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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO 

A infecção oral pelo Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, 

é a via de transmissão com maior registro de casos no Brasil nos dias de hoje. 

Outros países da América Latina também reportaram surtos associados ao consumo 

de alimentos contaminados. Esta via de infecção apresenta sintomas específicos 

como edema de face e de membros inferiores e, em alguns casos, hemorragias e 

risco de tromboembolismo. Mesmo assim, ainda existem poucos estudos que 

abordam esta via de transmissão tanto ao nível da sua patogênese quanto, mais 

especificamente, ao nível do sistema hemostático e sua interação com o sistema 

imune. Neste trabalho, camundongos BALB/c com idade entre 6±8 semanas foram 

infectados por via oral com 5x104 tripomastigotas metacíclicos da cepa Tulahuén 

derivados de excreta de insetos Triatoma infestans. Quando comparados com os 

controles, os animais oralmente infectados apresentaram altas concentrações 

séricas de citocinas pró-inflamatórias (TNF, IFN-γ e IL-6). As maiores concentrações 

e o aumento da parasitemia foram obtidos entre os 14-28 dias após a infecção (dpi). 

Os hemogramas demonstraram leucocitose e trombocitopenia nos animais 

infectados, resultando em um aumento do sangramento aos 21 dpi. Alterações 

hematológicas paralelas ao prolongamento do tempo de tromboplastina parcial 

ativada, consumo de fator VIII e detecção do D-dímero, sugerem que a infecção pelo 

T. cruzi apresenta sinais de coagulação intravascular disseminada. Notavelmente, o 

bloqueio de IL-6R preveniu as anormalidades hematológicas, revelando o papel 

crítico de IL-6 no curso da infecção oral. Além disso, análises hematológicas em 

camundongos infectados pela via subcutânea indicaram que as perturbações no 

sistema hemostático não são específicas da via de infecção oral. Estes resultados 

demonstram, pela primeira vez, que a infecção pelo T. cruzi, resulta em alterações 

no sistema hemostático e mostram a relevância do "crosstalk" entre inflamação e 

coagulação nesta doença parasitária. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

ABSTRACT 

PhD THESIS 

Oral transmission of Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, is 

presently the most important route of infection in Brazil. Other South American 

countries have also reported outbreaks of acute Chagas disease associated with 

food consumption. A conspicuous feature of this route of transmission is presenting 

distinct symptoms such as facial and lower limbs edema, in some cases bleeding 

manifestations and risk of thromboembolism are evident. Notwithstanding, studies 

that address this route of infection are largely lacking regarding its pathogenesis and, 

more specifically, the crosstalk between immune and hemostatic systems. Here, 

BALB/c mice, aged 6±8 weeks, were orally infected with metacyclic trypomastigotes 

of T. cruzi Tulahuén strain, obtained from excreta of Triatoma infestans. When 

compared with control uninfected animals, orally infected mice presented higher pro-

inflammatory cytokine (TNF, IFN-γ and IL-6) serum levels. The highest 

concentrations and the parasitemia increase were obtained  between 14-28 days 

post-infection (dpi). Blood counts in the oral infected group revealed concomitant 

leukocytosis and thrombocytopenia, resulting in increased bleeding at 21 dpi. 

Hematological changes paralleled with prolonged activated partial thromboplastin 

time, Factor VIII consumption and increased D-dimer levels, suggest that oral T. cruzi 

infection relies on disseminated intravascular coagulation. Remarkably, blockade of 

the IL-6 receptor blunted hematological abnormalities, revealing a critical role of IL-6 

in the course of oral infection. Moreover, haematological analyses in mice 

subcutaneously infected indicated that haemostatic disorders are not specific to the 

oral infection route. These results unravel that acute T. cruzi infection results in 

significant alterations in the hemostatic system and indicates the relevance of the 

crosstalk between inflammation and hemostasis in this parasitic disease. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Doença de Chagas  

1.1.1. Epidemiologia e tratamento 

A doença de Chagas (DC) ou tripanossomíase americana foi descoberta em 

1909 por Carlos Chagas (1) e é causada pelo protozoário hemoflagelado 

Trypanosoma cruzi da família Trypanosomatidae. Segundo a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) esta doença atinge cerca de 6 a 7 milhões de pessoas, a maioria 

em áreas endêmicas da América Latina devido à presença de mais 140 espécies do 

inseto vetor (Triatominae, Hemiptera, Reduviidae), dentre as quais destacam-se 

Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, Panstrongylus megistus e 

Rhodnius robustus (2–4). Somente no Brasil, estima-se que existam entre 1,9 a 4,6 

milhões de pessoas infectadas pelo T. cruzi (3). A DC é uma doença negligenciada e 

está frequentemente associada a populações de baixa renda vivendo em áreas 

rurais, perfil que está sendo alterado devido a fluxos migratórios para zonas urbanas 

e para outros países (3,5). São encontradas pessoas afetadas pela doença fora das 

áreas endêmicas tais como Europa (principalmente, Espanha, Itália, França, Reino 

Unido e Suíça, entre outros), América do Norte (Estados Unidos e Canadá), Ásia 

(Japão) e Austrália (3,5,6) (Figura 1.1).  

Estima-se que mais de 80% dos portadores da DC no mundo não possuam 

acesso ao diagnóstico e tratamento, resultando num agravamento da 

morbimortalidade e custo social da doença (3). O tratamento consiste na utilização 

de medicamentos antiparasitários, como o nifurtimox e o benzonidazol, ambos 

desenvolvidos há mais de 45 anos, pela Bayer (1967) e pela Roche (1971) 

respectivamente (7). Contudo, estas terapias apresentam diversos efeitos adversos 

tais como dermopatia alérgica, erupções cutâneas, náuseas e vômitos e ainda 

longos períodos de tratamento (entre 60-90 dias) levando cerca de 15-20% dos 

pacientes à desistência do tratamento (5,7). Vale ressaltar que ainda não existe 

vacina para a DC (5,6). 
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Figura 1.1 Estimativa global dos portadores da doença de Chagas baseada em dados 

oficiais (2006-2010). Apesar de a América Latina ser a região com maior endemicidade 

devido à presença do vetor, é possível observar casos da enfermidade em outros países 

devido a fluxos migratórios. Adaptado de (5). 

 

1.1.2. Agente etiológico e seu ciclo biológico 

 

O T. cruzi apresenta diversidade biológica, bioquímica e genética pelo que foi 

proposta uma classificação em seis unidades de tipagem discreta (DTUs), 

nomeadas de TcI a TcVI, após uma genotipagem multilocus das cepas(8). O 

parasito possui diferentes estágios evolutivos e dois hospedeiros: o inseto 

triatomíneo e os mamíferos (Figura 1.2). Na via clássica de infecção, o inseto libera 

na sua excreta as formas infectivas e não proliferativas do parasito, as formas 

tripomastigotas metacíclicas, após seu repasto sanguíneo (6). No local da ferida e 

da penetração das fezes, os tripomastigotas invadem as células, geralmente 

macrófagos, fibroblastos e outros tecidos mesenquimais (9,10). Nessas células, os 

parasitos escapam dos vacúolos parasitóforos e sofrem diferenciação para a forma 

amastigota. Os amastigotas intracelulares são morfologicamente bem distintos dos 

tripomastigotas, apresentando flagelo curto e internalizado. Esta forma do parasito é 

proliferativa e multiplica-se por divisão binária no citoplasma da célula hospedeira. 

Depois de vários ciclos de divisão, os amastigotas diferenciam-se em 
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tripomastigotas sanguíneos e acabam por lizar a célula, disseminando-se pela 

corrente sanguínea e infectando outros tecidos (10). Estando na circulação dos 

indivíduos, o tripomastigota sanguíneo está sujeito a ser ingerido por um triatomíneo 

durante seu repasto. Uma vez no intestino médio do triatomíneo, os tripomastigotas 

ingeridos diferenciam-se na forma epimastigota que se replica. Por fim, o ciclo se 

completa quando epimastigotas migram para a região posterior do reto do inseto, 

onde ocorre a sua diferenciação em tripomastigota metacíclico, forma que é liberada 

na excreta do triatomíneo (11). Esses dejetos também podem ser ingeridos 

juntamente com alimentos, assim como o triatomíneo triturado constituindo a via de 

transmissão oral (Figura 1.2 – 8), descrita com mais detalhes em “1.1.3 Vias de 

transmissão”. 

 

 

Figura 1.2 Ciclo biológico do T. cruzi no triatomíneo e no mamífero. (1) O inseto 

hematófago alimenta-se de sangue humano ou de animal doméstico ou silvestre, contendo 

as formas infectivas tripomastigotas sanguíneas. Os tripomastigotas sanguíneos ingeridos 

diferenciam-se e replicam-se sob a forma epimastigota (2, 3) no estômago e posteriormente 

no intestino médio do triatomineo. (4) Na porção final do intestino do inseto, as formas 

epimastigotas se diferenciam em formas infectivas tripomastigotas metacíclicas que serão 

liberadas juntamente com as fezes. (5) Ao se coçar, o indivíduo leva o parasito presente nas 
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fezes do barbeiro até o local da picada, por onde o protozoário pode penetrar, invadindo 

macrófagos, fibroblastos e outras células locais. (6) No interior das células, a forma 

tripomastigota sofre uma diferenciação reduzindo o comprimento de seu flagelo e se 

tornando arredondado. Esta forma amastigota se multiplica. (7) Após se multiplicar, as 

amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguíneos, rompem a célula hospedeira e 

alcançam a circulação sanguínea, disseminando a infecção. (8) Alimentos contaminados 

(carne mal cozinhada de animais silvestres, suco de frutos) com fezes de barbeiro 

infectadas com o T. cruzi (8a e 8b) também podem iniciar uma infecção no homem pois os 

parasitos são capazes de infectar células da boca e do estômago. Fonte: Adaptado de (11).  

 

1.1.3. Vias de transmissão 

 

A DC em humanos apresenta vias de transmissão primárias (via vetorial clássica, 

via de transmissão congênita, transfusional e oral) e secundárias, que ocorrem com 

menos frequência, tais como transplante de órgãos, acidentes de laboratório ou em 

ambiente hospitalar (12). Existem outras vias hipotéticas de transmissão, a 

transmissão sexual e por amamentação (caso específico de infecção oral), alvo de 

estudo nos últimos anos (13). 

 

 

Figura 1.3 Vias de transmissão da doença de Chagas. Via vetorial clássica (1), via de 

transmissão congênita (2), transfusional (3), oral (4), por transplante de órgãos (5) e por 

acidentes de laboratório (6). Adaptado de (11).  
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Em 2006, o Brasil foi o primeiro país da América Latina a ganhar a certificação 

internacional de erradicação da transmissão da DC pelo T. infestans, conferida pela 

Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) (14). Esta espécie  era considerada 

a principal transmissora no país por ser domiciliada (15). As medidas de controle 

adotadas, centradas no combate aos vetores domiciliados com inseticidas, 

proporcionaram uma diminuição significativa de notificações de casos agudos no 

país. Contudo, ainda ocorrem casos de infecção por esta via, representando cerca 

de 6,4% dos casos no Brasil entre 2000 a 2013 (16). Por este motivo, ocorreu uma 

modificação considerável na epidemiologia da doença, no que diz respeito à sua 

incidência e formas de transmissão sendo que as vias alternativas de infecção vêm 

ganhando importância (17–19).  

A transmissão congênita ou vertical ocorre quando o parasito atravessa a 

barreira placentária e atinge a circulação fetal afetando entre 1-10% dos fetos (20). 

O risco de transmissão parece ser maior durante a fase aguda da DC, quando a 

parasitemia da gestante é mais elevada, mas é possível ocorrer transmissão para o 

feto durante a fase crônica (6) e em qualquer momento da gestação sendo mais 

preponderante no segundo e terceiro trimestres da gravidez (21). No Brasil, o 

inquérito nacional demonstrou prevalência de 0,02% para esta forma de 

transmissão, identificando que 60% dos casos confirmados de infecção vertical eram 

do Estado de Rio Grande do Sul (16).  

