com álcool 95%. Posteriormente, foram desidratados em três 

banhos de álcool absoluto com duração de três minutos cada e, clarificados em três 

banhos de xilol por três minutos cada, antes de serem montados com Goma de Damar 

(Mayer, 1903).  

 

4.6.2 Giemsa de Lennert. 
 

Após o processo de desparafinização e hidratação, cortes foram corados por 

Giemsa (Merck, Darmstadt, Alemanha) durante uma hora. A solução de Giemsa foi 

utilizada em uma diluição de 1:4 em água destilada. Após a coloração, foi feita a 

diferenciação. Para isso, os preparados histológicos foram mergulhados três vezes em 

Ácido Acético (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 0.5% e em seguida em álcool etílico a 

95%, com acompanhamento lâmina a lâmina do processo de diferenciação, em 

microscópio de campo claro. Após a diferenciação, os preparados histológicos foram 

desidratados em três banhos de álcool isopropílico (Merck, Darmstadt, Alemanha), com 

três minutos de duração cada, clarificados e montados (Lennert, 1978). 

  

4.6.3 Tricromática de Masson. 
 
Após o processo de desparafinização e hidratação, cortes foram colocados em 

fixador de Bouin pré-aquecido a 56°C por uma hora e lavados em água corrente até 

que a cor amarelada desaparecesse. Em seguida, foram corados com Hematoxilina 

Férrica de Weigert por dez minutos, lavados novamente em água corrente por dez 
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minutos e, em água destilada, por um minuto. Os preparados foram então corados em 

solução de Biebrich Escarlat-Fucsina ácida por cinco minutos e lavados em água 

destilada durante 20 minutos e, em seguida, colocados em ácido Fosfotúngstico-

Fosfomolíbdico 5% durante 30 minutos. Após, esse procedimento a solução ácida foi 

escorrida dos preparados, que foram então incubados com Azul de Anilina por 30 

minutos e lavados mais uma vez em água destilada, por cinco minutos. Em seguida foi 

feito o processo de desidratação a partir de álcool 95% até absoluto (três banhos) com 

duração de três minutos cada, clarificação e montagem (Lillie & Fullmer, 1976). 

 

4.6.4 Reticulina de Gomori.  
 
Após a desparafinização e hidratação dos cortes, as lâminas foram colocadas 

em solução de Permanganato de Potássio a 1% por um minuto e lavados em água 

destilada por dois minutos. Em seguida, foram descorados por ácido Oxálico a 3% por 

três minutos e lavados em água corrente por três minutos. Posteriormente, foram 

colocados em solução de Alúmen de Ferro a 2%, por um minuto e lavados em água 

destilada por dois minutos. Em continuação com o processo de impregnação, os 

preparados histológicos foram submetidos a uma solução de Nitrato de Prata Amonical, 

por um minuto e, posteriormente, lavados em água destilada, por cinco minutos. Foi 

adicionado formol a 10% por três minutos, seguido de lavagem em água corrente, por 

cinco minutos. Os preparados receberam então uma solução de cloreto de ouro a 1% 

por três minutos e depois foram lavados em água destilada por dois minutos. Foram, 

então, colocados em Tiossulfato de Sódio 5% por dois minutos, lavados em água 

corrente por dois minutos e submetidos a um processo de desidratação, partindo de 

álcool 70% até o álcool absoluto (três banhos), com duração de três minutos cada e um 

processo de clarificação em três banhos de xilol por três minutos cada. Ao fim, o 

material foi montado em Goma de Damar (Gomori, 1936). 

 

4.6.5 Picrosirius convencional (Sírus Red). 
 

Os cortes histológicos foram inicialmente desparafinizados, hidratados e, em 

seguida, corados pela solução de Picrosírius por uma hora. Foram então lavados 
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durante dois minutos numa solução de Ácido Clorídrico a 0,01N. Em seguida, foi 

utilizada a solução de Hematoxilina de Mayer, por dez minutos para contracorar os 

preparados, seguida de lavagem com água corrente para retirar o excesso de corante. 

Após esses procedimentos foram realizados processos de desidratação a partir de 

álcool 70% até o álcool absoluto (três banhos), com duração de três minutos cada. Por 

último, foi realizada a clarificação em três banhos de xilol por três minutos cada. e o 

material foi montado para posterior análise em microscopia (Bogomoletz, 1980).  

 

4.6.6 Picrosirius modificado para confocal (PMA-PRS). 
  

Os cortes não corados foram desparafinizados e hidratados. Em seguida foram 

lavados por dez minutos, em água destilada e colocados em solução de ácido 

fosfomolíbdico 0,2% por um minuto. A seguir, o material foi corado por uma hora e 

meia, em solução de Picrosirius. Depois de corados, os preparados histológicos foram 

lavados por dois minutos, em ácido clorídrico a 0,01N e, em seguida, por 45 minutos em 

álcool 70%. Após essa etapa, o material foi desidratado, iniciando com álcool 70% e, 

finalizando com álcool absoluto, todos os banhos com duração de três minutos. A 

clarificação foi realizada em três banhos de xilol, por três minutos cada. Ao fim do 

processo o material foi montado para as análises em microscópio confocal LSM 510-

META (Zeiss, Jena, Alemanha), utilizando laser 543nm de HeNe  e filtro LP560 (Dolber 

& Spach, 1993).  

 

4.6.7 Resorcina-Fucsina (oxidada). 
 
Após a desparafinização e hidratação até o álcool 70%, os cortes histológicos 

foram oxidados pela Oxona 10% por aproximadamente 45 minutos. Em seguida, foram 

corados pela Resorcina-Fucsina durante uma hora a 4ºC. Para retirar o excesso do 

corante, foram submetidos a três banhos de álcool 95%, desidratados com três banhos 

em álcool isopropílico, com duração de três minutos cada e, clarificados em três banhos 

de xilol, por três minutos cada. Ao fim do processo os preparados corados foram 

montados em Goma de Damar (Lillie & Fullmer, 1976). 
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4.6.8 Resorcina-Fucsina (não-oxidada). 
 

Cortes foram desparafinizados e hidratados até o álcool 70% e corados por 

Resorcina-Fucsina durante uma hora a 4ºC. Para retirar o excesso do corante, os 

preparados foram submetidos a três banhos de álcool 95%, desidratados com três 

banhos em álcool isopropílico com duração de três minutos e clarificados em três 

banhos de xilol por três minutos. Em seguida, o material foi montado em Goma de 

Damar (Lillie & Fullmer, 1976). 

 

4.7 Imunofluorescência. 
 

Fragmentos de coração foram imersos em OCT Tissue Tek e congelados em 

nitrogênio líquido, para posterior seccionamento (5μm) em criostato (Leica CM1850, 

Munique, Alemanha). Após o seccionamento, os cortes foram colocados em lâminas 

com silane, para melhor aderência do tecido, por uma hora e fixados por cinco minutos 

com acetona a 4°C (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, foram hidratados em 

PBS por cinco minutos. Após a hidratação, foi adicionada solução de bloqueio (soro 

normal de carneiro 1:50 em PBS diluída em albumina bovina - BSA a 1%) por 12 horas. 

Após esse período, os anticorpos primários e Imunoglobulinas (Ig) não-relacionadas 

foram adicionados aos cortes. Para as análises da presença de galectina-3 foi utilizado 

o anticorpo primário anti-gal-3 humana (Pharmigen, San Diego, EUA) e para as análises 

da expressão de moléculas de matriz extracelular foram utilizados os anticorpos anti-LN 

(Novotec, St Martin-La-Garenne, França), anti-FN (Novotec, St Martin-La-Garenne, 

França), anti-colágeno III (Southern Biotechnology Associates inc, Birmingham, EUA). 

Os tecidos foram incubados em estufa de demanda bioquímica de oxigênio (BOD) por 

uma hora e, em seguida lavados, duas vezes, com PBS por cinco minutos. Após a 

lavagem, foram adicionados os anticorpos secundários. Como anticorpo secundário 

para a marcação de gal-3 foi utilizado um anticorpo produzido em galinha anti-Ig de 

camundongo, conjugado ao fluoróforo Alexa 647 (Molecular Probes, Eugene, EUA). 

Nas marcações para MEC foi utilizado um anticorpo secundário produzido em cabra 

anti-Ig de coelho, conjugado ao fluoróforo AlexaFluor 488 (Molecular Probes, Eugene, 
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EUA). Os preparados histológicos permaneceram por 40 minutos sob incubação em 

estufa BOD. Após esse período, o material foi lavado, duas vezes, por cinco minutos 

em PBS e montado com solução anti-fading (SlowFade Light Antifade Kit – Molecular 

Probes, Eugene, EUA). Após secagem, o material foi analisado em microscópio 

confocal a laser LSM 510-Meta (Zeiss, Jena, Alemanha), utilizando-se laser 488nm de e 

filtro BP 505-530 e laser 633nm de HeNe e filtro LP650. 

 

4.8 Gráficos e estatística. 
  

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrão. As diferenças 

significativas entre as médias foram asseguradas pelo teste One-way ANOVA, seguido 

do pós-teste Newman´s Keuls. Os valores de p<0.05 (*), p<0.01 (**) e p<0.001 (***) 

foram considerados significativos. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

programa GraphPad Prism 4.0. 
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5. RESULTADOS. 
 

5.1. Parasitemia. 
 

A infecção experimental pelo T. cruzi possibilita estudar em modelos in vivo, o 

ciclo do parasito no hospedeiro, o desenvolvimento do quadro infeccioso e a resposta 

imunitária do hospedeiro. A utilização de modelos murinos e a dicotomia gerada em 

respostas imunitárias, Th1 e Th2, em diferentes linhagens de camundongos, se tornou 

um atrativo importante entre parasitologistas e imunologistas. Porém, o avanço na 

utilização desses modelos demonstrou que a resposta obtida após a infecção 

experimental é dependente da cepa parasitária, local de inóculo e linhagem de 

camundongo utilizados (Devera  et al, 2003). Assim, no intuito de caracterizar o modelo 

experimental de infecção subcutânea, utilizando a cepa DM28c, decidimos avaliar a 

parasitemia dos camundongos infectados e submetidos a diferentes tratamentos.  