Apesar do reconhecimento da transfusão sanguínea como via de transmissão da 

DC em 1952, somente em 1980 com a pandemia do vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) é que foram implementados programas de controle nos bancos de 

sangue dos países da América Latina de forma a prevenir a transmissão de várias 

doenças, entre elas a DC (22). Uma das medidas obrigatórias no Brasil foi a seleção 

sorológica das amostras dos candidatos à doação além da necessidade de 

responder a um questionário epidemiológico de forma a avaliar a probabilidade do 

indivíduo estar infectado pelo T. cruzi reduzindo o risco de infecção para 1:200.000 

unidades de sangue (23). No caso de transplantes, o risco de transmissão da DC 

ocorre através de órgãos ou tecidos de um doador infectado para um receptor, 

mesmo que o primeiro não apresente manifestações clínicas da doença. O fato de o 

receptor do transplante ter de fazer terapia imunossupressiva, facilita a transmissão 

por esta via. O risco de transmissão varia de órgão para órgão sendo cerca de 10-

20% para rins e fígado e superior a 75% do caso de transplante de coração (24). 
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A transmissão oral é causada pela ingestão de alimentos contaminados tais 

como açaí, bacaba, babaçu, cana-de-açúcar e outros sucos e frutas, em decorrência 

do contato com a excreta do triatomíneo contendo o T. cruzi ou com o próprio inseto 

macerado acidentalmente junto aos alimentos; ingestão de alimentos contaminados 

com secreções das glândulas anais de marsupiais; ingestão de carnes de caça 

cruas ou mal cozidas de animais silvestres infectados, como por exemplo de gambá 

e tatu, hospedeiros vertebrados do parasito (3,6,25).  

A ingestão destes alimentos leva a ocorrência de surtos uma vez que acometem 

indivíduos de uma mesma família ou comunidade que compartilharam a mesma 

refeição. Estes surtos de transmissão oral da DC tornaram-se frequentes sobretudo 

na região amazônica do Brasil e em outros países da América Latina (3,6,25). 

O primeiro caso de infecção oral pelo T. cruzi descrito no Brasil  ocorreu em 1965 

numa escola na cidade de Teutônia no Rio Grande do Sul (26). O inquérito 

epidemiológico apontou a ocorrência de um surto de transmissão oral da DC, uma 

vez que foram diagnosticados concomitantemente 17 casos sérios de miocardite 

aguda. Os pacientes não apresentavam sinais da porta de entrada, como danos 

cutâneos ou nas mucosas e não existiam triatomíneos na escola que pudessem ter 

infectado os indivíduos pela via vetorial. Foi identificada a presença de Didelphis 

spp. na escola, sugerindo que a infecção ocorreu pela ingestão de alimentos 

contaminados pelas secreções das glândulas anais do animal.  

Dados publicados em 2015 pelo MS mostram que a via oral é a forma de 

transmissão mais frequente no Brasil, representando cerca de 70% dos indivíduos 

infectados entre 2000 e 2013 (16). Dados do nosso grupo tendo por base número de 

notificações e confirmações do Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

(SINAN) no Estado do Pará, mostraram que entre os anos de 2000-2016 foram 

confirmados 2.030 casos de DC aguda com alta incidência nos meses de agosto a 

dezembro, coincidindo com a safra do açaí, alimento fundamental na dieta dos 

paraenses e de subsistência da sua população (27).  
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Figura 1.4 Casos confirmados de doença de Chagas aguda. Segundo ano de notificação 

e forma de transmissão tendo por base o Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

para Doença de Chagas Aguda (SINAN). Brasil, 2000 a 2013. Adaptado de (16). 

 

A DC assim como as restantes doenças negligenciadas, sempre estiveram 

relacionadas às baixas condições socioeconômicas dos portadores. Contudo, os 

surtos de infecção oral podem atingir indivíduos com condições socioeconômicas 

mais altas (28). 

Além do Brasil, outros países da América Latina tais como Argentina, Bolívia, 

Colômbia, Guiana Francesa, Equador e Venezuela, apresentam casos de 

transmissão da doença Chagas por via oral (3,25,29,30). Um dos maiores surtos de 

infecção oral descritos na literatura ocorreu em uma escola em Caracas, na 

Venezuela, afetando alunos, professores e trabalhadores da instituição de ensino. 

Nesse surto foram confirmados 103 casos de infecção oral através da ingestão de 

suco de goiaba contaminado (30).  

No que concerne as vias hipotéticas de transmissão,  verificou-se em um estudo 

longitudinal no Pará com pacientes na fase aguda da DC e suas famílias, que 

amostras de sêmen destes indivíduos contendo parasitos quando injetadas na 

cavidade peritoneal ou colocadas na vagina de fêmeas BALB/c, tinham capacidade 

infectiva, sugerindo a transmissão sexual. Passadas cinco semanas da infecção, 

foram detectados ninhos de amastigotas no coração e músculos esqueléticos dos 

animais e parasitos em diferenciação no lúmen do ducto deferente e na tuba uterina 

dos animais (13).   
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Ainda existem debates sobre o risco de transmissão oral pela amamentação. 

Apesar de terem sido encontradas formas tripomastigotas no leite de camundongos 

infectados experimentalmente e no leite de mães portadoras da DC na fase aguda 

(existindo controvérsias sobre a contaminação do leite com sangue de mamilos 

gretados e feridos), a infecção por esta via tanto em humanos como em modelos 

experimentais não está estabelecida (31). 

1.1.4. Aspectos clínicos e patogênese 

A DC apresenta duas fases clínicas: aguda e crônica. A fase aguda da doença é 

caracterizada por um elevado número de parasitos circulantes e nos tecidos 

enquanto que a fase crônica, contrariamente à fase aguda, possui uma baixa 

parasitemia, sendo muito rara a sua detecção em exames diretos (6). 

 Na fase aguda, geralmente oligossintomática, os pacientes apresentam 

sintomas inespecíficos tais como febre prolongada, mialgia, cefaleia, náuseas, 

diarreia, linfadenomegalia e hepatoesplenomegalia (6). Este fato dificulta o 

diagnóstico da infecção nos estágios iniciais e limita a disponibilidade de estudos 

com os pacientes nesta fase (32). No caso da infecção pela via vetorial clássica, é 

possível observar um chagoma de inoculação, edema com reação inflamatória local 

da picada, que quando ocorre na pálpebra é denominado de sinal de Romaña. Um 

outro sintoma importante da fase aguda é a miocardite causada pelo parasitismo das 

fibras cardíacas que levam a uma intensa resposta inflamatória no coração. Os 

sintomas da via de transmissão oral são mais específicos compreendendo o edema 

de face e membros inferiores e, em alguns casos, sangramento digestivo 

(hematêmese, hematoquezia ou melena) e, eventualmente, outros tipos de sinais 

hemorrágicos tais como epistaxe, petéquias, períodos menstruais mais intensos e 

ainda, tromboembolismo (33–35).  

Dependendo do surto e de fatores como tamanho do inóculo, cepa do T. cruzi, 

"background" genético do hospedeiro, tempo de diagnóstico entre outros, pacientes 

infectados vão a óbito durante a fase aguda devido a complicações decorrentes de 

miocardite, meningoencefalite e ainda hemorragias digestivas (36).  A fase aguda da 

infecção oral geralmente apresenta maior gravidade e mortalidade quando 

comparada com a via clássica da doença (8-35% e <5-10% respectivamente) (6).  

Segundo o II Consenso Brasileiro em DC, o diagnóstico da fase crônica é 

essencialmente sorológico, uma vez que devido à parasitemia subpatente durante 

esta fase, os métodos parasitológicos apresentam baixa sensibilidade. Considera-se 



9 
 

indivíduo infectado na fase crônica aquele que apresenta anticorpos IgG contra T. 

cruzi no soro detectados por meio de dois testes sorológicos com princípios distintos 

ou com diferentes preparações antigênicas (3). Alguns pacientes não apresentam 

manifestações clínicas, eletrocardiográficas ou radiológicas significativas(6) e 

permanecem nessa forma indefinidamente, sendo denominada de forma 

indeterminada. Contudo, cerca de um terço dos portadores da DC infectados pela 

via vetorial clássica, desconhecendo-se até então o motivo, passados geralmente 

entre 10-20 anos, evoluem para a fase crônica determinada da doença, com 

comprometimento cardíaco, digestivo (síndrome megaesôfago e megacólon) e/ou 

neurológico (6). A cardiomiopatia chagásica crônica (CCC) é um dos sintomas mais 

importantes da doença e a principal causa de morte nos pacientes crônicos. Na 

maioria dos casos, essa miocardite gera cardiomegalia, complicações 

tromboembólicas sistémicas e pulmonares e falência do órgão (6,37). Indivíduos 

crônicos imunocomprometidos, como por exemplo com coinfecção do HIV ou sob 

tratamento com corticosteroides, podem apresentar uma reativação da doença (38).   

No que refere à patogênese da DC, a maioria do conhecimento adquirido até à 

atualidade advém de estudos com modelos experimentais, muitos deles utilizando a 

via de infecção intraperitoneal (IP), que não mimetiza nem a via natural de infecção, 

a via vetorial clássica, nem a via mais frequente de transmissão no Brasil, a via oral. 

Camundongos infectados pela via IP apresentam maior parasitemia e mortalidade 

quando comparados com animais infectados pelas vias de mucosa com o mesmo 

inóculo (39–41). O nosso grupo demonstrou que a via de infecção pode influenciar 

diretamente os tecidos alvo da infecção, além da resposta imune, infecção e 

mortalidade do hospedeiro, podendo assim ser considerada um fator preponderante 

na patogênese da DC (39,42). No primeiro estudo, camundongos BALB/c infectados 

pela via oral (OI) com a cepa Tulahuén (TcVI), apresentaram maior parasitemia, 

maior mortalidade, danos hepáticos mais graves com maiores concentrações séricas 

de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e maior 

secreção de citocinas pró-inflamatórias Th1 (mais especificamente TNF e IFN-γ)  

responsáveis pela ativação da resposta inflamatória local e sistêmica, quando 

comparados com os animais infectados por via intragástrica (IG). Os animais 

infectados por IG, por sua vez, apresentaram uma miocardite mais grave e maiores 

concentrações da citocina Th2 reguladora IL-10 permitindo um controle da resposta 

inflamatória  e de TGF-β, um mediador fundamental no reparo tecidual (Figura 1.5 A, 

B). Tanto IL-10 como TGF-β inibem a função microbicida dos macrófagos (43,44). 
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No coração e no fígado de animais infectados por IG ou OI podem ser encontrados 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos T CD4+ e CD8+ sendo que os macrófagos 

constituem a principal fonte de TNF tecidual (41).  

O bloqueio de TNF nos animais oralmente infectados a partir dos 14 dpi reduziu 

significativamente a mortalidade sem alterar a parasitemia, mostrando o importante 

papel de TNF no curso da infecção oral (39). As citocinas Th1, como TNF, IL-6 e 

IFN-γ, são cruciais na fase inicial da infecção, uma vez que apresentam um efeito 

protetor na resposta imunológica contra este parasito, mas quando produzidas em 

excesso podem contribuir para danos teciduais (39). Camundongos deficientes em 

IL-6 e inoculados pela via subcutânea (SC) com 3000 tripomastigotas da cepa 

Tulahuén apresentaram maior parasitemia e foram a óbito dias antes dos animais 

selvagens demonstrando que uma deficiência em IL-6 aumenta a susceptibilidade à 

infecção pelo T. cruzi (45). As citocinas Th17, como IL-17A, também têm um papel 

importante em infecções por vias de mucosa, uma vez que estão envolvidas na 

formação da barreira gastrointestinal (46) e conforme esperado, animais OI e GI 

apresentam concentrações séricas elevadas desta citocina (39).   