Nossos dados demonstraram que o pico da parasitemia, no modelo de infecção 

subcutânea, utilizando a cepa DM28c, ocorreu no 7° dia de infecção (figura 4.1). Os 

tratamentos com captopril, captopril + HOE-140 e HOE-140 não modificaram o padrão 

da curva ou o pico da parasitemia quando comparados aos animais infectados não-

tratados (figura 4.1). Os animais tratados com captopril + HOE-140 apresentaram 

aumento no número de parasitos circulantes, embora esse aumento não tenha sido 

significativo, quando comparado aos animais infectados. Por outro lado, os animais 

infectados tratados apenas com HOE-140 apresentam diminuição no número de 

parasitos circulantes quando comparados aos animais infectados, embora esses 

valores também não tenham apresentado significância estatística. Nossos dados 

demonstraram que os tratamentos com captopril e/ou HOE-140 podem provocar a 

flutuações na curva de parasitemia, sem gerar mudanças no pico de parasitemia ou 

apresentar modificações estatisticamente significativas. O gráfico de parasitemia é 

representativo de quatro experimentos independentes, sendo cinco animais por grupo, 

em cada experimento. 
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Figura 5.1 – Gráfico representando a parasitemia de animais infectados s/c com 
106 TCTs/animal, da cepa Dm28c. Os animais foram previamente tratados com 
diferentes drogas, 1 hora antes da infecção. As cores representam: Rosa, animais 
infectados; Roxo, animais infectados e tratados com Captopril; Azul escuro, animais 
infectados e tratados com Captopril e HOE-140; Azul claro, animais infectados e 
tratados com HOE-140. Gráfico representativo de quatro experimentos independentes, 
sendo três animais por grupo experimental. 
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5.2. Celularidade. 
 

No contexto da infecção experimental pelo T. cruzi, diversos autores 

demonstraram aumento na celularidade de linfonodos subcutâneos e baço, como 

resposta à expansão clonal e inespecífica de linfócitos T e B, observada durante a fase 

aguda da infecção (Minoprio et al, 1986). Entretanto, em linfonodos mesentéricos foi 

demonstrado um efeito contrário, onde há diminuição em números absolutos de 

linfócitos, provavelmente, por morrerem por apoptose (deMeis et al, 2006). Savino e 

colaboradores observaram que diferentes cepas de camundongos, infectados 

intraperitoneamente com T. cruzi, apresentavam uma intensa atrofia tímica, com perda 

da região cortical e diminuição em números absolutos da celularidade tímica (Savino et 

al, 1989). Assim, decidimos investigar em nosso modelo experimental, as alterações 

observadas por outros grupos, no timo e linfonodos subcutâneos. Para isso foram 

retirados o timo e linfonodos subcutâneos, de camundongos C57BL-6, durante a fase 

aguda (30 dias pós-infecção), num total de quatro experimentos independentes.  

Nossos dados demonstram que no modelo de infecção experimental subcutânea, 

ocorre uma intensa diminuição no número total de timócitos obtidos de animais 

infectados, quando comparados aos animais controles (figura 4.2). Porém, os animais 

infectados e tratados não apresentam diferenças significativas na celularidade tímica, 

quando comparados aos animais infectados e não-tratados. Esses dados demonstram 

que a via de cininas não está diretamente envolvida com a atrofia tímica, observada 

durante a fase aguda da infecção experimental.  

Em nossas análises de celularidade, em linfonodos subcutâneos, axilares e 

inguinais, observamos que após a infecção experimental pelo T. cruzi, ocorre aumento 

na celularidade, em comparação com os valores obtidos com os animais controles. 

Entretanto, os animais infectados, tratados com HOE-140, apresentam diminuição na 

celularidade dos linfonodos subcutâneos, quando comparados com os animais 

infectados não tratados ou tratados com captopril e, captopril + HOE-140. Os valores 

observados nos animais infectados e tratados com HOE-140 são similares aos valores 

obtidos com os animais controles, sugerindo que o bloqueio do receptor B2 pode estar 

inibindo o recrutamento celular e a modulação da expansão clonal em linfonodos 

subcutâneos (figura 4.3).      
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Figura 5.2 – Gráfico representativo da celularidade tímica de animais controles e 
infectados s/c com 106 TCTs/animal (Dm28c), tratados ou não, após 30 dias de 
infecção. Os animais foram previamente tratados com diferentes drogas, 1 hora 
antes da infecção. As cores representam: Rosa, animais controles; Azul piscina, 
animais infectados; Roxo, animais infectados e tratados com Captopril; Azul escuro, 
animais infectados e tratados com Captopril e HOE-140; Azul claro, animais infectados 
e tratados com HOE-140. Gráfico representativo de três experimentos independentes, 
sendo três animais por grupo experimental. (p< 0.001) 
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Figura 5.3 – Gráfico da celularidade de linfonodos subcutâneos de animais 
controles e infectados s/c, com 106 TCTs/animal (Dm28c), após 30 dias de 
infecção. Os animais foram previamente tratados com diferentes drogas, 1 hora 
antes da infecção. As cores representam: Rosa, animais não infectados; Azul piscina, 
animais infectados; Roxo, animais infectados e tratados com Captopril; Azul escuro, 
animais infectados e tratados com Captopril e HOE-140; Azul claro, animais infectados 
e tratados com HOE-140. Gráfico representativo de três experimentos independentes, 
sendo três animais por grupo experimental. (* p < 0.01) 
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5.3. Estudo Histopatológico da cardite aguda. 
 

A cardite murina é caracterizada por intenso infiltrado inflamatório, composto 

principalmente por células T CD8+, durante a fase crônica da infecção experimental. Em 

nosso modelo experimental decidimos investigar a formação do quadro de cardite 

murina durante a fase aguda e a presença de infiltrado inflamatório no coração dos 

animais infectados, tratados ou não. Para isso, corações de camundongos C57BL-6 

com um mês de infecção foram processados e corados, utilizando-se colorações de 

rotina e especiais. Ao todo foram realizados cinco experimentos independentes. 

 

5.3.1 Composição e intensidade do infiltrado inflamatório. 
 

5.3.1.1 Grupo controle: 
 

Os corações dos animais controles, apresentaram nas regiões atrial (A) (figuras 

4.4 A-C), ventricular direita (VD) (figuras 4.5 A,C e E) e ventricular esquerda (VE) 

(figuras 4.5 D e F) textura tecidual homogênea, integridade das fibras musculares e 

ausência de fibrose, compatível com padrão de normalidade para o órgão. Além disso, 

não foi observado, comprometimento dos gânglios nervosos parassimpáticos e filetes 

nervosos como mostrado nas figuras 4.4 D e F. As válvulas cardíacas apresentaram-se 

íntegras e sem a presença de infiltrado inflamatório (figura 4.4 E), assim como a região 

de transição átrio-ventricular (figura 4.5 B). Pela coloração de Giemsa, não foi 

observado infiltrado inflamatório em nenhuma das regiões do coração (figuras 4.6, A-F). 

Os animais controles analisados estavam com 9 a 10 semanas de idade, equivalente 

aos animais infectados dos demais grupos. 

 

5.3.1.2 Grupo infectado: 
 

As análises dos preparados histológicos corados por HE, obtidos de animais 

infectados não-tratados, mostraram a presença de pequenos e médios focos 

inflamatórios, sendo a região atrial, o sítio inflamatório preferencial (figuras 4.7 A-F). Na 

região atrial, observamos pequenos e médios focos inflamatórios, com predileção para 
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as regiões subendocárdica e subpericárdica (figuras 4.7 A-F).  Foi observado nos 

preparados histológicos ganglionite, perineurite e neurite, nos gânglios parassimáticos e 

filetes nervosos dos corações obtidos de animais infectados. Esse resultado reproduz 

dados anteriores da literatura, que descrevem a presença de infiltrado inflamatório em 

gânglios nervosos do coração, tanto em animais infectados experimentalmente pelo T. 

cruzi, quanto em humanos (figuras 4.8 A e B).  Além disso, foi observado 

comprometimento de válvulas cardíacas, compatível com o padrão para infecção 

experimental pelo T. cruzi (figuras 4.8 C e D). As figuras 4.8 E e F demonstram a 

presença de infiltrado inflamatório intersticial difuso na região de transição átrio-

ventricular. 

Na região ventricular, pequenos focos inflamatórios de localização subpericárdica 

e/ou intersticial foram observados (figuras 4.9 A-F).  

A coloração por Giemsa de Lennert, permitiu observar a presença de infiltrado 

inflamatório cardíaco composto, principalmente, por monócitos e linfócitos e alguns 

neutrófilos e mastócitos degranulados (figuras 4.10 A e F).  

 

5.3.1.3 Grupo infectado e tratado com captopril: 
 

Pela análise dos preparados histológicos, corados por HE foi possível observar 

que os animais infectados e tratados com captopril apresentaram aumento de infiltrado 

inflamatório quando comparados aos animais infectados não-tratados (figuras 4.11; 

4.12 e 4.13 A-F e 4.14 A-D). É interessante ressaltar que os animais infectados e 

tratados com captopril apresentaram mudança no sítio inflamatório preferencial, sendo 

nestes animais, a região ventricular a mais comprometida. A região atrial apresentou 

pequenos e médios focos inflamatórios, com localização subpericárdica e 

subendocárdica (figura 4.11, A-F; 4.12A). A região de transição átrio-ventricular 

apresentou infiltrado inflamatório, intersticial e difuso (figura 4.12 B e C). Novamente, foi 

observado comprometimento das válvulas cardíacas (figura 4.12 D). Além da presença 

de um grande infiltrado inflamatório próximo à válvula tricúspide (figura 4.12 E).   

O ventrículo direito apresentou infiltrado inflatmatório intersticial difuso, 

apresentando grandes focos inflamatórios subpericárdicos (figuras 4.12 F; 4.13 A-D).  

Foi observado a presença de ninho de amastigotas no ventrículo direito (figuras 4.13 D; 
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4.14 B-D). No ventrículo esquerdo, foi observado pequenos e médios focos 

inflamatórios subpericárdicos e intersticiais (figuras 4.13 E e F; 4.14 A).  

A coloração por Giemsa de Lennert revelou que esse infiltrado inflamatório é 

principalmente linfo-monocítico, com presença de poucos neutrófilos e mastócitos 

degranulados, presentes esparçadamente por todo o tecido (figuras 4.14 E-F; 4.15 A-

F), portanto, apresentando o mesmo padrão celular observado nos animais infectados e 

não-tratados. 

 
5.3.1.4 Grupo infectado e tratado com captopril + HOE-140: 
 

Pela análise da coloração por HE, observamos que os corações dos animais 

infectados e tratados com captopril + HOE-140, apresentaram diminuição no infiltrado 

inflamatório, quando comparados aos animais infectados tratados com captopril. Os 

animais infectados e tratados com captopril + HOE-140 apresentaram padrão de 

infiltrado inflamatório similar ao dos animais infectados e não-tratados (figuras 4.16 e 

4.17). A região atrial, apresentou focos pequenos e médios, de infiltrados inflamatórios, 

subpericárdicos e subendocárdicos (figura 4.16 A-E). Esses animais voltaram a 

apresentar focos inflamatórios preferenciais na região atrial, como observado nos 

animais infectados não-tratados. A região de transição átrio-ventricular apresentou 

infiltrado inflamatório interstiical e difuso com pequenos focos ao longo do tecido 

(figuras 4.16 F; 4.17 A).  

Os ventrículos direito e esquerdo apresentaram pequenos e médios infiltrados 

inflamatórios focais, preferencialmente, subpericárdico e intersticial (figuras 4.17, B-F).  

Ao Giemsa de Lennert, foi mantido o mesmo padrão celular do infiltrado 

inflamatório, com predominância de linfócitos e monocíticos e, alguns neutrófilos e 

mastócitos degranulados (figura 4.8, D-F). 

 

5.3.1.5 Grupo Infectado e tratado com HOE-140: 
 

Nos corações de animais infectados e tratados somente com HOE-140, corados 

por HE, foi observado infiltrado inflamatório semelhante ao visto nos corações dos 

animais infectados não-tratados (figuras 4.19; 4.20). A região atrial apresentou pequeno 
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a médio infiltrado inflamatório, nas regiões subpericárdicas e subendocárdicas (figura 

4.19 A-E). Novamente, foi observado um padrão inflamatório preferencial para a região 

atrial, semelhante ao visto nos animais infectados não tratados e tratados com captopril 

+ HOE-140. Na região de transição átrio-ventricular foi encontrado um infiltrado 

inflamatório intersticial e difuso, com a presença de focos inflamatórios medianos (figura 

4.19 F; 4.20 A). 

Os ventrículos esquerdo e direito, apresentaram infiltrados inflamatórios, 

pequenos a médios, com localização subpericárdica e intersticial (figuras 4.20 B-F).  

Pela análise dos preparados histológicos, corados por Giemsa de Lennert, foi 

possível observar um infiltrado linfo-monocítico, alguns neutrófilos e mastócitos 

degranulados, distribuídos espaçadamente pelo tecido cardíaco (figuras 4.21 A-F).  

Nossos resultados demonstraram que nos corações obtidos dos animais 

infectados, tratados ou não, os infiltrados inflamatórios estão presentes em todas as 

câmaras cardíacas, apresentando padrões focais a difusos, de tamanhos variados. A 

localização do infiltrado inflamatório varia entre os tratamentos, podendo ser 

subpericárdica, subendocárdica ou intersticial. Entretanto, é interessante ressaltar que 

apenas os animais infectados e tratados com captopril, apresentaram aumento no 

infiltrado inflamatório quando comparados aos animais infectados não tratados. Além 

disso, houve mudança no padrão preferencial de câmara cardíaca para o sítio 

inflamatório, sendo nesses animais, mais presente nos ventrículos, onde também foi 

observada a presença de ninhos de amastigotas. O padrão do fenótipo celular do 

infiltrado inflamatório foi constante em todos os grupos, sendo composto, 

principalmente, por linfócitos e monócitos, seguido de neutrófilos e mastócitos 

degranulados. 
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Figura 5.4 – Corações de camundongos C57BL-6 do grupo controle com 9-10 
semanas de vida. (A) Visão panorâmica do átrio direito (AD), ventriculo direito (VD) e 
septo. (B) Átrio direito com aspecto normal e integridade de fibras. (C) Átrio esquerdo 
com aspecto normal e integridade das fibras. (D) Gânglio parassimpático (seta) com 
aspecto normal. (E) Válvula mitral com suas 2 valvas com aspecto normal sem infiltrado 
inflamatório. (F) Gânglios parassimpáticos e filetes nervosos com aspecto normal. 
Coloração: HE. 
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Figura 5.5 – Corações de camundongos C57BL-6 do grupo controle com 9-10 
semanas de vida. (A) Visão panorâmica do ventrículo direito (VD) e septo com aspecto 
normal. (B) Transição atrio-ventricular com aspecto normal. (C) Ventrículo direito em 
maior aumento mostrando tecido com aspecto normal. (D) Ventrículo esquerdo com 
aspecto normal. (E) Ventrículo direito em maior aumento para melhor observação da 
estrutura normal. (F) Ventrículo esquerdo com aspecto normal sem infiltrados 
inflamatórios. Coloração: HE. 
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Figura 5.6 – Corações de camundongos C57BL-6 do grupo controle com 9-10 
semanas de vida. (A) Átrio com aspecto normal. (B) Átrio em maior aumento 
mostrando ausência de células inflamatórias. (C) Ventrículo direito mostrando tecido 
com aspecto normal. (D) Ventrículo direito sem infiltrado inflamatório. (E) Ventrículo 
esquerdo com aspecto normal. (F) Ventrículo esquerdo sem infiltrado inflamatório. 
Coloração: Giemsa de Lennert.  
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Figura 5.7 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c). (A) Visão panorâmica da região 
atrial direita (AD) e ventrículo direito (VD) com presença de infiltrados inflamatórios 
(setas). (B) Visão panorâmica do átrio esquerdo (AE) com focos de infiltrados 
inflamatórios. Setas indicando infiltrados subpericárdicos e subendocárdicos. (C, D) 
Átrio esquerdo com infiltrados inflamatórios subpericárdicos e subendocárdicos (setas). 
(E, F) Infiltrados inflamatórios subendocárdicos (setas). Coloração: HE. 
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Figura 5.8 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c). (A) Filete nervoso com neurite 
(seta). (B) Gânglios parassimpáticos com ganglionite e filete nervoso com perineurite 
(setas). (C, D) Comprometimento de válvula cardíaca (setas). (E, F) Infiltrados 
inflamatórios intersticiais difusos em transição átrio-ventrícular. Coloração: HE.  
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Figura 5.9 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c). (A) Visão panorâmica do ventriculo 
direito (VD) e septo. Seta indicando infiltrado inflamatório focal intersticial. (B) Ventrículo 
direito (VD) com infiltrado inflamatório perivascular (C) Infiltrado inflamatório intersticial 
no ventrículo direito. (D) Ventrículo esquerdo com infiltrado inflamatório subpericárdico. 
(E) Infiltrado inflamatório subpericárdico no ventrículo esquerdo. (F) Infiltrado 
inflamatório intersticial focal no ventrículo. Coloração: HE. 
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Figura 5.10 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c). (A) Células inflamatórias formando 
um pequeno foco intersticial na região auricular. Setas indicando monócito e linfócito.  
(B) Adensamento linfóide próximo ao tecido adiposo micro e macro goticular no átrio. 
(C, D) Infiltrados inflamatórios intersticiais focais no ventrículo direito. (E) Infiltrado 
inflamatório intersticial focal no ventrículo esquerdo. (F) Infiltrado inflamatório 
subpericárdico no ventrículo esquerdo. Coloração: Giemsa de Lennert. 
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Figura 5.11 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente 1 hora antes da infecção. (A) Visão panorâmica do 
átrio direito (AD) com infiltrados inflamatórios focais (setas). (B) Visão panorâmica do 
átrio esquerdo (AE) com infiltrados inflamatórios focais (setas). (C) Átrio direito em 
maior aumento com setas indicando infiltrados focais subpericárdicos e 
subendocárdicos. (D) Átrio esquerdo com infiltrado subendocárdico focal. (E) Infiltrado 
inflamatório subpericárdico focal no átrio direito. (F) Infiltrado inflamatório intersticial 
focal no átrio esquerdo. Coloração: HE. 
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Figura 5.12 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente 1 hora antes da infecção. (A) Átrio esquerdo. Seta 
indicando infiltrado inflamatório intersticial acompanhando a fibra muscular. (B) Infiltrado 
inflamatório intersticial difuso na região de transição átrio-ventricular. (C) Infiltrado 
inflamatório justavascular próximo a artéria pulmonar (seta). (D) Comprometimento da 
válvula cardíaca. (E) Grande infiltrado inflamatório (seta) próximo à válvula tricúspide 
(VT). (F) Infiltrado inflamatório difuso no ventrículo direito (VD). Coloração: HE. 
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Figura 5.13 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente 1 hora antes da infecção. (A) Ventrículo direito (VD) 
com foco de infiltrado inflamatório perivascular e subpericárdico (setas). (B, C) 
Infiltrados inflamatórios intersticiais difusos em ventrículo direito (VD). (D) Infiltrado 
inflamatório subpericárdico no ventrículo direito. Seta indicando ninho de amastigota. 
(E) Pequeno foco de infiltrado inflamatório subpericárdico no ventrículo esquerdo. (F) 
Infiltrado inflamatório intersticial difuso no ventrículo esquerdo. Coloração: HE. 
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Figura 5.14 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente 1 hora antes da infecção. (A) Ventrículo esquerdo 
com foco de infiltrado inflamatório subpericárdico. (B-D) Ninhos de formas amastigotas 
em ventrículo direito. (E) Infiltrado inflamatório intersticial na transição átrio-ventrícular. 
(F) Infiltrado inflamatório intersticial difuso junto às válvulas na região atrial, com 
presença de mastócitos degranulados (seta). Colorações: HE (A-D); Giemsa de Lennert 
(E e F). 
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Figura 5.15 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente 1 hora antes da infecção. (A-C) Átrio com infiltrado 
inflamatório subendocárdico (seta). (D) Comprometimento de válvula cardíaca. (E) 
Infiltrado inflamatório perivascular no ventrículo direito. (F) Infiltrado inflamatório 
intersticial focal no ventrículo esquerdo. Coloração: Giemsa de Lennert. 
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Figura 5.16 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente e, 100μg/Kg de HOE-140, subcutaneamente, 1 
hora antes da infecção. (A) Visão panorâmica do átrio direito (AD) com infiltrado 
inflamatório focal subpericárdico. (B) Visão panorâmica do átrio esquerdo (AE) com 
focos de infiltrado inflamatório subpericárdico e subendocárdico (setas). (C) Átrio direito 
(AD) com infiltrado inflamatório subpericárdico. (D) Átrio esquerdo (AE) com infiltrados 
inflamatórios subpericárdico e subendocárdico (setas). (E) Infiltrado inflamatório focal 
subendocárdico. (F) Visão panorâmica da região de transição átrio-ventrículo com 
infiltrado inflamatório difuso. Coloração: HE. 
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Figura 5.17 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente e, 100μg/Kg de HOE-140, subcutaneamente, 1 
hora antes da infecção. (A) Transição átrio-ventricular com infiltrado inflamatório 
intersticial difuso. (B) Visão panorâmica do ventrículo direito (VD) e septo. (C) 
Ventrículo direito (VD) em maior aumento. Seta indicando infiltrado inflamatório 
subpericárdico. (D) Ventrículo direito com infiltrado inflamatório intersticial. (E) 
Ventrículo esquerdo com infiltrado inflamatório focal subpericárdico. (F) Infiltrado focal 
subpericárdico no ventrículo esquerdo. Coloração: HE. 
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Figura 5.18 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente e, 100μg/Kg de HOE-140, subcutaneamente, 1 
hora antes da infecção. (A-C) Átrio com infiltrado inflamatório subendocárdico. (D) 
Adensamento linfóide no tecido adiposo macro e micro goticular próximo ao átrio. (E) 
Ventrículo direito com infiltrado inflamatório focal subpericárdico. (F) Mastócito 
degranulado no ventrículo esquerdo. Coloração: Giemsa de Lennert. 
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Figura 5.19 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 100μg/Kg de HOE-
140, subcutaneamente, 1 hora antes da infecção. (A) Visão panorâmica do átrio 
direito (AD) com maior aumento de região com infiltrado inflamatório subendocárdico. 
(B) Visão panorâmica do atrio esquerdo (AE) com maior aumento de região com 
infiltrado inflamatório subendocárdico. (C) Átrio esquerdo com infiltrado inflamatório 
subendocárdico e subpericárdico (setas). (D) Átrio direito com foco inflamatório 
subpericárdico. (E) Átrio esquerdo com infiltrado inflamatório subendocárdico. (F) 
Região de transição átrio-ventricular com infiltrado inflamatório difuso com 
adensamentos focais (seta). Coloração: HE. 