Em outro trabalho com a via de inoculação oral, observou-se por 

bioluminescência que, no início da infecção, a região nasomaxilar é o principal local 

de invasão, interação e replicação do T. cruzi (Figura 1.5 C). A partir deste local, o 

parasito dissemina-se para outros órgãos alvo, tais como coração, linfonodos 

mandibulares, fígado, baço, cérebro, órgãos sexuais masculinos, estômago, 

esófago, entre outros,  sendo possível detectar o parasito por bioluminescência e por 

reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) nestes órgãos 

aos 7, 14 e 21 dpi (42). 
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Figura 1.5 Parasitemia, análise de citocinas  e tecidos alvo durante a fase aguda da 

infecção oral pelo T. cruzi. (A) Camundongos BALB/c foram infectados com 5x104 formas 

tripomastigotas derivadas de cultura de T. cruzi (cepa Tulahuén) por gavagem (GI) ou pela 

cavidade oral (OI). A parasitemia (média e erro padrão da média) foi quantificada durante a 

fase aguda e expressa em Ln parasitos por mL. (B) Análise de citocinas em camundongos 

GI e OI. Durante o curso da fase aguda da infecção, foram medidas as concentrações 

séricas das citocinas IFN-γ, TNF, IL-17, IL-10, e TGF-β nos controles e nos animais 

infectados por uma análise multiplex. Os resultados foram analisados estatisticamente 

usando o teste de Kruskal-Wallis com comparação múltipla de Dunn, *p = 0.05; **p = 0.01; 

***p = 0.001. (C) Distribuição do parasito durante a infecção oral. Camundongos BALB/c 

foram infectados pela via oral (OI) com 1x106 formas tripomastigotas de T. cruzi 

expressando luciferase (cepa Dm28c-luc). As imagens representativas de bioluminescência 

foram adquiridas do mesmo animal (n=6) a 7 e 21 dpi, após 15 min da injeção intraperitoneal 

com D-luciferina (150 mg/kg), usando o sistema IVIS® Lumina (Xenogen). Adaptado de (47).      

 

1.2. Aspectos gerais sobre hemostasia 

A palavra hemostasia tem origem do grego hemo (sangue) + stasis (fazer parar) 

e consiste no processo de manter o sangue dentro do vaso após uma injúria além de 
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manter o sangue livre de coágulos em condições fisiológicas (48). Isto é possível 

através da formação de coágulo, sua subsequente dissolução e por fim reparo do 

tecido que sofreu o dano. A hemostasia é mantida por um balanço entre a ativação 

da coagulação e a fibrinólise e é dividida em dois estágios: primário e secundário. 

Resumidamente, o estágio primário envolve a vasoconstrição, a ativação e 

agregação das plaquetas. Por sua vez, o estágio secundário envolve a ativação dos 

mecanismos de coagulação, formação do coágulo e sua subsequente dissolução e 

fibrinólise (49). 

 

1.2.1. Hemostasia primária 

A hemostasia primária baseia-se na formação do tampão plaquetário no local do 

dano vascular. É constituída fundamentalmente por quatro etapas: i) vasoconstrição; 

ii) adesão plaquetária; iii) ativação plaquetária; iv) agregação plaquetária (50). A 

primeira etapa do estágio primário consiste na constrição do vaso que sofreu um 

dano que irá reduzir o fluxo sanguíneo no local, evitando perdas de sangue. A matriz 

extracelular (ECM), composta majoritariamente por colágeno e elastina, torna-se 

altamente trombogênica promovendo a adesão e agregação de plaquetas (51). Uma 

das moléculas responsáveis pela adesão das plaquetas ao colágeno é a 

glicoproteína fator von Willebrand (vWF) produzida pelas células endoteliais e pelos 

megacariócitos. Contudo, essa adesão é influenciada pelo “shear stress”, isto é, pela 

força tangencial do sangue circulando na superfície endotelial. Quando este estresse  

é baixo, a ligação ao colágeno ocorre através dos receptores integrina α2β1 (GPIa-

IIa) e GPVI das plaquetas. Quando é alto, via ligação do receptor GPIb-IX-V das 

plaquetas ao vWF (50). À medida que aderem à parede do vaso e ao colágeno, as 

plaquetas mudam dramaticamente a sua forma de disco achatado para a forma de 

esferas, sofrendo uma dilatação e centralização das organelas com surgimento de 

pseudópodes aumentando a sua superfície de contato (Figura 1.6).  
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Figura 1.6 Plaquetas humanas observadas em microscopia eletrônica de varredura. A 

morfologia de disco achatado das plaquetas em repouso quando circulam normalmente pelo 

sangue pode ser vista; parcialmente ativadas com alterações morfológicas e formação de 

pseudópodes e totalmente ativadas formando agregados (da esquerda para a direita) (52).  

 

O processo de ativação é mediado por uma complexa interação entre o 

citoesqueleto, efetores intracelulares e influxo de Ca2+ que promove a formação 

desses pseudópodes(53). Como é possível observar na Figura 1.7, durante esta 

mudança morfológica, as plaquetas liberam agonistas para estimular a agregação de 

mais plaquetas, tais como o a adenosina difosfato (ADP) e serotonina dos seus 

grânulos densos, e ativam a via da cicloxigenase-1 (COX-1) que desencadeia a 

síntese das prostaglandinas. A enzima tromboxano-sintetase age sobre a 

prostaglandina, realizando assim a síntese do tromboxano A2 (TXA2). O TXA2 age 

como um potente agregador de plaquetas e vasoconstritor (54).  
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Figura 1.7 Esquema simplificado de etapas da hemostasia primária. Representação da 

adesão das plaquetas, ativação e agregação em resposta ao dano no vaso sanguíneo e 

exposição do subendotélio. Asteriscos representam interações que ocorrem com alto “shear 

stress”. Adaptado de (55).  

 

As plaquetas uma vez ativadas expõem à sua superfície fosfatidilserina 

carregada negativamente. Esses fosfolipídeos formam a superfície ideal para a 

ativação dos fatores da cascata de coagulação e geração de trombina, o fator mais 

potente de agregação plaquetária. A trombina aciona todos os mecanismos 

anteriormente mencionados aumentando ainda mais a ativação plaquetária (50).  

 

1.2.2. Hemostasia secundária 

Após a etapa de hemostasia primária, é necessária a estabilização do tampão 

plaquetário para interromper qualquer possível sangramento. Esse processo 

consiste em uma série de reações bioquímicas envolvendo proteínas denominadas 

de fatores de coagulação. Essas interações complexas culminam na conversão de 
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uma proteína solúvel, o fibrinogênio, em uma proteína insolúvel, a fibrina, que forma 

a estrutura do coágulo. O modelo in vivo para a hemostasia secundária enfatiza a 

interação dos fatores da coagulação com superfícies celulares específicas e será 

explicado de seguida. 

 

1.2.2.1. Hemostasia secundária in vivo: modelo baseado em superfícies 

celulares 

 

O modelo de ativação em superfícies celulares (Figura 1.8), amplamente 

utilizado na atualidade (56), é dividido em três fases: i) iniciação; ii) amplificação; iii) 

propagação (57) ou estabilização (58). Os intervenientes nestas fases são fatores de 

coagulação, várias pró-enzimas que são convertidas a enzimas ativas através de 

outros fatores de coagulação e seus cofatores. A primeira fase inicia-se quando 

ocorre um dano na vasculatura e as células subendoteliais como fibroblastos e 

células do músculo liso ficam expostas à corrente sanguínea. Estas células 

expressam à sua superfície o Fator Tecidual (TF), o cofator do Fator VII (FVII). Após 

ligação do TF ao FVII ocorre uma clivagem proteolítica e o FVII é convertido em FVII 

ativado (FVIIa). A atividade do FVIIa é dependente do TF, isto é, sem a sua ligação, 

o FVIIa apresenta baixa atividade uma vez que apresenta um resíduo de metionina 

[156] que o mantém na sua conformação de zimogênio (59). O complexo TF/FVIIa é 

responsável pela conversão do Fator IX (FIX) e Fator X (FX) em FIXa e em FXa. 

Nesta fase são geradas baixas concentrações de fatores de coagulação ativados. 

Posteriormente, na superfície das plaquetas ativadas, ocorre a formação do 

complexo protrombinase, constituído pelo FXa associado ao cofator Fator V ativado 

(FVa) que culminará na conversão da protrombina a trombina (57) e liberação do 

peptídeo fragmento 1+2 da protrombina (F1+2). Na fase de amplificação, como o 

nome indica, a concentração dos fatores de coagulação aumenta substancialmente. 

Uma vez que a trombina formada na fase de iniciação não é suficiente para a 

formação de um coágulo estável, existem vários "feedbacks" positivos responsáveis 

pela ligação da trombina às plaquetas que aderiram ao local do dano que irão 

contribuir para a sua ativação. Essa trombina ativa o FV e o Fator VIII (FVIII) que 

serve como cofator do complexo protrombinase e acelera a ativação da protrombina 

pelo FXa e do FXa pelo FIXa, respetivamente (57). Ao contrário da fase de iniciação, 

que ocorre à superfície de células que expressam o TF, a última fase do modelo de 

ativação em superfícies celulares, a fase de propagação, ocorre em superfícies 
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contendo fosfolipídeos procoagulantes, como as plaquetas ativadas. Nesta fase, os 

fatores de coagulação ligam-se às membranas procoagulantes das plaquetas para 

formação dos coágulos de fibrina. O Fator XI (FXI) converte FIX em FIXa que depois 

se associa ao FVIII que foi clivado pela trombina. A trombina é também responsável 

pela ativação do Fator XIII (FXIII) que faz o "cross-linking" dos polímeros de fibrina 

com ligações covalentes conferindo dessa forma estabilidade e elasticidade ao 

tampão de plaquetas. A trombina ainda ativa o TAFI (inibidor da fibrinólise ativado 

pela trombina) que protege o coágulo do processo de fibrinólise (57). 

 

Figura 1.8 Cascata de coagulação modelo de ativação em superfícies celulares. Após 

dano endotelial, o fator tecidual (TF) é exposto na corrente sanguínea e liga-se ao fator VII 

(FVII), tornando-se fator VII ativado (FVIIa). O complexo fator tecidual: fator VII ativado 

(TF:FVIIa) formado, permite a consequente ativação do fator X (FX) a fator X ativado (FXa) 

e da protrombina. Ao mesmo tempo, pequenas quantidades geradas de trombina 

(representada na figura por FIIa) (fase de iniciação) alimentam o "feedback" ativando o fator 

FXI (FXIa) e fator IX (FIXa) na superfície das plaquetas. O FIXa vai ativar o FX e em 

simultâneo, a trombina irá ativar o fator VIII (FVIII) (cofator do FIX) e fator V (FV) (cofator do 

FX) iniciando a fase de amplificação o que aumenta drasticamente a atividade catalítica dos 

FIX e FX. Por último, a formação da trombina culminará na deposição da fibrina. Em 

paralelo, os polifosfatos (Poli P) liberados pelos grânulos densos das plaquetas ativadas 

podem estimular adicionalmente a ativação dos fatores FXII, FV e FXI. Adaptado de (57). 
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1.2.2.2. Ativação da hemostasia secundária in vitro 

 

É possível avaliar laboratorialmente a coagulação sanguínea. Contudo, é 

necessário o entendimento do primeiro modelo de coagulação proposto em 1964, o 

modelo clássico da cascata de coagulação. Este modelo é composto por três vias: a 

via intrínseca e a via extrínseca que convergem na via comum (Figura 1.9). A 

denominação de via intrínseca está relacionada ao fato dos seus constituintes 

estarem presentes no sangue enquanto que no caso da via extrínseca, é necessário 

um fator externo ao sangue, o TF, que provem do tecido extravascular (57).  

Na via intrínseca, a ativação do FXII ocorre quando o sangue entra em contato 

com uma superfície contendo cargas elétricas negativas. Tal processo é 

denominado "ativação por contato" e requer ainda a presença de outros 

componentes do plasma, a pré-calicreína (uma serinoprotease) e cininogênio de alto 

peso molecular (um cofator não enzimático). O FXIIa ativa o FXI que, por sua vez, 

ativa o FIXa. O FIXa, na presença de FVIIIa e de íons cálcio (complexo tenase), 

ativa o FX da coagulação (elemento da via comum) que juntamente com o FVa e 

cálcio, desencadeia a geração de trombina e, subsequentemente, formação de 

fibrina (60). 

Na via extrínseca, o FVII plasmático é ativado na presença de seu cofator, o TF, 

formando o complexo FVIIa/TF, responsável pela ativação do FX.  

Na via comum, a protrombina é ativada pelo FXa (tanto pela via intrínseca como 

pela via extrínseca) formando-se a trombina. A trombina converte fibrinogênio em 

fibrina, mas também ativa o FXIII, responsável pela polimerização (“cross-linking”) da 

fibrina (60).  
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Figura 1.9 Modelo clássico da cascata de coagulação. 