AE 

AD 

 
 

 



 
 

64

 
 
Figura 5.20 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 100μg/Kg de HOE-
140, subcutaneamente, 1 hora antes da infecção. (A) Região de transição átrio-
ventricular com infiltrado inflamatório difuso. (B) Visão panorâmica do ventrículo direito 
(VD), septo e venttrículo esquerdo (VE). Seta indicando infiltrado inflamatório focal 
intersticial. (C) Ventrículo direito com infiltrado inflamatório subpericárdico. (D) 
Ventrículo direito com infiltrado inflamatório focal perivascular. (E, F) Ventrículo 
esquerdo com pequenos focos de infiltrado inflamatório intersticiais. Coloração: HE. 
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Figura 5.21 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 100μg/Kg de HOE-
140, subcutaneamente, 1 hora antes da infecção. (A-C) Região atrial com infiltrado 
inflamatório subendocárdico. (D) Infiltrado inflamatório junto ao tecido adiposo micro e 
macro goticular. (E) Ventrículo direito com infiltrado inflamatório perivascular. (F) 
Ventrículo esquerdo com infiltrado inflamatório subpericárdico. Seta indicando mastócito 
degranulado. Coloração: Giemsa de Lennert. 
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 5.3.2 Composição e intensidade da Fibrose. 
 

Nas análises das colorações de Picrosírius convencional e para microscopia 

confocal (PMA-PRS), Reticulina de Gomori, Tricromática de Masson e Resorcina-

Fucsina (com e sem pré-oxidação) descrevemos os principais componentes da fibrose 

cardíaca, durante a infecção experimental pelo T. cruzi. Além disso, avaliamos a 

intensidade da fibrose cardíaca nos animais infectados, tratados ou não. 

 

5.3.2.1 Picrosírius modificado para microscopia confocal (PMA-PRS). 
 

Pela coloração de PMA-PRS foi observado nos corações obtidos de animais 

controles, ausência de fibrose em todas as câmaras cardíacas, compatível com padrão 

esperado em órgãos normais (figuras 4.22 A-C). Em animais infectados, no entanto, foi 

verificado aumento na deposição de colágeno quando comparados aos corações 

obtidos de animais controles (figuras 4.22 D-F). A região atrial apresentou deposição 

subpericárdica e endocárdica de colágeno (figura 4.22 D), enquanto os ventrículos 

apresentaram padrão de deposição de colágeno ao longo das fibras cardíacas (figuras 

4.22 E e F) 

Corações de animais infectados e tratados com captopril, submetidos à mesma 

coloração, quando comparados aos corações obtidos de animais infectados, 

apresentaram diminuição na deposição de colágeno (figuras 4.23 A-C). A região atrial 

apresentou depósitos de colágeno, formando emaranhados delgados, nas regiões 

subpericárdica e subendocárdica (figura 4.23 A), enquanto que, no ventrículo direito, 

observarmos espessamento nas fibras de colágeno (figura 4.23 B). Porém, o ventrículo 

direito dos corações obtidos de animais infectados não-tratados, apresentou maior 

espessamento das fibras de colágeno, quando comparados aos animais infectados e 

tratados com captopril (figura 4.22 E). No ventrículo esquerdo desses animais 

observarmos poucas fibras de colágeno ao longo das fibras musculares (figura 4.23 F). 

Nos corações dos animais infectados tratados com captopril + HOE-140, o PMA-

PRS mostrou diminuição nos depósitos de colágeno quando comparados aos animais 

infectados e também aos infectados e tratados com captopril (figuras 4.23 D-F). A 

região atrial apresentava discretos depósitos de colágeno, formando fibras delgadas, 
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nas regiões subpericárdica e endocárdica (figura 4.23 D). Os ventrículos direito e 

esquerdo apresentavam poucos depósitos de colágeno, formando fibrilas, ao longo do 

tecido (figuras 4.23 E e F).  

As análises por microscopia confocal dos preparados histológicos corados por 

PMA-PRS, revelaram ainda que os animais infectados e tratados com HOE-140 

apresentaram diminuição de depósitos de colágeno, em todo o órgão, quando 

comparados aos animais infectados não-tratados (figuras 4.24 A-C; 4.22 D-F). A região 

atrial apresentava pouquíssimas fibras colágenas, localizadas nas áreas subpericárdica 

e endocárdica (figura 4.24 A). Os ventrículos direito e esquerdo apresentaram depósitos 

de colágeno, formando fibras delgadas, distribuídas ao longo das fibras cardíacas 

(figuras 4.24 B e C). 

Os dados obtidos com a coloração Picrosírius convencional não apresentaram 

diferenças em relação à coloração para microscopia confocal, PMA-PRS (dado não 

mostrado). 

 

5.3.2.2 Reticulina de Gomori. 
 

Os corações obtidos de animais controles, impregnados pela prata pela técnica 

de Reticulina de Gomori, mostrou distribuição uniforme das fibras reticulares e 

colagênicas, ao longo do órgão, compatíveis com padrões de normalidade esperado 

para esse órgão (figuras 4.25 A-D). Na região atrial foi observado distribuição 

subendocárdica e subpericárdica no átrio esquerdo e pequena distribuição 

supericárdica no átrio direito, mostrando um maior adensamento do átrio esquerdo 

quando comparado ao átrio direito (figuras 4.25 A e B). Os ventrículos direito e 

esquerdo apresentaram distribuição intersticial uniforme das fibras reticulares e 

colagênicas (figuras 4.25 C e D). 

O padrão de distribuição das fibras reticulares e colagênicas aumentou com a 

infecção, quando comparados aos animais controles (Figura 4.26 A-D).  Na região atrial 

foi observado espessamento das fibras reticulares e colagênicas, com distribuição 

subendocárdica e subpericárdica, em ambos os átrios direito e esquerdo. Porém, 

observamos que se mantém o padrão de maior espessamento do átrio esquerdo em 

relação à direita, como visto nos corações de animais controles (figuras 4.26 A e B). Os 
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ventrículos direito e esquerdo acompanham o padrão de aumento das fibras reticulares 

e colagênicas, após a infecção, observado nos átrios (figuras 4.26 C e D). 

O tratamento com captopril não levou a aumento das fibras reticulares e 

colagênicas quando comparados aos animais infectados não-tratados (figuras 4.27 A-

D). Porém, o átrio esquerdo apresentou leve aumento das fibras reticulares e 

colagênicas quando comparado ao átrio esquerdo do coração de animais infectados 

não-tratados (figura 4.27 B). Assim, embora haja aumento nas fibras reticulares e 

colagênicas quando comparado aos animais controles, mantém-se o padrão observado 

nos animais infectados não-tratados.  

 Os animais infectados e tratados com captopril + HOE-140 apresentaram 

distribuição e, expressão de fibras reticulares e colagênicas, no coração, similar ao 

encontrado nos animais infectados não-tratados (figuras 4.28 A-D). As regiões 

auriculares e ventriculares apresentaram aumento na expressão de fibras reticulares e 

colagênicas, quando comparado aos animais controles (figuras 4.28 A-D). 

Os animais infectados e tratados com HOE-140 apresentaram aumento nas 

fibras reticulares e colagênicas do coração, quando comparados aos animais controles 

(figuras 4.29 A-D). A região atrial não apresentou modulações na expressão de fibras 

reticulares e colagênicas, quando comparado aos animais infectados não-tratados 

(figuras 4.29 A e B). Porém, o ventrículo direito apresentou diminuição nas fibras 

reticulares e colagênicas, quando comparado ao ventrículo direito do coração de 

animais infectados não-tratados. Entretanto, não foram observadas diferenças 

significativas na expressão de fibras reticulares e colagênicas, no ventrículo esquerdo 

desses animais, quando comparados aos animais infectados não-tratados (fig 4.29 C-

D).  

Nossas análises indicam que o sistema de cininas não influencia a deposição de 

fibras reticulares e colagênicas do coração, após a infecção experimental pelo T. cruzi. 

 
5.3.2.3 Tricromática de Masson. 

 

A coloração por Tricromática de Masson exibiu padrão semelhante ao observado 

pela coloração de PMA-PRS em cada grupo experimental, sugerindo que o principal 
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componente do processo de fibrose cardíaca nesses animais é o colágeno (dado não 

mostrado). 

 

5.3.2.4 Resorcina-Fucsina não-oxidada. 
 
 Os corações obtidos de animais controles apresentaram presença de fibras 

elásticas na região supericárdica atrial e ventricular e, ao redor dos vasos sanguíneos 

(figuras 4.30 A-F). No átrio esquerdo foi observada na região subendocárdica a 

presença de fibras elásticas (figuras 4.30 A-C).   

 Os animais infectados não-tratados apresentaram padrões diferentes nas regiões 

atrial e ventricular. A região atrial apresentou aumento nas fibras eláticas desses 

animais, quando comparados aos animais controles (figuras 4.31 A-D). Por outro lado, 

os ventrículos direito e esquerdo não apresentaram diferenças significativas em relação 

à expressão de fibras elásticas, nesses animais, quando comparado aos animais 

controles (figuras 4.31 E e F). 

 Os animais infectados e tratados com captopril apresentaram aumento 

significativo na expressão de fibras elásticas, quando comparado aos animais 

infectados não-tratados, somente na região atrial esquerda (figura 4.32 A e B). Já, a 

região atrial direita apresenta aumento na expressão de fibras elásticas quando 

comparado aos animais controles, sem alterações significativas em relação aos animais 

infectados não-tratados (4.32 C). Não foram observadas diferenças significativas nas 

regiões ventriculares desses animais, quando comparados aos animais controles (dado 

não mostrado). 

 Os animais infectados e tratados com captopril + HOE-140 apresentaram padrão 

de expressão de fibras elásticas, similar aos animais infectados e tratados com captopril 

(figuras 4.32 D-F). 

 Os animais infectados e tratados com HOE-140 apresentaram leve diminuição na 

expressão de fibras elásticas, quando comparado aos animais infectados não-tratados. 

Porém, ainda apresentam aumento na expressão das fibras elásticas quando 

comparado aos animais controles (figuras 4.33 A-C). 

 Nossos dados sugerem que após a infecção experimental pelo T. cruzi ocorre 

aumento na expressão de fibras elásticas, na região auricular. Porém, o tratamento com 
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captopril e captopril + HOE-140 levou ainda ao maior aumento dessas fibras elásticas, 

nessa região. Esse efeito foi revertido com o tratamento apenas com HOE-140.  

 

 A coloração por resorcina-fucsina oxidada não apresentou diferenças aos 

resultados obtidos com resorcina-fucsina não-oxidada (dado não mostrado). 
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Figura 5.22 – Corações de animais controles e infectados s/c, com 106 
TCTs/animal (Dm28c), após 30 dias de infecção. Os animais foram previamente 
tratados com diferentes drogas, 1 hora antes da infecção. (A-C) camundongos 
controles. (D-F) camundongos infectados. (A e D) Região auricular. (B e E) ventrículo 
direito. (C e F), ventrículo esquerdo. Coloração: PMA-PRS. 
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Figura 5.23 – Corações de animais infectados s/c, com 106 TCTs/animal (Dm28c), 
após 30 dias de infecção. Os animais foram previamente tratados com diferentes 
drogas, 1 hora antes da infecção. (A-C) camundongos tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente. (D-F) camundongos tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente e, 100µg/Kg de HOE-140, subcutaneamente. (A e D) 
região auricular. (B e E) ventrículo direito. (C e F) ventrículo esquerdo. Coloração: PMA-
PRS. 
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Figura 5.23 – Corações de animais infectados s/c, com 106 TCTs/animal (Dm28c), 
após 30 dias de infecção. Os animais foram previamente tratados com diferentes 
drogas, 1 hora antes da infecção. (A-C) camundongos tratados com 100µg/Kg de 
HOE-140, subcutaneamente. (A) região auricular. (B) ventrículo direito. (C) ventrículo 
esquerdo. Coloração: PMA-PRS. 
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Figura 5.25 – Corações de camundongos C57BL-6 do grupo controle com 9-10 
semanas de vida. Padrão normal de: (A) Átrio direito. (B) Átrio esquerdo. (C) 
Ventrículo direito. (D) Ventrículo esquerdo. Impregnação pela prata. 
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Figura 5.26 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c). (A) Átrio direito com deposição 
subendocárdica das fibras reticulares. (B) Átrio esquerdo com deposição 
subendocárdica das fibras reticulares. (C) Ventrículo direito com fibras reticulares 
intersticiais. (D) Ventrículo esquerdo com fibras reticulares intersticiais. Impregnação 
pela prata. 
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Figura 5.27 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente 1 hora antes da infecção. (A) Átrio direito com 
deposição subendocárdica das fibras reticulares. (B) Átrio esquerdo com deposição 
subendocárdica das fibras reticulares. (C) Ventrículo direito com fibras reticulares 
intersticiais. (D) Ventrículo esquerdo com fibras reticulares intersticiais. Impregnação 
pela prata. 
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Figura 5.28 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 10mg/Kg de 
Captopril, intra-peritonealmente e, 100μg/Kg de HOE-140, subcutaneamente, 1 
hora antes da infecção. (A) Átrio direito com deposição subendocárdica das fibras 
reticulares. (B) Átrio esquerdo com deposição subendocárdica das fibras reticulares. (C) 
Ventrículo direito com fibras reticulares intersticiais delgadas. (D) Ventrículo esquerdo 
com fibras reticulares intersticiais. Impregnação pela prata. 
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Figura 5.29 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 100μg/Kg de HOE-
140, subcutaneamente, 1 hora antes da infecção. (A) Átrio direito com deposição 
subendocárdica das fibras reticulares. (B) Átrio esquerdo com deposição 
subendocárdica das fibras reticulares. (C) Ventrículo direito com fibras reticulares 
intersticiais delgadas. (D) Ventrículo esquerdo com fibras reticulares intersticiais. 
Impregnação pela prata. 
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Figura 5.30 – Corações de camundongos C57BL-6 do grupo controle com 9-10 
semanas de vida. Padrão normal de: (A-C) Átrio esquerdo (AE) com elástica na região 
subendocárdica (seta). (D, E) Átrio direito (AD) sem elástica. (F) Visão panorâmica do 
ventrículo direito (VD), septo e ventrículo esquerdo (VE). Coloração: Resorcina-Fucsina. 
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Figura 5.31 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c). (A) Visão panorâmica do atrio direito 
(AD) sem elástica. (B) Átrio esquerdo (AE) com elástica na região subendocárdica 
(seta). (C) Átrio direito com fibras elásticas subpericárdicas. (D) Átrio esquerdo com 
fibras elásticas na região subendocárdica (seta). (E) Ventrículo direito. (F) Ventrículo 
esquerdo. Coloração: Resorcina-Fucsina. 
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Figura 5.32 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), tratados com 10mg/Kg de 
Captopril (A-C), intra-peritonealmente, ou 100μg/Kg de HOE-140 (D-F), 
subcutaneamente, 1 hora antes da infecção. (A) Átrio esquerdo com fibras elásticas 
subendocárdicas. (B) Átrio esquerdo com desdobramento da elástica. (C) Átrio direito 
sem fibras elásticas. (D, E) Átrio esquerdo com fibras elásticas subendocárdicas. (F) 
Átrio direito sem elástica. Coloração: Resorcina-Fucsina. 
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Figura 5.33 – Corações de camundongos C57BL-6 com 30 dias de infecção, 
infectados com 106 TCTs/animal (cepa Dm28c), e tratados com 100μg/Kg de HOE-
140, subcutaneamente, 1 hora antes da infecção. (A, B) Átrio esquerdo com fibras 
elásticas subendocárdicas. (C) Átrio direito sem fibras elásticas. Coloração: Resorcina- 
Fucsina.  
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5.4 Expressão de galectina-3 e MEC no coração. 

 

Galectina-3 é uma proteína animal que liga açúcares β-galactosídeos e possui 

especificidade a lactosaminas. Devido a sua habilidade em reconhecer açúcares 

presentes em proteínas, liga-se com alta especificidade a moléculas de MEC como LN 

e FN e receptores β-integrinas. Recentemente foi demonstrado que o T. cruzi utiliza gal-

3 como ponte de interação com LN, para infectar novas células (Moody et al, 2000). 

Além disso, gal-3 é um dos fatores que modulam a infecção de cardiomiócitos pelo T. 

cruzi (Kleshchenko  et al, 2004). Nossos dados demonstram que gal-3 está presente 

nas regiões ventriculares e atriais do coração (figura 4.34 A). A distribuição de gal-3 no 

coração é similar à observada em moléculas de MEC (figura 4.34 A). Corações obtidos 

de animais infectados tratados ou não apresentam aumento na presença de gal-3 

quando comparados aos corações obtidos de animais controles (figura 4.34). Nossos 

dados demonstram que a infecção experimental pelo T. cruzi é capaz de modular 

positivamente a presença de gal-3 nos corações. Porém, os diversos tratamentos não 

foram capazes de modular positiva ou negativamente a presença de gal-3 pós-infecção 

nos corações analisados. 