 

Os distúrbios da via intrínseca e extrínseca podem ser avaliados clinicamente, 

através da medição do tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e do tempo 

de protrombina (PT), respectivamente (61). No primeiro teste, o plasma citratado é 

incubado com um reagente contendo fosfolipídios e um ativador plasmático, por 

exemplo, sílica, caulim, ácido elágico, que irá ativar o FXII da via intrínseca. Após a 

adição de cálcio, faz-se a medição do tempo de formação do coágulo. Quanto maior 

for esse tempo, maior será o tempo necessário para converter a protrombina em 

trombina e gerar a fibrina (Figura 1.10). Em relação ao PT, procede-se à adição de 

um excesso de TF e cálcio ao plasma citratado e mede-se o tempo de coagulação 

do plasma (Figura 1.10). O PT estará aumentado em casos de deficiência de FVII, 

FX, FV, protrombina e fibrinogênio, em indivíduos que fazem uso de anticoagulantes 

ou apresentem doenças hepáticas e deficiência de vitamina K, pois a protrombina e 

os FVII e FX são dependentes desta vitamina (62). 
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Figura 1.10 Mecanismo de coagulação medido laboratorialmente através dos tempos 

de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e de protrombina (PT). 

 

1.2.3. Reguladores fisiológicos da coagulação 

O processo de coagulação sanguínea é extremamente complexo e 

potencialmente danoso e por isso, altamente regulado em cada via de ativação. 

Existem três proteínas inibitórias principais que atuam como anticoagulantes 

naturais: inibidor da via do fator tecidual (TFPI), a antitrombina (AT) e o sistema da 

proteína C. 

 

1.2.3.1. Inibidor da via do fator tecidual 

 

O TFPI é o inibidor primário do início do processo de coagulação e a sua 

expressão modula a gravidade de várias doenças. Esta proteína é secretada pelo 

endotélio e tem a capacidade de inibir o complexo TF-FVIIa e o fator Xa. Não 

existem casos de pacientes com deficiência em TFPI o que parece indicar que uma 

deficiencia homozigótica deste regulador é uma condição letal (63). Camundongos 
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"knockout" para TFPI têm um fenótipo letal com ativação descontrolada da 

coagulação e com consumo exacerbado dos fatores citados anteriormente (64). 

 

1.2.3.2. Antitrombina 

 

A AT é o inibidor primário da trombina e também exerce um papel inibitório sobre 

os fatores FXIa, FXa e FIXa. A AT neutraliza a trombina formando um complexo 

estequiométrico denominado de trombina-antitrombina (TAT). As concentrações de 

TAT refletem a geração de trombina e por esse motivo, a quantificação deste 

complexo é utilizada como marcador de ativação de coagulação intravascular e 

também no diagnóstico de eventos tromboembólicos (65).  

O efeito da heparina como anticoagulante é o resultado da aceleração do efeito 

da AT através de uma mudança conformacional no seu centro reativo o que a torna 

uma inibidora de coagulação muito mais eficiente (em concentrações ótimas de 

heparina, a atividade da AT pode aumentar 2000 a 4000 vezes). Concentrações 

baixas de AT estão relacionadas com um risco aumentado de trombose (66).  

 

1.2.3.3. Sistema da proteína C 

 

A proteína C é uma glicoproteína plasmática dependente de vitamina K com 

capacidade anticoagulante, pró-fibrinolítica e anti-inflamatória, responsável pela 

regulação da fase de propagação, ativada pela trombina ligada à proteína de 

membrana endotelial, trombomodulina. Após a sua ativação e conversão em 

proteína C ativada (APC) ela atua, juntamente com os seus cofatores, a proteína S e 

fosfolipideos, na degradação dos fatores FVa e FVIIIa (66). Uma molécula de 

trombina tem a capacidade de ativar várias moléculas de proteína C, levando a um 

efeito de amplificação na clivagem dos fatores FVa e FVIIIa. A proteína S é uma 

glicoproteína dependente de vitamina K, cofator da APC e é sintetizada pelos 

hepatócitos e pelas células endoteliais (58). A baixa expressão de APC, proteína S 

ou mutações que provoquem resistência à APC (FV Leiden) estão associadas a 

riscos elevados de trombose (66).  

1.2.4. Fibrinólise 

A degradação de um coágulo é denominada de fibrinólise e pode ocorrer na 

superfície do trombo contendo fibrina ou em células que expressam receptores 
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profibrinolíticos (67). Após a recuperação do dano no vaso sanguíneo, o trombo 

necessita ser lisado através de uma enzima denominada plasmina. A plasmina é 

gerada através da conversão do zimogênio plasminogênio que se encontra na 

superfície do coágulo ou na superfície de células pelas serina proteases tPA 

(ativador do plasminogênio tecidual) e uroquinase (uPA) (67). Desta proteólise 

resultam produtos de degradação da fibrina (FDP), como o  fibrinopéptido B e o D-

dímero que resultam da clivagem pela plasmina no sítio do fragmento D. O D-dímero 

reflete a atividade da plasmina e é utilizado amplamente como marcador de 

coagulação intravascular disseminada (DIC) (68), embolia pulmonar, trombose 

venosa profunda(69) e trombose associada ao câncer (70).  

O tPA é produzido e liberado pelas células endoteliais enquanto que a uPA é 

sintetizada por monócitos, macrófagos e pelo epitélio urinário (67). Ambas as 

enzimas têm tempos de vida extremamente curtos (4 a 8 min) devido às altas 

concentrações dos seus inibidores, tais como o inibidor do ativador do 

plasminogênio (Tipo 1) (PAI-1). A plasmina por sua vez também possui uma enzima 

inibidora denominada de α2-antiplasmina (α2-AP). O risco de uma potencial trombose 

vascular depende, portanto, de um balanço entre a ativação do plasminogênio e a 

atividade da plasmina e de todos os inibidores mencionados anteriormente na 

circulação. A Figura 1.11 representa um esquema simplificado dos intervenientes no 

processo de fibrinólise. 

 

Figura 1.11 Esquema simplificado do sistema fibrinolítico e seus intervenientes.  
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Após ativação do plasminogênio pelos seus ativadores (tPA e uPA), a plasmina é 

gerada. Os ativadores de plasminogênio por sua vez, são regulados pelo PA-1. A 

atividade enzimática da plasmina é inibida pela α2-antiplasmin (α2-AP) (66).  

 

1.3. "Cross-talk" entre inflamação e coagulação 

Infecções graves causam, normalmente, alterações no equilíbrio hemostático. 

Diferentes estudos demonstram que as citocinas pró-inflamatórias são intervenientes 

nesse desequilíbrio uma vez que influenciam tanto as vias procoagulantes como as 

vias anticoagulantes. O TF, desencadeador da coagulação, é super-expresso em 

condições de inflamação aguda majoritariamente em monócitos e células endoteliais 

(71,72). As citocinas que têm a capacidade de aumentar a expressão do TF são 

TNF, IL-1β, IL-6, IFN-γ e a quimiocina CCL2 (71,73).  

Em um trabalho abordando endotoxemia, os autores injetaram pequenas 

quantidades de lipopolissacarídeo (LPS) (4 ng/kg) em indivíduos saudáveis e 

coletaram o seu sangue entre 0,5- 24 h após a o estímulo. Foi verificado um 

aumento progressivo com pico entre as 3 e 4 h de cerca de 125 vezes da expressão 

mRNA TF/monócito. Após 24 h, os valores retomaram o nível basal de expressão. 

Vale ressaltar que as concentrações de TAT e F1+2 acompanharam a cinética do TF 

corroborando a ativação da coagulação (74). Por sua vez, a administração de TNF 

recombinante (50 μg/m2 de área superfície corporal) em humanos sadios induziu a 

ativação do fator X após 45 min, seguida de uma ativação progressiva de 

protrombina reflexo das altas quantidades de fragmento F1+2 durante 6-12 h (75). Do 

mesmo modo, uma injeção de IL-6 recombinante (150 μg/indivíduo) em pacientes 

com câncer renal levou a um aumento significativo das concentrações de TAT e F1+2 

no plasma (76). O bloqueio de IL-6 com um anticorpo monoclonal (30 mg/indivíduo) 

em um modelo primata não humano de sepse, preveniu a indução da coagulação 

causada pelo LPS uma vez que diminuiu significativamente as concentrações do 

F1+2 e TAT (77). Inesperadamente, o mesmo tratamento em humanos não reduziu as 

concentrações desses marcadores nem do mRNA do TF (78).  A IL-6 está também 

envolvida na trombogenicidade das plaquetas, uma vez que após adição desta 

citocina (15 pg/mL) em amostras de sangue total de indivíduos saudáveis, as 

plaquetas ficaram em um estado de ativação exacerbado, com alterações 

morfológicas formando pseudópodes e agregados visualizados através de 

microscopia eletrônica de varredura (79). Contrariamente, citocinas anti-inflamatórias 
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tais como TGF-β, IL-4, IL-10 e IL-13 diminuíram a expressão de TF induzida por 

vários estímulos incluindo LPS, TNF, IL-1, CCL2 e proteína C reativa (80–82).  

Para além da interferência na ativação da cascata de coagulação, as citocinas 

pró-inflamatórias também alteram os mecanismos anticoagulantes, como por 

exemplo na via reguladora da APC. A disponibilidade desta proteína reguladora é de 

suma importância de forma a prevenir a formação excessiva de fibrina. Quando 

primatas não humanos receberam injeção letal de Escherichia coli (4x1010 unidades 

de formação de colônias de E. coli/ kg) e posteriormente uma infusão de APC, foi 

possível prevenir o estado de hipercoagulabilidade e morte dos indivíduos. Todos os 

primatas não humanos que receberam a injeção de APC, tiveram concentrações 

superiores de fibrinogênio quando comparados com o grupo que não recebeu o 

tratamento, maior número de plaquetas e menor quantidade de  F1+2. Nenhum dos 

indivíduos apresentou evidências de complicações hemorrágicas (83).  Já o bloqueio 

desta proteína com um anticorpo monoclonal teve o efeito inverso conforme 

esperado, exacerbou a letalidade à E coli sendo que as concentrações subletais 

(10% da concentração letal) passaram a ser letais (83).  

As plaquetas além de mediadoras da trombose, também intervêm diretamente na 

resposta imune. Elas são capazes de induzir respostas de fase aguda, uma vez que, 

após estímulo, ocorre o splicing do pré-mRNA de IL-1β, tradução do mRNA em pro-

IL-1β e processamento da caspase-1, resultando na liberação da IL-1β funcional 

pelas mesmas (84). Em modelo murinho de malária cerebral, foi observada no início 

da infecção, a ativação das plaquetas e liberação de IL-1β, envolvida na produção 

de proteína C reativa, proteínas do complemento, entre outras (85). Além disso, as 

plaquetas também possuem receptores do tipo Toll (TLR), incluindo TLR1, TLR2, 

TLR4, TLR6, TLR8, e TLR9. A sinalização através desses receptores, leva à 

ativação de plaquetas e tem um papel importante na trombose (86). As plaquetas 

também estão envolvidas na resposta imune adaptativa, nomeadamente ao nível do 

“trafficking” de linfócitos T, sua ativação e diferenciação.  Um exemplo disso é a 

expressão de CD154 (CD40L) pelas plaquetas, molécula fundamental para ativação 

de células dendríticas e aumento da expressão de moléculas co-estimulatórias e de 

adesão, que aumentarão a apresentação de antígenos (86).  

Por último, a inflamação também parece ter uma interação com a fibrinólise. Em 

um estudo de 120 pacientes com tuberculose ativa, foi obtida uma forte correlação 

entre a produção de IFN-γ e ativação da fibrinólise, medida pela concentração de 

FDP. Esses valores baixaram conforme os pacientes foram tratados (87). Infusão de 
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TNF recombinante em indivíduos saudáveis inibiu a produção de plasmina assim 

como observado em humanos com endotoxemia (88).   

 

1.4. Distúrbios hemostáticos em doenças infecciosas 

Modificações em diversos parâmetros relacionados com hemostasia primária ou 

secundária podem apontar para uma manifestação patológica, seja ela inflamatória, 

infecciosa ou ambas. Um desses inúmeros casos é a infecção pelo vírus da dengue 

em humanos. Esta infecção pode apresentar uma forma moderada da doença ou 

uma forma mais grave, dengue hemorrágica/síndrome do choque da dengue (89). 