Fibronectina (FN) é uma glicoproteína de MEC, secretada por diferentes tipos 

celulares entre eles macrófagos e monócitos (Alitalo et al, 1980; Johansson et al, 1979). 

Além disso, a secreção de FN pode ser modulada durante processos inflamatórios 

(Owens & Cirmino, 1982; Pick-Kober et al, 1986). FN está relacionada à imigração de 

células inflamatórias, em respostas a processos infecciosos. Camundongos Swiss 

Webster infectados intraperitonealmente com T. cruzi, cepa Y, demonstraram aumento 

na expressão de FN em tecidos cardíacos, pós-infecção (Calvet et al, 2004). Porém, a 

utilização da cepa DM28c, não demonstrou qualquer alteração na expressão de FN, em 

corações obtidos de animais Swiss Webster infectados, durante a fase aguda (Calvet et 

al, 2004). Assim, decidimos investigar em nosso modelo experimental a expressão de 

fibronectina, em tecidos cardíacos de animas infectados, durante a fase aguda da 

infecção experimental. Na figura 4.35 A, é mostrado que a expressão de FN no coração 

de camundongos controles, apresenta-se distribuída, homogeneamente, em todo o 

órgão. Após a infecção, os corações analisados apresentaram aumento na expressão 

de FN quando comparados aos corações obtidos de animais controles (figura 4.35 B, C 
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e E). Entretanto, os animais infectados e tratados com captopril + HOE-140, não 

apresentaram aumento na expressão de fibronectina quando comparados com animais 

controles (figura 4.35 D).  

A fibrose cardíaca pode ser caracterizada pela modulação na expressão de 

moléculas de colágeno (Andrade et al, 1989; Marino et al, 2003). Em nosso trabalho, 

decidimos investigar possíveis alterações na expressão de moléculas de colágeno em 

animais infectados tratados ou não. Nossos dados demonstram a presença de 

colágeno III nas regiões ventriculares e atriais, formando fibras delgadas ao longo de 

todo o coração (figura 4.36 A). Os corações obtidos de animais infectados 

apresentaram aumento na expressão de colágeno III, quando comparados aos animais 

controles (figura 4.36 B-E). Além disso, os animais infectados apresentaram 

adensamento das fibras de colágeno III e desorganização tecidual (figura 4.36 B). Os 

tratamentos com captopril e captopril + HOE-140, apresentam aumento na expressão 

de colágeno III quando comparados aos animais controles, porém esse aumento na 

expressão de colágeno III é menor quando comparado ao dos animais infectados não-

tratados (figura 4.36 C e D). Já o tratamento com HOE-140 aumenta a expressão de 

colágeno III, com adensamento das fibras, sendo esse efeito semelhante ao observado 

em animais infectados não-tratados. Entretanto, nesses animais não foi observada uma 

desorganização tecidual como a que observamos em animais infectados não-tratados 

(figura 4.36 E).   

Laminina (LN) é uma glicoproteína de alto peso molecular formando uma rica 

rede de MEC, por onde as células migram e aderem. No coração foi demonstrada a 

importante participação de LN no recrutamento de linfócitos T para o tecido cardíaco de 

animais infectados com T. cruzi, e sua participação na formação do infiltrado 

inflamatório (Silva-Barbosa et al, 1997; Silva-Barbosa & Savino, 2000). Em nossas 

análises da expressão de LN, observamos que após a infecção, não houve modulação 

na expressão de LN nos corações obtidos de animais infectados tratados ou não (figura 

4.37 A-E). 
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Figura 5.34 – Análise, por microscopia confocal da presença de galectina-3. 
Corações de camundongos C57BL-6 controle e infectado, s/c com 106 
TCTs/animal (Dm28c), após 30 dias de infecção. (A) controle; (B) Infectado; (C) 
captopril; (D) captopril + HOE-140; (E) HOE-140.  
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Figura 5.35 – Análise, por microscopia confocal da expressão de fibronectina. 
Corações de camundongos C57BL-6 controle e infectado, s/c com 106 
TCTs/animal (Dm28c), após 30 dias de infecção. (A) controle; (B) Infectado; (C) 
captopril; (D) captopril + HOE-140; (E) HOE-140.  
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Figura 5.36 – Análise, por microscopia confocal da expressão de coágeno III. 
Corações de camundongos C57BL-6 controle e infectado, s/c com 106 
TCTs/animal (Dm28c), após 30 dias de infecção. (A) controle; (B) Infectado; (C) 
captopril; (D) captopril + HOE-140; (E) HOE-140.  
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Figura 5.37 – Análise, por microscopia confocal da expressão de laminina. 
Corações de camundongos C57BL-6 controle e infectado, s/c com 106 
TCTs/animal (Dm28c), após 30 dias de infecção. (A) controle; (B) Infectado; (C) 
captopril; (D) captopril + HOE-140; (E) HOE-140.  
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6. DISCUSSÃO: 
 

No presente estudo, foi avaliado o papel do sistema de cininas nos distúrbios 

observados no coração, durante a fase aguda da infecção experimental pelo 

Trypanosoma cruzi.  Para isso foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, com 5-

6 semanas de idade, inoculados subcutaneamente com 106 parasitos/ animal. Os 

animais foram previamente tratados com captopril e/ou HOE-140, uma hora antes da 

infecção. Após 30 dias, os animais foram sacrificados para obtenção de células e 

tecidos. Buscou-se a validação do modelo experimental quanto à parasitemia e 

modulação dos órgãos linfóides primários e secundários, timo e linfonodos e análises 

histopatológicas da miocardite induzida pela infecção experimental por T. cruzi. 

Após a descoberta da doença de Chagas, diversos modelos experimentais têm 

sido utilizados no estudo da interação parasito-hospedeiro. A identificação de diferentes 

cepas parasitárias demonstrou que o modelo experimental pode se apresentar com 

respostas diferenciadas em níveis patológicos e imunológicos, tanto na fase aguda 

quanto na fase crônica. A caracterização do modelo experimental subsidia os dados 

encontrados nas alterações patológicas da infecção experimental. Assim, foi feita a 

caracterização do modelo de infecção subcutânea experimental, utilizando a cepa 

DM28c, em camundongos machos, adultos jovens, da linhagem C57BL-6. 

Nosso modelo de estudo foi proposto por Scharfstein, que utiliza o modelo de 

infecção subcutâneo, com a cepa DM28c, onde os camundongos foram tratados uma 

hora antes da infecção, inibindo ou estimulando a via de cininas. Este modelo é único 

em relação à literatura, pois os modelos experimentais descritos, apresentam o 

estímulo contínuo, isto é, tratamentos diários, estimulando ou inibindo a via de cininas, 

durante a fase aguda ou crônica da infecção experimental. É interessante ressaltar, que 

esse tratamento em dose única é capaz de modular a resposta imunitária inata e 

adaptativa, gerando inclusive alterações na cardite observada em animais infectados 

pelo T. cruzi, na fase crônica da infecção. 

As alterações observadas durante a fase aguda da infecção por T. cruzi, não se 

restringem apenas ao coração e ao cérebro. Pelo contrário, diversos autores descrevem 

a modulação de órgãos linfóides durante a fase aguda da infecção experimental por T. 

cruzi. Essas alterações compõem aumento na celularidade de linfonodos subcutâneos 
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e baço (Minoprio et al, 1986), diminuição na celularidade dos linfonodos mesentéricos 

(deMeis et al, 2006) e atrofia tímica acompanhada de diminuição da celularidade 

(Savino et al, 1989). No modelo experimental utilizado no trabalho foi demonstrado que 

durante a fase aguda da infecção experimental, os animais infectados apresentar. Os 

resultados obtidos estão em concordância com os dados obtidos por Savino e 

colaboradores, que demonstraram que na infecção intraperitoneal, com diversas cepas 

de T. cruzi e diversas linhagens de camundongos, ocorre a atrofia tímica durante a fase 

aguda (Savino et al, 1989). Esses resultados demonstram que o timo, órgão linfóide 

primário, responsável pela diferenciação de linfócitos T, é modulado negativamente 

durante a infecção experimental por T. cruzi, independentemente da via de inóculo e da 

cepa parasitária. Por outro lado, foi também demonstrado que a via endógena de 

cininas não está diretamente envolvida com o processo de atrofia tímica, uma vez que 

todos os animais submetidos à infecção experimental, independente do tratamento, 

apresentaram atrofia tímica.  

Entretanto, o timo não foi o único órgão linfóide avaliado, mas também os órgãos 

linfóides secundários, como linfonodos subcutâneos. As análises realizadas 

demonstraram resultados semelhantes aos dados descritos na literatura, onde há 

aumento na celularidade dos linfonodos subcutâneos. No entanto, o bloqueio da via 

endógenea de cininas pelo tratamento com o antagonista seletivo do receptor B2 (HOE-

140), bloqueou esse efeito sobre a celularidade dos linfonodos. O aumento na 

celularidade dos linfonodos subcutâneos está diretamente relacionado à expansão 

clonal, específica e inespecífica, de linfócitos T e B Minoprio et al, 1986). Esses dados 

sugerem que o bloqueio do receptor B2 da via de cininas pode participar dos eventos 

relacionados à ativação e expansão clonal de linfócitos dentro dos linfonodos 

subcutâneos.  

Diversos estudos demonstram que durante a infecção por T. cruzi, a principal 

cisteíno protease de T. cruzi, a cruzipaína, é capaz de ativar o sistema de cininas pela 

clivagem do cininogênio e liberação de BK (Del Nery et al, 1997). Além disso, foi 

demonstrado que o tratamento com captopril aumenta a susceptibilidade de células 

endoteliais à infecção por T. cruzi (Scharfstein et al, 2000). 

Apesar da comprovada susceptibilidade à invasão, induzida pelo tratamento com 

captopril in vitro, nas condições experimentais adotadas, foi observado que in vivo o 
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sistema endógeno de cininas não afeta a parasitemia, uma vez que nem a indução 

dessa via, ou o seu bloqueio pelo receptor B2, foi capaz de modular a parasitemia. Leon 

e colaboradores em 2003, discutiram que a eficácia da resposta imunitária do 

hospedeiro ou a baixa concentração de captopril, in vivo, podem ser suficientes para 

gerar respostas diferentes àquelas observadas in vitro (Leon et al, 2003).  