Pacientes com dengue hemorrágica apresentam baixa quantidade de plaquetas no 

sangue (trombocitopenia), prolongamento do aPTT e aumento de tPA na fase aguda 

da doença (89). Estes dados indicam a ativação da cascata de coagulação e da 

fibrinólise (90). Na infecção pelo vírus Ebola, também são relatadas hemorragias em 

18% dos casos (91), trombocitopenia (45%), aumento do hematócrito (15%) e ainda 

granulocitose (42%) (92). Resultados obtidos em modelo experimental de Ebola com 

primatas não humanos, demonstraram expressão aumentada de TF nos monócitos 

e macrófagos desses animais assim como maior quantidade de mRNA do TF nas 

suas células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) (93). Pacientes com 

infecções bacterianas, como é o caso da leptospirose, também podem apresentar 

distúrbios hemostáticos tais como trombocitopenia, anemia e leucocitose (94). Em 

um estudo longitudinal com 52 pacientes infectados pela Leptospira, todos os 

pacientes apresentaram prolongamento do PT, aumento do TAT, F1+2 e D-dímero, 

concentrações reduzidas de proteínas anticoagulantes tais como AT e proteína C e 

atividade aumentada de PAI-1. Estes parâmetros encontravam-se mais alterados 

nos pacientes que foram a óbito. Além disso, cerca de 60% dos pacientes 

apresentaram hemorragias (95).   

Em relação às infecções parasitárias, a infecção pelo Plasmodium falciparum  

causador da malária tem como sintomas desorientação, sonolência, convulsões (no 

caso da malária cerebral), dificuldades respiratórias, disfunção hepática e alterações 

hemostáticas com uma anemia grave e, por vezes, sangramentos anormais (96). 

Nos casos mais graves e com maior mortalidade alguns pacientes (varia entre 

menos de 10% a 25%) apresentam coagulação intravascular disseminada (DIC) com 

quadro de trombocitopenia, consumo de fatores de coagulação e distúrbios na 
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síntese dos mesmos (96). Na Tabela 1.1 são representados os mecanismos 

patofisiológicos de coagulopatia em malária causada pela espécie P. falciparum. 

 

Tabela 1.1 Mecanismos patofisiológicos de coagulopatia em malária 

Trombocitopenia  Diminuição do tempo de vida das plaquetas por 

consumo ou destruição imune, aumento do seu 

“uptake” pelo baço ou diminuição da sua produção 

pela medula (96–98) 

 

Ativação da coagulação 

 

Aumento da expressão de TF; diminuição das 

concentrações plasmáticas de AT e aumento das 

concentrações de TAT (97) 

Gravidade da doença está frequentemente 

associada ao grau das alterações de coagulação e 

em alguns estudos, ambos estão correlacionados 

com a parasitemia (96) 

 

Desregulação da fibrinólise  

 

Altas concentrações de PAI-1 e baixas de tPA; 

 

 

Citocinas 

quantidades elevadas de FDP (97) 

 

Concentrações séricas de TNF e IL-6 elevadas 

antes do tratamento com antimalárico (96,97) 

 

Ativação das células endoteliais 

 

Identificação por imunohistoquímica de molécula 

de adesão intercelular-1 (ICAM-1), molécula de 

adesão vascular-1 (VCAM-1), E-selectina, factor 

inibitório de migração de macrófagos (MIF), óxido 

nítrico sintase induzida (iNOS), receptor de uPA e 

TF no endotélio; aumento das concentrações 

plasmáticas de thrombomodulina e vWF e das 

formas solúveis de moléculas de adesão sICAM-1, 

sVCAM-1 e sE-selectina (96,97) 

 

 

Cães naturalmente infectados com Leishmaniose canina podem exibir 

manifestações hemorrágicas tais como epistaxe e hematúria. Em um trabalho com 

amostras de 33 cães naturalmente infectados, foram encontradas deficiências na 
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agregação plaquetária em todos os grupos, oligossintomáticos (Grupo I), 

sintomáticos (Grupo II) e fortemente sintomáticos (Grupo III). Foi também observada 

trombocitopenia no grupo III e prolongamentos de aPTT nos Grupos II e III. Desta 

forma, concluiu-se que as alterações na hemostasia primária e secundária estavam 

diretamente relacionadas com o comprometimento clínico dos animais (99).  

Pacientes infectados com o helminto Schistosoma mansoni podem apresentar 

complicações clínicas associadas a alterações do sistema de coagulação e da 

fibrinólise, tais como episódios de hemorragia digestiva, dano hepático e hipertensão 

portal (100). Dados de um estudo com 55 pacientes de Pernambuco revelaram uma 

diminuição de 50% do número de plaquetas e concentrações significantemente 

menores de FVII, proteína C e PAI-1 (um terço das concentrações do grupo 

controle) quando comparados com os controles. Além disso, a quantidade de D-

dímero medida foi 2,2 vezes maior que a dos indivíduos saudáveis (100).  

Estes achados demonstram que doenças causadas por agentes infecciosos 

podem originar coagulopatias e consequentemente aumentar a morbidade destas 

doenças. 

 

1.5. Alterações hematológicas descritas em doença de Chagas 

  

Existem poucos trabalhos sobre hemostasia em DC, principalmente acerca da 

hemostasia secundária. Em relação aos hemogramas, é relatado um decréscimo no 

número de plaquetas  tanto em humanos na fase aguda da doença (34,101) quanto 

em modelos experimentais (101–104). Essa trombocitopenia foi mais intensa em 

camundongos infectados pela via intraperitoneal com cepa Y (DTU II) do que com 

cepa CL (DTU VI) e reversível quando os valores de parasitemia baixavam (54). Em 

estudos de transmissão vertical com ratos Wistar, ocorreram alterações 

hematológicas durante a fase aguda da DC (102). Dentre essas alterações 

destacam-se anemia, leucocitose pronunciada, linfopenia, neutrofilia, 

trombocitopenia e hipoglicemia. Outro trabalho sugeriu um mecanismo para 

trombocitopenia envolvendo a enzima transialidase do parasito que depleta o ácido 

siálico das plaquetas induzindo uma remoção acelerada das plaquetas o que resulta 

na trombocitopenia (102). Estas alterações ao nível das plaquetas são transientes e 

são prevenidas quando ocorre o tratamento com uma droga tripanocida (105). 
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No que se refere ao estudo da coagulação, não existe nenhum trabalho em 

modelo experimental nem com pacientes na fase aguda. Os poucos trabalhos da 

literatura existentes abordam a fase crônica da DC (106–109). Herrera e seus 

colaboradores nos seus primeiros estudos (106,107) observaram que pacientes 

crônicos com poucas ou nenhumas limitações de atividade física, apresentavam 

aumentos significativos de marcadores de trombose tais como F1+2, ATM, FDP e D-

dímero sugerindo a existência de um estado pró-trombótico nesses pacientes. Mais 

tarde, o mesmo grupo verificou que pacientes crônicos assintomáticos 

apresentavam um estado inflamatório (com alta produção de IL-6) e um estado pró-

trombótico (maiores concentrações de PAI-1, F1+2, D-dímero e fibrinogênio). Um 

outro estudo abordando hemostasia secundária, comparou pacientes com 

insuficiência cardíaca (fração de ejeção do ventrículo esquerdo <45%) não 

portadores da DC com pacientes com CCC (105). Os primeiros apresentaram 

concentrações significativamente mais altas  de fibrinogênio (343,2 mg/dl ± 69,63 vs 

315,0 mg/dl ± 70,41; p =0.02). Além disso, parâmetros da tromboelastografia 

também estavam significativamente mais elevados nos pacientes com insuficiência 

cardíaca. Deste modo, os autores afirmam que não existem evidências de um 

estado pró-trombótico nos pacientes portadores da DC quando comparados com 

indivíduos cardiopatas não portadores da DC (105). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Atualmente, a transmissão oral pelo T. cruzi representa a via preponderante de 

infecção no Brasil e em outros países da América Latina. Interessantemente, esta 

rota de infecção apresenta, durante a fase aguda, sintomas distintos das vias de 

transmissão vetorial, congênita e transfusional, tais como edema de face e membros 

superiores e inferiores e, em alguns casos, manifestações hemorrágicas e risco de 

tromboembolismo.  

O modelo experimental de infecção oral com a aplicação do inóculo do parasito 

diretamente na cavidade oral dos animais se mostra mais próximo do que ocorre na 

natureza e se encontra bem estabelecido pelo grupo. Nesse modelo foi demonstrada 

a presença de concentrações elevadas de citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF 

e IFN-γ no soro dos camundongos infectados pela via oral. Essas citocinas Th1 

estão envolvidas num intenso "crosstalk" com o sistema hematológico uma vez que 

durante a inflamação aguda, ocorre ativação da cascata de coagulação e alterações 

nas vias anticoagulantes e de fibrinólise. Não obstante, existem poucos estudos que 

abordem esta via de infecção e mais especificamente, a interação entre o sistema 

imunológico e hemostático na DC. Até ao momento, não existe nenhum trabalho que 

descreva esta interface durante a fase aguda da DC.  

Desse modo, este estudo visa esclarecer se existem ou não distúrbios 

hematológicos durante a infecção oral e a relação das citocinas inflamatórias com a 

hemostasia no contexto DC para compreensão da sua participação na patogênese 

da doença. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

Estudar alterações na hemostasia primária e secundária na fase aguda da DC 

em modelo murino de transmissão oral e os mediadores inflamatórios envolvidos 

nesse processo. 

 

3.2. Objetivos específicos 

i) Quantificar a presença de tripomastigotas sanguíneos em animais infectados pelo 

T. cruzi por via oral durante a fase aguda; 

ii) Determinar o perfil de citocinas Th1, Th2 e Th17 após infecção oral pelo T. cruzi;  

iii) Analisar hemograma e avaliar a função hemostática das plaquetas dos 

camundongos infectados pelo T. cruzi pela via oral; 

iv) Estudar tempos de coagulação do plasma sanguíneo e o perfil de expressão de 

fatores de coagulação após a infecção oral; 

v) Bloquear as vias de sinalização de TNF e IL-6 e verificar os seus efeitos nos 

testes hematológicos e suas consequências biológicas em animais infectados pelo 

T. cruzi por via oral; 

vi) Avaliar as alterações hematológicas dos animais infectados em outra via de 

inoculação (subcutânea) e comparar com via de infecção oral. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1. Animais e infecção 

Para a infecção oral foram utilizados camundongos BALB/c machos com idade 

entre 6 a 8 semanas. Os animais foram obtidos do Instituto de Ciência e Tecnologia 

em Biomodelos da Fundação Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro). O projeto foi realizado 

sob licença pela Comissão de Ética de Uso de Animais da FIOCRUZ (CEUA) (L-

028/16). Para obtenção das formas tripomastigotas metacíclicas do T. cruzi (cepa 

Tulahuén), foram infectados triatomíneos (T. infestans) e coletadas as suas fezes 

após alimentação com sangue de camundongo (a cada 20 dias). As formas 

tripomastigotas metacíclicas presentes na excreta foram contadas em câmara de 

Neubauer e posteriormente centrifugadas. Os animais foram oralmente infectados 

com um inóculo de 5x104 formas tripomastigotas metacíclicas - volume final 50 μL 

de excreta. Antes da infecção, os animais foram mantidos sem água e comida por 

cerca 4 h e cerca de 15 min depois do inóculo. No caso da infecção pela via 

subcutânea (SC), os animais foram inoculados na região dorsal com 5x104 

tripomastigotas em 50 μL de meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich, EUA) com 10% 

soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil).  

 

4.2. Parasitemia e sobrevivência 

A quantificação das formas tripomastigotas sanguíneas foi feita isolando 5 μL de 

sangue da porção distal da cauda de camundongos infectados e contando as formas 

presentes em 50 campos entre lâmina e lamínula (18x18mm) utilizando o 

microscópio óptico de campo claro (aumento 400x). O número de parasitos/mL de 

sangue foi calculado através do método de Pizzi-Brener e usando as seguintes 

fórmulas: 

𝑓 = (
𝐴𝑙𝑎𝑚í𝑛𝑢𝑙𝑎

𝐴𝑐𝑎𝑚𝑝𝑜
) × 200 

Sendo f=Fator f,  Alamínula = área da lamínula e Acampo= área do campo 

𝑃𝑎𝑟𝑎𝑠𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑚𝐿⁄ = (
𝑛

50
) × 𝑓 
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Sendo n o número de parasitos contados em 50 campos com um aumento de 400x. 

A sobrevivência dos camundongos infectados foi determinada através da 

observação diária dos animais durante o período de infecção.  

 

4.3. “Cytometric bead array” (CBA) 

 Para realização do CBA foram coletadas amostras de plasma citrado de 

camundongos controle e infectados. As amostras foram armazenadas a -70ºC até o 

momento da análise. As concentrações de citocinas foram obtidas por citometria de 

fluxo no citômetro FACSCanto II utilizando o kit CBA Th1, Th2 e Th17 (BD, EUA) e o 

“software” “FCAP Array” (versão 3.0) (BD, EUA)  de acordo com as orientações do 

fabricante. 

4.4. Hemogramas e análises bioquímicas  

 As amostras de sangue total para exames hematológicos foram coletadas por 

punção cardíaca de camundongos infectados e colocadas em microtubos com 

anticoagulante K2EDTA e invertidas 5 a 8 vezes logo após a coleta do sangue, 

evitando assim a formação de microcoágulos. As amostras foram então entregues 

na Rede de Plataformas Tecnológicas da Fiocruz. A contagem foi feita utilizando um 

analisador hematológico automático Poch 100- iV DIFF (Sysmex, Kobe, Japão). 

 Para a realização de análises bioquímicas, mais especificamente, alanina 

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), bilirrubina, fosfatase 

alcalina e proteínas totais, 500 μL de sangue foram colocados em microtubos com 

gel separador e após coagulação da amostra (cerca de 10 min), procedeu-se à 

centrifugação (1500g por 10 min) e coleta do soro.  

 

4.5. Quantificação dos fatores de coagulação 

 As concentrações dos Fatores V, VII, VIII e D-dímero no soro foram 

determinadas com a utilização de kits de ELISA específicos (Elabscience 

Biotechnology, China) de acordo com as especificações do fabricante.  
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4.6. Tempos de coagulação aPTT e PT 

 aPTT e TP foram medidos em um coagulômetro STart® 4 stago (Diagnostica 

Stago, EUA). No caso do aPTT, 50 μL de plasma murino citrado foram incubados 

em cubetas apropriadas e colocados no coagulômetro durante 2 min a 37ºC. Depois, 

adicionaram-se 50 μL do reagente aPTT pré-aquecido (STA® PTT; Diagnostica 

Stago, França) e incubou-se por 2 min. De forma a começar a reação, foram 

adicionados 50 μLde CaCl2 (25 mM). No caso do PT, 50 μL de plasma foram 

incubados durante 2 min a 37ºC sendo adicionados posteriormente 100 μL do 

reagente PT (NEO plastine CI plus; Diagnostica Stago, EUA). O tempo de formação 

do coágulo foi analisado em triplicata. 

4.7. Ensaio de sangramento da cauda 

 Os camundongos foram anestesiados com xilazina intramuscular (16 mg/kg) 

(Syntec, Brasil) seguida de quetamina (100 mg/kg) (Syntec, Brasil). Após 15 min  

depois foram cortados 2 mm da sua cauda e esta foi imediatamente imersa em 40 

mL de água destilada pré-aquecida a 37ºC. As amostras foram homogeneizadas e a 

absorbância a 540 nm foi determinada de forma a estimar o conteúdo de 

hemoglobina. Não foi permitido que nenhum animal sangrasse mais do que 30 min. 

A perda de sangue foi determinada como função da concentração de hemoglobina 

presente na água (absorbância a 540 nm). 

 

4.8. Tratamento in vivo com anticorpos contra IL-6R e TNF 

 Camundongos dos grupos controle e infectados pela via oral foram tratados 

intraperitonealmente com anticorpos monoclonais contra o receptor da interleucina-6 

(IL-6R) (8mg/kg Tocilizumabe, Actemra®, Roche, Suíça) ou uma proteína quimérica 

contra TNF (0,83 mg/kg Etanercept Enbrel®, Wyeth Pharmaceuticals, EUA). Ambos 

os tratamentos começaram no 14 dpi. No caso do anticorpo contra IL-6R foram 

aplicadas doses subsequentes a cada 48h, assim como no grupo controle de isotipo 

(8mg/kg Chrompure IgG Jackson Immunoresearch Labs, EUA). Em relação à 

proteína contra TNF, foi feito somente outro tratamento aos 18 dpi. Os grupos 

controle receberam o mesmo volume de solução salina (100 µL) e na mesma 

frequência de tratamento dos camundongos infectados.  
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4.9. Análise estatística  

 As análises estatísticas foram realizadas no GraphPad Prism 6, aplicando-se, 

primeiramente, os testes de D’Agostino-Pearson e Shapiro-Wilk para verificar se os 

resultados seguiam uma distribuição Gaussiana. Foi aplicado um teste paramétrico 

(one-way ANOVA com teste de comparação múltipla de Tukey’s) quando os dados 

seguiam esta distribuição. Caso as amostras se desviassem da distribuição 

Gaussiana, foi aplicado um teste não paramétrico (Kruskal–Wallis com teste de 

comparação múltipla de Dunn’s). Valores P<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos.  Foram consideradas as seguintes hipóteses nula e 

alternativa:  

comparação de animais não infectados (NI) com grupo infectado pela via oral (OI): 

H0, OI=NI; H1, OI≠NI. 
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5. RESULTADOS 

5.1. A produção de citocinas pró-inflamatórias ocorreu 

concomitantemente ao aumento da parasitemia após a infecção oral  

Com o objetivo de caracterizar o estabelecimento da infecção pelo T. cruzi pela 

via oral, foram quantificadas as formas tripomastigotas sanguíneas nos animais 

infectados. Os parasitos circulantes foram detectados aos 10 dpi correspondendo ao 

período pré-patente da infecção e atingiram os seus valores mais altos entre os 21-

28 dpi (Figura 5.1). Após os 28 dpi, a parasitemia decresceu até não serem 

detectados mais parasitos, entre os 48-52 dpi dando início à fase crônica da 

infecção. No decorrer da cinética não foram observados óbitos nos camundongos 

oralmente infectados. 

 

Figura 5.1 Curva de parasitemia durante a fase aguda da infecção oral pelo T. cruzi. 

Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x104 tripomastigotas 

metacíclicos derivados de excreta de T. infestans. A parasitemia (média e erro padrão da 

média) foi medida durante a fase aguda. Os parasitos foram contados em microscópio 

óptico de campo claro e a parasitemia calculada pelo método de Pizzi-Brener. n: 7 dpi=21, 

10 e 14 dpi=15, 18 dpi=18, 21 dpi=11, 23 dpi=6, 28 dpi=8; 36, 40, 42, 46, 48 e 53 dpi=4.  

 

Posteriormente, avaliou-se se a infecção causava alterações transientes nas 

concentrações séricas de citocinas Th1, Th2 e Th17. Como era esperado, os 

animais oralmente infectados (OI) apresentaram concentrações elevadas de 

citocinas pró-inflamatórias (Th1), no decorrer na infecção, quando comparados com 

os animais não infectados, NI (Figura 5.2 A-C). Os resultados mais elevados foram 

obtidos concomitantemente ao pico de parasitemia. No início da infecção, entre os 3-



35 
 

7 dpi, não foram observadas diferenças significativas nas concentrações destas 

citocinas, o que coincide com o período em que a parasitemia não foi detectada. Em 

relação às citocinas anti-inflamatórias, IL-10 e IL-4 (Th2) não apresentaram 

diferenças significativas quando comparadas com os controles assim como IL-17 

(Th17) (Figura 5.2 D-F).   

 

Figura 5.2 Quantificação de citocinas durante a fase aguda da infecção oral pelo T. 

cruzi. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x104 

tripomastigotas metacíclicos derivados de excreta de T. infestans. Durante a fase aguda da 

infecção, foram coletados os soros dos animais NI e OI e posteriormente quantificadas as 

citocinas Th1, Th2 e Th17 através do método CBA. Os valores representam a mediana com 

a amplitude interquartil para cada grupo/dias após infecção (dpi) e são representativos de 

dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados estatisticamente usando 

o teste de Kruskal-Wallis com comparação múltipla de Dunn. * 0,0001<p<0,05, # p<0,0001. 

Diferenças significativas não representadas no gráfico: TNF: 3,7 dpi ≠ 21, 24 dpi; IFN-γ: 3,7 
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dpi ≠ 14, 21, 24 dpi; IL-6: 3 dpi ≠ 14 dpi e 7 dpi ≠ 14, 21 dpi. n: NI=16; 3 e 28 dpi=9; 7, 14 e 

21 dpi=14; 24 dpi=15.  

 

5.2. A infecção oral pelo T. cruzi causa trombocitopenia e aumento de 

sangramento nos camundongos 

Foram analisados os hemogramas e parâmetros bioquímicos dos grupos NI e OI 

aos 7, 14, 21 e 28 dpi. Conforme demonstrado na Tabela 5.1, os animais OI 

apresentaram um número de plaquetas significativamente mais baixo do que os NI 

aos 14 e 21 dpi (775,4 ± 62,54 × 103 e 840,8 ± 83,74 × 103/μL, respectivamente). 

Não foram observadas alterações significativas ao nível dos eritrócitos, 

hemoglobina, hematócrito e volume corpuscular médio. Além disso, os animais OI 

apresentaram leucocitose aos 21 e 28 dpi (Tabela 5.1).  

 
Tabela 5.1 Hemogramas dos animais não infectados (NI) e infectados oralmente (OI) 

aos 7, 14, 21 e 28 dpi 

 NI 7 14 21 28 

Leucócitos 

103/ µL 
6,6±0,86 9,1±0,41 7,3±0,60 16±2,1* 18±1,4* 

 

Eritrócitos 

106/ µL 
9,8±0,27 11±0,20 9,5±0,21 9,1±0,27  10±0,46 

 

HMG 

g/dL 
14±0,33 16±0,35 14±0,41 13±0,45 13±0,49 

 

VCM 

fL 
52±0,97 52±0,42 49±0,47 53±0,35 49±0,69 

 

HMT 51±0,58 58±1,1 47±1,3  48±1,6  49±1,6 

 

Plaquetas 

103/ µL 

1195±81,
71 

1313±101,
0 

775,4±62,54* 840,8±83,74* 1282±17,44 

Os hemogramas foram obtidos utilizando um analisador hematológico Poch 100- iV DIFF. 

Os valores representam a média e erro padrão da média para cada grupo/dpi e são 

representativos de dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados 

estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis com comparação múltipla de Dunn (* ≠ NI 

e  0,0001<p<0,05. Diferenças significativas não representadas na tabela: Leucócitos: 7, 14 

dpi ≠ 21, 28 dpi; Eritrócitos: 7 dpi ≠ 21 dpi; HMG: 7 dpi ≠ 21, 28 dpi; VCM: 14 dpi ≠ 21, 28 
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dpi; HMT: 7 dpi ≠ 14, 21 dpi. n=5). HMG, hemoglobina; VCM, volume corpuscular médio; 

HMT, hematócrito.  

 

Uma vez que foi observado um decréscimo na contagem de plaquetas, 

procedeu-se a um ensaio que visa avaliar a sua função in vivo. O teste de 

sangramento consiste no corte da cauda do camundongo, de forma a lesar apenas 

pequenos vasos e verificar aspetos da hemostasia primária. Na Figura 5.3 é possível 

observar que os animais OI sangraram significativamente mais aos 21 dpi quando 

comparados com os NI, ou seja, demoraram mais a formar o tampão plaquetário. 

Aos 28 dpi, o sangramento diminuiu, coincidindo com contagem de plaquetas no 

hemograma semelhante à dos animais NI (Tabela 5.1).  

 

Figura 5.3 Ensaio de sangramento da cauda efetuado aos animais NI e OI 7, 14, 21 e 28 

dpi. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x104 

tripomastigotas metacíclicos derivados de excreta de T. infestans. Foi medida absorbância a 

540 nm de forma a estimar a perda de sangue/concentração de hemoglobina. Os valores 

representam a mediana com a amplitude interquartil para cada grupo/dpi e são 

representativos de dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados 

estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis com comparação múltipla de Dunn (* 

0,0001<p<0,05, # p<0,0001). 

 

O fígado é um dos órgãos alvo para o parasito e responsável pela síntese da 

maioria dos fatores de coagulação. Não se verificaram alterações significativas dos 
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marcadores de dano hepático como ALT, bilirrubina, fosfatase alcalina e proteínas 

totais (Figura 5.4 A, C-E) com exceção da AST que teve um aumento significativo 

aos 21 dpi com a mediana abaixo do limite de referência para Mus musculus (110) 

(Figura 5.4).   

 

Figura 5.4 Quantificação de parâmetros bioquímicos relacionados a dano hepático. 

Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x104 tripomastigotas 

metacíclicos derivados de excreta de T. infestans. Os soros dos animais obtidos após 

punção cardíaca foram analisados utilizando o equipamento Vitros 250. Os valores 
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representam a mediana com a amplitude interquartil para cada grupo/dpi e são 

representativos de um experimento. A linha tracejada (- - -) corresponde ao valor máximo de 

referência (110). Os resultados foram analisados estatisticamente usando o teste de 

Kruskal-Wallis com comparação múltipla de Dunn (* 0,0001<p<0,05). ALT, alanina 

aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase.  

5.3. Camundongos OI apresentam sinais de coagulação intravascular 

disseminada 

A coagulação intravascular disseminada (DIC) envolve geração anormal e 

excessiva de trombina e fibrina no sangue circulante. Durante o processo, ocorre 

uma diminuição do número de plaquetas e um perfil elevado de citocinas pró-

inflamatórias, fenômenos observados no nosso modelo experimental de infecção 

oral. De forma a testar a hipótese da ocorrência desta coagulopatia, foram coletados 

plasmas de animais OI e foram determinados os tempos de coagulação aPTT e PT 

uma vez que em DIC, devido ao consumo de fatores de coagulação, os tempos de 

coagulação sofrem um aumento assim como os produtos de degradação da fibrina, 

como é o caso do D-dímero. Como é possível observar na Figura 5.5, a infecção 

pelo T. cruzi resultou em um aumento do aPTT aos 21 dpi contudo não afetou o PT. 

Este fenômeno é compatível com um desarranjo na via intrínseca da cascata de 

coagulação, uma vez que o aPTT avalia a atividade funcional desta via.  

 

Figura 5.5 Quantificação de aPTT e PT após infecção oral pelo T. cruzi. Camundongos 

machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x104 tripomastigotas metacíclicos 

derivados de excreta de T. infestans. Foram adicionados às amostras de plasma os 

reagentes do ensaio aPTT e PT conforme descrito na secção de “Material e métodos” e os 
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tempos de coagulação foram posteriormente medidos em um coagulômetro. Os valores 

representam a mediana com a amplitude interquartil para cada grupo/dia após infecção e 

são representativos de dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados 

estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis com comparação múltipla de Dunn (* 

0,0001<p<0,05).  

 

Foram medidas também as concentrações dos fatores de coagulação, FV, FVII e 

FVIII (Figura 5.6). Verificou-se um aumento expressivo do FV aos 21 dpi e uma 

diminuição significativa do FVII no mesmo dia, quando comparados com os NI 

(Figura 5.6 A e B). Interessantemente, a quantificação de FVIII (Figura 5.6 C) aos 14 

dpi sofreu uma queda significativa, com valores abaixo do limite de detecção do kit 

para os animais OI. Também se observaram alterações na concentração do D-

dímero, marcador da geração e degradação de fibrina, sendo possível detectar este 

produto aos 14 e 21 dpi (Tabela 5.2).  
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Figura 5.6 Alterações nas concentrações séricas dos fatores de coagulação  durante a 

fase aguda da infecção oral pelo T. cruzi. (A) FV ; (B) FVII ; (C) FVIII. Camundongos 

machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x104 tripomastigotas metacíclicos 

derivados de excreta de T. infestans. Os soros dos animais foram obtidos após punção 

cardíaca e utilizados para quantificação dos fatores de coagulação por ELISA. Os valores 

representam a mediana com a amplitude interquartil para cada grupo/dia após infecção e 

são representativos de dois experimentos independentes. Os resultados foram analisados 

estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis com comparação múltipla de Dunn (* 

0,0001<p<0,05, # p<0,0001).  
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Tabela 5.2 Quantificação do produto de degradação da fibrina D-dímero no soro 

durante a fase aguda da infecção oral pelo T. cruzi 

Grupo  Animais com D-dímero (>0 ng/mL) 

NI 0/6 

7 dpi 0/5 

14 dpi 3/6 

21 dpi 2/6 

Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 5x104 tripomastigotas 

metacíclicos derivados de excreta de T. infestans. O soro dos animais NI e OI foi utilizado 

para quantificação do D-dímero através de um ELISA. A média e erro padrão da média nos 

animais com valores detectáveis de D-dímero foram  25,7±7,6 e 45,1±11,0 ng/mL para 14 e 

21 dpi, respectivamente.  

 

5.4. A citocina IL-6 é responsável pelas alterações hematológicas durante 

a infecção oral pelo T. cruzi 

Como demonstrado anteriormente, os camundongos OI secretaram mais 

citocinas pró-inflamatórias do que os animais NI, principalmente entre os dias 14-24 

dpi (Figura 5.2). Dessa forma pretendeu-se testar a hipótese de que o bloqueio de 

uma dessas citocinas reverteria as alterações hematológicas descritas devido ao 

intenso "crosstalk" entre sistema imune e sistema hemostático. Foram bloqueadas 

as vias de sinalização das citocinas TNF e IL-6 utilizando para o efeito uma proteína 

quimérica para bloqueio de TNF solúvel, Enbrel®, e um anticorpo monoclonal contra 

o receptor de IL-6, Tocilizumabe/Actemra®. Ambos os tratamentos tiveram início aos 

14 dpi (Figura 5.7 A). O tratamento com Enbrel® não afetou a parasitemia conforme 

já tinha sido demonstrado pelo nosso grupo (Figura 5.7 B). Camundongos OI 

tratados com Enbrel® (OI+E) não apresentaram alterações no ensaio de 

sangramento, aPTT e PT em relação aos OI não tratados (OI+V) (Figura 5.7 C- E).  
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Figura 5.7 Tratamento com anticorpo contra TNF e alterações hematológicas. (A) 

Desenho experimental. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 

5x104 tripomastigotas metacíclicos derivados de excreta de T. infestans. O tratamento com 

Enbrel® teve início aos 14 dpi e foi efetuado novamente aos 18 dpi. (B) Parasitemia (média 

e erro padrão da média) foi medida até aos 28 dpi. (C) Sangramento. A absorbância foi 
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medida a 540 nm de forma a estimar a perda de sangue/concentração de hemoglobina. (D) 

aPTT e (E) PT. (D,E) Valores representam a média e erro padrão da média para cada 

grupo/ dpi e são representativos de dois experimentos independentes. NI+V: Animais não 

infectados tratados com veículo. OI+V: Animais oralmente infectados tratados com veículo. 

NI+E: Grupo não infectado e tratado com Enbrel®. OI+E: Grupo oralmente infectados e 

tratados com Enbrel®. Os resultados foram analisados estatisticamente usando o teste 

ANOVA com comparação múltipla de Tukey (* 0,0001<p<0,05). 

 

Notavelmente, o bloqueio do IL-6R teve resultados distintos. Observou-se que os 

animais tratados com o anticorpo contra IL-6R (OI+T) tiveram valores 

significativamente mais baixos de sangramento e de aPTT quando comparados com 

os OI+V e não tiveram diferenças em relação aos camundongos NI tratados com 

veículo ou com Tocilizumabe (NI+V e NI+T) (Figura 5.8). Estes resultados sugerem 

que o bloqueio de IL-6R é capaz de atenuar as alterações no sistema hemostático 

causadas pela infecção pelo T. cruzi enquanto que o bloqueio de TNF não consegue 

reproduzir o mesmo efeito. 

  

Figura 5.8 Tratamento com anticorpo contra IL-6R e alterações hematológicas. (A) 

Desenho experimental. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via oral com 
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5x104 tripomastigotas metacíclicos derivados de excreta de T. infestans. O tratamento com 

Tocilizumabe ou com IgG teve início aos 14 dpi e foi efetuado a cada 48h. (B) Sangramento. 

A absorbância foi medida a 540 nm de forma a estimar a perda de sangue/concentração de 

hemoglobina. (C) aPTT e (D) PT. (B, C e D) Valores representam a média e erro padrão da 

média para cada grupo/dia após infecção (dpi) e são representativos de dois experimentos 

independentes. NI+V: Animais não infectados tratados com veículo. OI+V: Animais 

oralmente infectados tratados com veículo. OI+isotipo: Animais oralmente infectados 

tratados com IgG.  NI+T: Grupo não infectado e tratado com anticorpo contra IL-6R. OI+T: 

Grupo oralmente infectados e tratados com anticorpo contra IL-6R. Os resultados foram 

analisados estatisticamente usando o teste ANOVA com comparação múltipla de Tukey (* 

0,0001<p<0,05; # p<0,0001). 

 

5.5. A infecção pela via subcutânea também causa alterações 

hemostáticas 

Observou-se que a infecção oral promove alterações hemostáticas dependentes 

da via de sinalização de IL-6. Contudo, pretendeu-se verificar se essas mudanças 

estariam relacionadas à via de transmissão oral ou à presença do parasito na 

corrente sanguínea. Por esse motivo, camundongos foram infectados com o mesmo 

inóculo (5x104 tripomastigotas) por uma via de inoculação parenteral, mais 

especificamente pela via SC.  

Estes resultados demonstraram que os distúrbios hematológicos não são 

específicos da via de inoculação oral uma vez que os animais SC também 

apresentaram aumento significativo de aPTT, mas não de sangramento e PT (Figura 

5.9). Diferentemente dos camundongos OI, as alterações nos animais SC 

começaram aos 14 dpi, previamente às alterações dos animais OI (21 dpi). Não 

foram analisados pontos posteriores a 14 dpi, uma vez que todos os animais 

morreram entre 15 e 16 dpi. 
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Figura 5.9 Ensaios hemostáticos após infecção subcutânea pelo T. cruzi. (A) 

Sangramento da cauda. Camundongos machos BALB/c foram infectados pela via 

subcutânea com 5x104 tripomastigotas derivados de cultura. Foi medida absorbância a 540 

nm de forma a estimar a perda de sangue/concentração de hemoglobina. (B) aPTT (C) PT. 

Os valores representam a média e erro padrão da média para cada grupo/dia após infecção 

(dpi). Os resultados foram analisados estatisticamente usando o teste ANOVA com 

comparação múltipla de Tukey (* 0,0001<p<0,05). 
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6. DISCUSSÃO 

 

No Brasil, a incidência da transmissão oral da DC tem aumentado nos últimos 

anos, sendo a via preponderante no país (representando aproximadamente 70% dos 

casos) (3,16,17,27). Durante a fase aguda alguns pacientes apresentam sintomas 

tais como edema de face e de membros inferiores, sinais hemorrágicos (epistaxe, 

períodos menstruais mais intensos, petéquias) e ainda, risco de tromboembolismo 

(3,34–36,111). Casos críticos que resultam em óbito dos pacientes estão na maioria 

das vezes relacionados a miocardite aguda e a manifestações hemorrágicas 

digestivas graves (3).  

Apesar de não existirem dados com pacientes na fase aguda da DC, foi 

demonstrado que a infecção oral pelo T. cruzi em modelo experimental gera uma 

resposta imune sistêmica com elevadas concentrações séricas de citocinas Th1, de 

caráter pró-inflamatório, essenciais para o controle do parasitismo (39,112). Essas 

mesmas citocinas, estão envolvidas em um intenso “crosstalk” com o sistema 

hemostático, amplamente descrito na literatura (53,71,76,77,88,113–115). Desta 

forma, é de grande interesse estudar a interação entre o sistema imunológico e o 

sistema hemostático no modelo infecção oral aguda para melhor compreender a 

patogênese da doença.  

Neste trabalho, observou-se que os animais OI secretaram concentrações mais 

altas de TNF, IL-6 e IFN-γ do que os camundongos NI, mostrando que a infecção 

oral desencadeia uma potente resposta pró-inflamatória sistêmica. Estes achados 

são consistentes com estudos prévios onde foi mostrado que a cepa Tulahuén induz 

produção de TNF e IFN-γ em camundongos BALB/c e C57BL/6 inoculados pela via 

subcutânea (116) ou pela via oral (39). As quantidades elevadas de TNF também 

estão envolvidas no choque tóxico observado em camundongos deficientes para IL-

10 infectados intraperitonealmente com 50 tripomastigotas sanguíneos desta mesma 

cepa (43) assim como nos danos cardíacos, hepáticos e esplênicos (39,117). Os 

pacientes portadores da DC na fase crônica também apresentam concentrações 

mais elevadas de IL-6 e TNF-α quando comparados com indivíduos saudáveis 

(108,118,119). Interessantemente, as citocinas pró-inflamatórias exercem efeito 

sobre as vias de coagulação e de fibrinólise. O TF é fortemente induzido e expresso 

na superfície de células endoteliais e monócitos após estímulos inflamatórios (72). 