A miocardite é a principal complicação clínica observada na doença de Chagas. 

Análises histopatológicas demonstram que essa lesão é composta, principalmente, por 

células mononucleares (Elizari et al, 1999; Higuchi et al, 1999). A miocardite chagásica 

está presente nas fases aguda e crônica da doença de Chagas, porém, a miocardite da 

fase crônica é mais severa acometendo cerca de 30% dos pacientes. O trabalho em 

questão, estudou a miocardite murina durante a fase aguda da infecção experimental 

por T. cruzi, dentro do contexto da família das cininas.  

O tratamento com captopril, uma hora antes da infecção, aumentou o infiltrado 

inflamatório no coração de camundongos infectados por T. cruzi quando comparados 

aos animais infectados não-tratados. Esses resultados não são consistentes com a 

observação de Leon e colaboradores, que observaram que a administração de captopril 

em uma dose de 5 mg/L não modula a inflamação cardíaca, mas que em doses mais 

altas, leva a diminuição significativa no infiltrado inflamatório cardíaco (Leon et al, 

2003). Ao mesmo tempo, os poucos estudos que utilizam captopril em pacientes 

chagásicos, também descrevem a diminuição da inflamação cardíaca, após a terapia 

com captopril (Batlouni et al, 1992; Bestetti et al, 1994). 

Embora, os dados obitidos sejam conflitantes com a literatura algumas 

considerações importantes precisam ser ressaltadas, tais como diferenças no modelo 

experimental, desde a linhagem de camundongo utilizada, cepa parasitária e via de 

inóculo, assim como a via de administração da droga e a posologia. O captopril 

prolonga a meia-vida das cininas e, nas primeiras horas de uma resposta inflamatória a 

um agente infeccioso, pode agir como molécula pró-inflamatória. Os animais utilizados 

no trabalho receberam apenas uma única dose de captopril, uma hora antes da 

infecção, podendo assim ter iniciado uma indução da resposta inflamatória, antes 

mesmo da entrada do parasito. Em contrapartida, o grupo de Leon tratou os animais do 

1º dia de infecção ao dia de sacrifício dos animais, por via oral. Dessa forma, o efeito 

observado por captopril não é apenas como molécula ativadora da resposta 
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imunológica, podendo esse protocolo de tratamento gerar novas cascatas de 

sinalização que atuem como moléculas antiinflamatórias. 

Como o modelo experimental utilizado no trabalho é distindo do de Leon e, mais 

ainda, dos estudos em humanos, respostas distintas podem ser esperadas e 

observadas, partindo do pressuposto de que os determinantes da miocardite 

experimental resultam da quantidade de parasitos na infecção inicial, das formas 

infectantes no inóculo inicial (número de tripomastigotas), da linhagem de T. cruzi 

inoculada, possíveis re-infecções, da qualidade das linhagens e clones (biodema), dos 

receptores clonais-histotrópicos específicos do hospedeiro e da resposta imunitário 

inicial e tardia do hospedeiro (Macedo & Pena, 1998; Teixeira et al, 2006). 

A administração de HOE-140, o antagonista seletivo do receptor 2 de BK, levou 

a diminuição do infiltrado inflamatório cardíaco, independente da co-administração de 

captopril.  

Modelos animais sugerem que B2R participa da fase aguda das respostas 

inflamatórias e da dor, enquanto B1R participa na fase crônica da resposta (Dray & 

Perkins, 1993) o que vai de acordo com o modelo utilizado. No entanto, Phagoo e 

colaboradores observaram que os receptores B1 e B2 podem ser regulados por seus 

agonistas em modelos in vitro e in vivo (Phagoo et al, 1999), onde a ativação de B2R 

induz a produção de citocinas (IL-1β e IL-6) e quimiocinas (IL-8) promovendo a 

regulação positiva de B1R. Por outro, lado B2R é sensível à rápida desensibilização e 

internalização, tornando a resposta dependente da degradação de BK e calidina em 

desArg9-BK e desArg9-calidina. Essas cininas agem no B1R, otimizando a sua 

regulação positiva e mudando a relação do B2R e B1R em mais de 300 vezes (Phagoo 

et al, 1999).  No entanto, no presente trabalho o bloqueio do receptor B2R leva a 

inibição do efeito observado pela maior disponibilização de bradicinina ao sistema, nos 

animais tratados com captopril, indicando que o receptor B1 não participa da indução da 

inflamação cardíaca induzida pela infecção pelo T. cruzi. 

Os principais componentes celulares observados nos infiltrados cardíacos 

mantiveram-se inalterados em todos os grupos experimentais, independente do 

tratamento utilizado, tendo como principal constituinte linfócitos e monócitos, com 

alguns neutrófilos e mastócitos degranulados espaçados pelo tecido. Essa observação 

está de acordo com a descrita para modelos experimentais de infecção pelo T. cruzi, 
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onde os principais constituintes inflamatórios descritos são as células mononucleares 

(Chandrasekar et al, 1996). 

Na caracterização da cardite, foi observado que animais infectados 

apresentaram aumento na fibrose cardíaca, quando comparados aos corações obtidos 

de animais controles. Alguns trabalhos na literatura mostraram o aumento na deposição 

de colágenos no coração, após a infecção experimental, como observado no trabalho 

em questão (Elizari, 1999; Higuchi, 1999). 

Os animais infectados e tratados com captopril apresentaram aumento na 

expressão intersticial de colágenos, quando comparados aos animais infectados e não 

tratados. Os dados obtidos com captopril são contraditórios aos dados apresentados na 

literatura, que demonstram que o tratamento com captopril leva à diminuição na 

expressão de colágenos em tecidos cardíacos, obtidos de animais infectados e 

tratados, quando comparados aos animais infectados não-tratados (Leon et al, 2003). 

Silva e colaboradores observaram que ratos transgênicos que superexpressam 

calicreína tecidual, molécula responsável pela clivagem do cininogênio em cininas, 

desenvolvem hipertrofia cardíaca e fibrose, porém, bem menor quando comparados aos 

ratos selvagens (Tarleton, 1988). O efeito observado com a superexpressão de 

calicreína pode ser similar ao tratamento com captopril, uma vez que ambos resultam 

no acúmulo de bradicinina. Além disso, pacientes tratados com captopril apresentam 

melhora na função cardíaca, quando comparados a pacientes não-tratados (Batlouni et 

al, 1992; Bestetti et al, 1994). 

Entretanto, o tratamento com captopril + HOE-140 ou apenas HOE-140, levou à 

reversão do efeito observado nos animais tratados somente com captopril. Esses dados 

sugerem que o receptor B2R pode ser o receptor utilizado pela via de cininas, sendo a 

sua disponibilização importante para os efeitos observados com o tratamento utilizando 

apenas captopril. 

As análises das fibras reticulares e elásticas apresentaram dados interessantes 

tanto no contexto do padrão normal, animais controles, quanto no contexto da infecção. 

Os dados obtidos demonstraram que a infecção experimental induz aumento na 

produção de fibras reticulares e elásticas e, o tratamento com captopril, leva a um 

aumento ainda maior na expressão dessas fibras no coração, similar aos dados 

encontrados com as fibras colagênicas e intensidade do infiltrado inflamatório. Além 
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disso, novamente, se observou que o bloqueio do receptor B2R leva a reversão dos 

efeitos observados nos animais tratados apenas com captopril.  

A distribuição das fibras reticulares, colagênicas e elásticas apresentaram 

distribuição diferencial entre átrio e ventrículos, porém foi observado que o átrio 

esquerdo mostrou um padrão peculiar em relação às outras câmaras cardíacas. As 

fibras elásticas se apresentam apenas na região atrial, principalmente, no átrio 

esquerdo. As fibras reticulares e colagênicas, embora estejam presentes nas quatro 

câmaras cardíacas, se apresentam em maior concentração no átrio esquerdo. 

Interessantemente, também foi observado que o processo infeccioso leva à presença 

de células inflamatórias, preferencialmente, na região atrial, sendo o átrio esquerdo o 

mais acometido.  As células inflamatórias presentes nessa área, não estão diretamente 

ligadas à presença de parasitos, pois foram apenas identificados parasitos nas regiões 

ventriculares, sugerindo dessa forma, uma possível modulação na relação célula – 

MEC.   

Moléculas de MEC são relacionadas com a migração e o direcionamento das 

células inflamatórias para o sítio infeccioso (Mathis et aI, 1996). Além disso, moléculas 

de MEC são secretadas durante cicatrização tecidual. Assim, em estudos que analisam 

a inflamação num órgão, consideram-se as células inflamatórias e os constituintes 

moleculares da MEC. As análises por imunoistoquímica demonstraram que há aumento 

na expressão de colágeno III nos corações de animais infectados e tratados, quando 

comparados aos animais infectados não-tratados. Esses achados reproduzem dados 

anteriores da literatura que demonstam que animais infectados, apresentam aumento 

na expressão de colágenos III e IV após a infecção experimental pelo T. cruzi (Andrade 

et al, 1989). Animais tratados com captopril ou captopril + HOE-140, apresentaram 

diminuição na expressão de colágeno III nos tecidos cardíacos analisados, quando 

comparados aos animais infectados. Porém, os animais tratados apenas com HOE-140, 

embora apresentassem menor expressão de colágeno III, quando comparados aos 

animais infectados não-tratados, exibiam uma maior expressão quando comparados 

com os animais infectados e tratados com captopril ou captopril + HOE-140. Os dados 

obtidos sugerem que a sinalização antes da infecção é capaz de modular a secreção de 

colágeno durante o processo de inflamação e cicatrização tecidual.  
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Animais infectados apresentam aumento na expressão de FN, quando 

comparados aos tecidos de animais controles. Calvet e colaboradores também 

observaram aumento na expressão de FN em tecidos cardíacos, na fase aguda da 

infecção por T. cruzi, quando esses foram infectados com a cepa Y. Porém, quando os 

animais eram infectados com a cepa Dm28c, não foi observado o mesmo efeito com a 

expressão de FN (Calvet et al, 2004). A cepa utilizada no estudo em questão é DM28c, 

porém foram utilizadas linhagem dos animais e via de inóculo diferentes das utilizadas 

por Calvet e colaboradores, tornando por esses detalhes, os resultados obtidos, 

diferentes. Interessantemente, apenas os animais infectados e tratados com captopril + 

HOE-140 não apresentaram modulação na expressão de FN quando comparados com 

os animais infectados não-tratados. As análises da expressão de FN, nesses animais, 

mostraram que o aumento induzido na expressão dessa proteína durante a infecção 

experimental por T. cruzi pode estar sendo modulado pela sinalização de cininas via 

B1R e B2R, tendo em vista que o bloqueio de B2R e, o aumento de disponibilidade de 

BK, restaura a expressão de FN ao padrão de animais controles. Porém, esse mesmo 

resultado não foi obtido quando os animais foram tratados apenas com HOE-140. 

Por outro lado, LN, outra molécula de MEC que possui importante papel na 

migração e adesão celular não é modulada durante a infecção experimental por T. cruzi 

no modelo experimental utilizado, tanto em animais infectados não-tratados, quanto 

animais infectados e tratados (todos os grupos).  

Curiosamente, gal-3, uma proteína animal ligante de polilactosaminas, dita como 

contra-receptor para LN (Moody et al, 2000), apresenta modulação positiva de sua 

presença no tecido cardíaco, após a infecção experimental pelo T. cruzi. Porém, 

nenhum tratamento foi capaz de alterar a sua expressão e/ ou distribuição no coração 

de animais infectados e tratados.  

Os dados demonstram que a administração de captopril na primeira hora que 

antecede a infecção experimental, assim como o bloqueio do seu receptor constitutivo 

B2, pode modular diferentemente a cardite gerada na fase aguda da infecção 

experimental por T. cruzi, sugerindo que diferentes mecanismos celulares e 

moleculares podem estar sendo sinalizados, como citocinas e células inflamatórias, 

gerando cursos diferenciais ao processo infeccioso e ao dano tecidual.  
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O circuito regulado pelo tipo de citocinas nas primeiras horas de infecção pode 

estar relacionado ao curso da infecção. Em doença de Chagas, diversos autores, 

discutem que esse perfil tipo1 ou tipo 2 de citocinas, produzidas durante a fase aguda 

da infecção, pode estar relacionado aos fatores determinantes, que tornam um paciente 

inderteminado para sempre ou levam a evolução do paciente para a forma crônica 

(Andrade, 1999). No presente trabalho, a modulação da via de cininas, na primeira hora 

antes da infecção gerou alterações no aspecto celular e molecular da cardite aguda. A 

via de cininas, quando ativada, pode utilizar dois receptores diferentemente, os 

receptores B1 e B2. Os receptores B2 são expressos constitutivamente, enquanto os 

receptores B1 têm sua expressão relacionada após a lesão tecidual e presença de IL-1β 

(Silva et al, 2000; Ratner, 1992; Zang & Tarleton, 1996). No modelo experimental 

utilizado, foi observado que a utilização de captopril que aumenta a sobrevida de 

bradicinina, gera sinais que induzem aumento de células inflamatórias para os tecidos 

cardíacos. O bloqueio do receptor B2, diminui a presença de células inflamatórias no 

tecido cardíaco, sugerindo que B2R, module positivamente a migração de células 

inflamatórias para o tecido cardíaco. Esses dados podem estar relacionados com o 

perfil de citocinas geradas, que podem estar recrutando células com perfil imunitário 

diferente, tipo 1 e 2 e, que morfologicamente são impossíveis de serem indentificadas. 

Os animais apresentam maior infiltrado celular e maior deposição de moléculas de 

MEC, sugerindo a presença de células inflamatórias tipo 1, relacionadas a altas 

concentrações de IFN-γ e TNF-α. Dados da literatura discutem que macrófagos podem 

apresentar perfil tipo 1, sendo ótimas células fagocíticas, produtoras de substâncias 

tóxicas ao patógeno e citocinas inflamatórias. Essas células são as primeiras a estarem 

presentes no tecido infectado, porém, após a redimissão parcial ou completa do agente 

infeccioso, um segundo tipo de macrófago, tipo 2, chega ao tecido para promover a 

cicatrização e regeneração tecidual, onde secreta moléculas de MEC e citocinas anti-

inflamatórias como TGF-β e IL-10 (Coura, 2007). Um desbalanço nesse contexto pode 

levar a uma maior lesão tecidual, grande área fibrótica, com perda de importantes 

áreas, que no caso do coração estaria relacionado ao tecido muscular estriado 

cardíaco, gerando falhas na fisiologia cardíaca normal. Assim, a via de cininas pode 

modular o recrutamento diferencial de células para o tecido cardíaco, podendo de forma 

indireta modular o processo cicatricial da cardite aguda. 
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Em resumo, os dados demonstram a presença de infiltrado inflamatório após a 

infecção experimental por T. cruzi em diversas áreas do coração, porém mostrando um 

tropismo pela região atrial. O tratamento com captopril modifica esse padrão de sítio 

inflamatório no coração, levando a uma área intensa de células inflamatórias na região 

ventricular com presença de ninhos de amastigotas. É interessante ressaltar que o 

processo inflamatório na região atrial, observado nos diferentes grupos, exceto nos 

animais tratados com captopril, não estava diretamente relacionado à presença de 

parasitos, tendo em vista não terem sido localizados, em nenhuma das diversas 

análises histopatológicas, a presença de ninhos de amastigotas na região atrial.  As 

análises das colorações específicas e de matriz extracelular e matriproteínas mostraram 

aumento na produção de fibras colagênicas, reticulares, elásticas, moléculas de MEC e 

galectina-3 após a infecção. Além disso, as análises histopatológicas revelaram uma 

distribuição diferente das fibras estudadas nas câmaras cardíacas. Nesse sentido, o 

átrio esquerdo apresenta um maior adensamento das fibras reticulares, colagênicas e 

elásticas em relação às demais câmaras. Provavelmente isso se deve ao fato da 

pressão intratrial esquerda ser bem maior que a direita. Em humanos, a pressão atrial 

esquerda é da ordem de 12mmHg, enquanto que a mesma, no átrio direito, não 

ultrapassa os 5mmHg (Gordon & Taylor, 2005).  
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7. CONCLUSÃO: 
 

Em nosso modelo experimental, observamos que o pico da parasitemia ocorre 

no 7º dia de infecção, e os tratamentos utilizados não foram capazes de modificar a 

curva da parasitemia nem modulá-la, indicando que este parâmetro não sofre 

interferência da via endógena de cininas.  

A utilização de HOE-140 inibiu o aumento da celularidade em linfonodos 

subcutâneos, sugerindo que o bloqueio do receptor B2, pode estar modulando o 

recrutamento celular e a modulação da expansão clonal nestes linfonodos. Contudo, 

este tratamento não acarretou alteração na celularidade tímica. Os demais tratamentos 

não modularam a celularidade, nem em timo, nem em linfonodos subcutâneos. 

Nossos resultados demonstraram também que o sistema endógeno de cininas, 

quando super-estimulado pela inativação da enzima responsável pela inibição da BK, 

pode levar ao aumento do infiltrado inflamatório cardíaco, assim como da expressão 

das fibras elásticas. Por outro lado, o tratamento com captopril levou à diminuição de 

expressão de colágeno total e colágeno III no coração. O tratamento com captopril, não 

só aumentou a presença de infiltrado inflamatório cardíaco, como modificou o padrão 

de distribuição desse, o qual passou de predominantemente atrial para ventricular. 

Além disso, somente nos animais tratados com captopril foi possível observar ninhos de 

amastigotas, sempre de localização ventricular. Contudo, cabe ressaltar que mesmo 

nos animais deste grupo, o encontro de parasitos instalados no coração foi esporádico, 

de maneira que todas as alterações histopatológicas encontradas não apresentaram 

correlação com o encontro de formas parasitárias. 

A indução e inibição da via constitutiva, pela utilização de captopril + HOE-140 

diminuiu o processo fibrótico (colágeno total e colágeno III) e inflamatório no coração, 

quando comparamos com os animais tratados com captopril, voltando ao padrão 

observado nos animais infectados não tratados. Porém, observamos aumento na 

expressão de fibras elásticas no coração, quando comparamos com os animais 

infectados não-tratados, sendo a expressão das fibras elásticas, semelhante a 

observada em animais infectados e tratados com captopril. O tratamento com captopril 

+ HOE-140 diminuiu a expressão de FN no coração, permanecendo essa, semelhante 

ao observado no animal controle.  
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A inibição da via endógena de cininas, pelo bloqueio de receptor constitutivo B2 

(HOE-140), diminuiu o infiltrado cardíaco e a expressão das fibras elásticas e 

colagênicas totais, quando comparado com os animais infectados não-tratados. Por 

outro lado, o tratamento com HOE-140 aumentou a expressão de FN e colágeno III, 

quando comparamos com os animais controles, sendo semelhante à observada nos 

animais infectados não-tratados. 

Foi observada marcante diferença quanto à quantidade e distribuição das fibras 

elásticas presente nos átrios. Nesse sentido, mesmo nos animais não infectados, o átrio 

direito não apresenta fibras elásticas subendocárdicas e exibe pequena quantidade 

destas em localização subpericárdica. O átrio esquerdo, por sua vez, apresenta maior 

quantidade de fibras, que se localizam em ambas as regiões, mas com predomínio 

subendocárdico. Foi observado aumento quantitativo dessas fibras no átrio esquerdo 

dos animais tratados com captopril, com ou sem HOE-140, enquanto que foi notada 

redução nos animais tratados somente com HOE-140. 

Em todos os grupos analisados, o infiltrado inflamatório, quando presente, era 

sempre predominantemente linfo-monocítico. O aumento do infiltrado celular mostrou-

se inversamente proporcional ao processo de formação da fibrose cardíaca.  

Em conclusão nossos dados sugerem que a via de cininas modula a formação 

da fibrose e do infiltrado inflamatório cardíaco, induzido pela infecção aguda pelo T. 

cruzi.  
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