As citocinas com capacidade para induzir esta expressão são TNF, IL-1β, IL-6, IFN-γ 
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e a quimiocina CCL2 (71)(73). Quando indivíduos saudáveis foram sujeitos a 

injeções de doses baixas de LPS em um estudo de sepse, observou-se um aumento 

do mRNA do TF de 125 vezes no sangue total (120). Nesse sentido, seria 

interessante quantificar o mRNA do TF neste modelo de infecção oral assim como o 

TF circulante.  

Ademais, o bloqueio de IL-6 com um anticorpo monoclonal em um modelo 

experimental de primatas não humanos, preveniu a ativação da coagulação uma vez 

que ocorreu uma diminuição significativa do F1+2 e do TAT (77). Contrariamente ao 

que era esperado, o mesmo tratamento em humanos saudáveis injetados com LPS 

não originou resultados semelhantes, dado que o mRNA do TF não sofreu 

alterações nem as concentrações plasmáticas de F1+2, TAT e D-dímero (78). A IL-6 

também está relacionada à trombogenicidade das plaquetas uma vez que após a 

adição desta citocina a amostras de sangue de indivíduos sadios, ocorreu um 

espalhamento e agregação das mesmas indicando um estado de ativação 

exacerbada (77). Seria de extrema relevância neste trabalho, proceder a uma 

análise da funcionalidade das plaquetas nos animais infectados, verificar o seu 

estado de ativação, quer através de análises morfológicas ou por ensaios de 

ativação/agregação plaquetária. 

Também já foi demonstrado que a infecção pelo T. cruzi causa anemia, 

trombocitopenia e leucocitose na fase aguda da doença (1,3,34,121). Em modelo 

experimental, camundongos inoculados pelas vias intraperitoneal ou subcutânea 

com diferentes cepas, também tiveram um decréscimo significativo no número de 

plaquetas durante a fase aguda da infecção (105,122). Os mecanismos moleculares 

envolvidos ainda não são completamente conhecidos e estabelecidos, mas uma das 

hipóteses é uma supressão da hematopoese na medula óssea (105). Outros autores 

defendem que a trombocitopenia se deve a um remoção acelerada das plaquetas 

depois da depleção do seu ácido siálico pela transialidase do parasito (104). Em 

uma revisão de 31 trabalhos publicados acerca de mudanças hematológicas em 

modelos experimentais de infecção pelo T. cruzi, 50% dos estudos reportaram 

anemia (123). A anemia pode estar associada a perda de sangue, supressão da 

hematopoese ou patologias da medula óssea (123). Apesar de não terem sido 

observadas alterações significativas nos hemogramas dos animais infectados 

quando comparados com os controles, as concentrações mais baixas de eritrócitos e 

hemoglobina foram obtidas em 21 dpi, coincidindo com o maior sangramento. Várias 
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hipóteses podem justificar esta diferença: i) na revisão foram analisados trabalhos 

com diferentes espécies de animais e de cepas; ii) inóculos distintos ; iii) nenhum 

dos trabalhos da revisão abordou a via de inoculação oral (123). Esta via já mostrou 

ter bastante diferença em relação à resposta imune, infectividade, parasitemia e 

mortalidade quando comparada com vias sistêmicas (IP) ou outras vias de mucosa 

(IG) (119). Adicionalmente, números elevados de leucócitos também foram 

observados no nosso estudo aos 21 e 28 dpi. Alterações no número de leucócitos 

são frequentes em infecções virais, bacterianas ou por protozoários (124). Este 

resultado também já foi descrito tanto em pacientes na fase aguda da DC como em 

modelos experimentais (102,104,123,125,126). Na revisão anteriormente citada, 

68.2% dos estudos considerados referiram leucocitose nos animais,  entretanto o 

trabalho não analisou diferenças nas contagens de plaquetas (123). Aos 21 dpi, o 

número de plaquetas quantificado foi significativamente mais baixo nos animais OI 

quando comparado com os NI e além disso, observou-se um comprometimento da 

função plaquetária pelo ensaio de sangramento de cauda. A trombocitopenia em 

humanos com plaquetas funcionais raramente resulta em sintomas hemorrágicos 

com a exceção de algumas hemorragias que apresentam risco de vida (127,128). 

Em contraste, camundongos com trombocitopenia grave e inflamação apresentam 

hemorragias espontâneas em diferentes órgãos (129). Futuramente, pretendem-se 

analisar histologicamente os pulmões e outros órgãos dos animais OI, a fim de 

verificar a existência de hemorragias nesses órgãos.  

Além das alterações de sangramento, também foram observadas alterações de 

coagulação, através do aumento do aPTT. Os resultados deste ensaio indicam 

anomalias na via intrínseca da coagulação, mais especificamente, nos fatores 

necessários para a formação do ativador intrínseco da protrombina, ou seja, nos 

fatores VIII, IX, XI e XII. Corroborando este resultado, foi observada uma diminuição 

significativa do FVIII aos 14 dpi e foi possível detectar neste ponto e em 21 dpi, o 

marcador de ativação da cascata e degradação da fibrina, o D-dímero. Todas as 

alterações acima mencionadas, caracterizam a síndrome clínica da DIC. Esta 

síndrome corresponde a um desarranjo da hemostasia relacionada a uma 

inflamação sistêmica, sendo composta por trombose e hemorragia simultaneamente, 

devido à liberação desregulada de trombina na circulação. Isso leva à formação de 

microcoágulos disseminados na circulação, podendo ocasionar isquemia tecidual e 

dano aos órgãos (130). Com efeito, o nosso grupo mostrou previamente a formação 
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de massas trombóticas no fígado dos camundongos OI (39). Perante este quadro, 

numa tentativa de recuperar a hemostasia, ocorre uma ativação exacerbada do 

sistema fibrinolítico com produção de plasmina, degradação da fibrina e liberação do 

D-dímero e outros fragmentos resultando em hemorragias (71). Pacientes com DIC 

apresentam maiores quantidades de IL-6, sendo o aumento proporcional à 

gravidade da doença (114). Também foi observada uma alta concentração desta 

citocina nos nossos animais OI. Contudo, quanto é do nosso conhecimento, não 

existem relatos de DIC em DC. As manifestações da DIC incluem hemorragias 

gastrointestinais (130) e de fato, ocorreram óbitos por este tipo de hemorragias no 

surto de Navegantes, no Estado de Santa Catarina (3,17) e em um surto no Estado 

do Pará (36) ainda que a sua causa esteja mais associada à presença de infiltrado 

inflamatório contendo amastigotas nesses tecidos (114).  

Com a finalidade de prevenir toda esta desregulação do sistema hemostático, 

testou-se a hipótese de que o bloqueio da sinalização de IL-6 ou de TNF protegeria 

ou minimizaria os distúrbios hematológicos observados na fase aguda da infecção 

oral pelo T. cruzi. No caso do bloqueio de IL-6R, observou-se uma redução 

significativa no tempo de coagulação, aPTT e no sangramento sendo que em ambos 

os ensaios, os valores referentes aos animais OI não diferiram dos NI. Uma vez que 

o tratamento começou aos 14 dpi, momento em que a resposta imune adaptativa já 

foi iniciada, o bloqueio não interferiu no controle do parasitismo nos primeiros 

momentos da infecção onde a IL-6 e outras citocinas pró-inflamatórias têm um papel 

fundamental (39,112).  

No entanto, o mesmo não foi verificado relativamente ao tratamento com 

anticorpo contra TNF, sugerindo que o TNF não está a afetar diretamente os 

distúrbios hemostáticos decorrentes da DC experimental, diferentemente do que é 

observado na endotoxemia experimental (77,115). Quando analisada a bula do 

Enbrel® (131), é listada nas reações incomuns (0,1% e 1% dos pacientes que 

utilizam o medicamento) uma diminuição das plaquetas e nas reações raras (0,01% 

e 0,1% dos pacientes que utilizam o medicamento), anemia, trombocitopenia e 

leucopenia. Não foram efetuados hemogramas dos animais tratados com o anticorpo 

monoclonal mas aparentemente estas reações não ocorreram nos animais uma vez 

que os controles tratados com veículo e controles tratados com Enbrel® não 

apresentaram diferenças significativas (Figura 5.7). Em relação ao 

Tocilizumabe/Actemra®, é descrito que o tratamento causa redução no número de 
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plaquetas (132). Esse fenômeno não foi verificado uma vez que não se realizaram 

os hemogramas dos animais tratados. Ainda assim, os animais controle tratados 

com o anticorpo monoclonal contra IL-6R, não apresentaram diferenças 

significativas dos animais controle tratados com veículo. Pelo que, caso tenha 

ocorrido a redução no número de plaquetas, esta não influenciou o ensaio de 

sangramento nem os tempos de coagulação.  

Com base nestes achados, podemos concluir que o bloqueio de IL-6R, durante a 

fase aguda da infecção oral, foi capaz atenuar as alterações hemostáticas (Figura 

6.1A). Este tratamento trouxe também benefícios em modelos experimentais de 

outras patologias, tais como nefropatia diabética e desordens cognitivas 

perioperatórias (133,134). 

Vale ressaltar que não foram estudadas as vantagens e desvantagens da 

intervenção com o anticorpo monoclonal a longo prazo, mais precisamente, na fase 

crônica da infecção.  

Além disso, foi demonstrado que camundongos SC também apresentam 

distúrbios hematológicos, com prolongamento do aPTT aos 14 dpi anteriormente 

animais OI, com aumento significativo aos 21 dpi. Possivelmente, a maior 

parasitemia, concentrações de citocinas pró-inflamatórias mais altas aos 14 dpi e 

maior taxa de mortalidade no modelo SC possam explicar esta diferença. Desta 

forma, ressalta-se que a presença do parasito na corrente sanguínea induz 

modificações no sistema hemostático, não sendo este fenômeno característico da 

via de transmissão oral. Várias hipóteses podem ser conjecturadas para explicar os 

sintomas diferenciados (tais como sinais hemorrágicos) nos pacientes infectados 

pela via oral: “background” genético do hospedeiro e acesso ao tratamento, 

considerando que a maioria dos surtos de infecção oral ocorrem no estado do Pará; 

a variabilidade genética do parasito, isto é, diferentes DTUs podendo estar 

correlacionadas com alterações hematológicas mais graves e inóculo, ainda que 

seja extremamente difícil estimar a concentração de parasitos ingeridos na 

ocorrência de um surto.  

Em suma, este trabalho mostra pela primeira vez que durante a fase aguda da 

DC ocorre um distúrbio hemostático ligado à inflamação sistêmica principalmente a 

IL-6, com: (i) diminuição do número de plaquetas, não estando esclarecido o motivo, 

se por desregulação da megacariopese, remoção e/ou consumo exacerbado, ou 
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todos os fenômenos em conjunto; (ii) decréscimo nas concentrações de FVIII aos 14 

dpi mostrando um consumo deste fator; (iii) detecção de D-dímero indicando um 

maior “turnover” da fibrina. Estas alterações resultaram em aumentos no 

sangramento dos animais e no tempo de coagulação aPTT sinais de coagulação 

intravascular disseminada, uma coagulopatia de consumo associada a hemorragias 

e trombos paralelamente (Figura 6.1B). Por último, chama-se a atenção para a 

necessidade de vigilância e avaliação do sistema hematológico dos pacientes 

agudos infectados mesmo não sabendo se estes resultados são transferíveis a 

humanos. 

 

Figura 6.1 Infecção oral pelo T. cruzi resulta em anormalidades hematológicas ligadas 

a uma inflamação sistêmica. (A) Camundongos oralmente infectados apresentam 

trombocitopenia, depleção do FVIII e valores aumentados de D-dímero relacionados com a 

inflamação sistêmica. O bloqueio de IL-6R foi capaz de restaurar a hemostasia nos animais 

tratados. (B) Hipótese do trabalho: A infecção aguda pelo T. cruzi leva a um aumento da 

secreção de citocinas pró-inflamatórias em modelo experimental e hipoteticamente, em 

humanos. A IL-6 está associada ao decréscimo de plaquetas, possivelmente devido a 

distúrbios na megacariopoiese, “clearance” de plaquetas e/ou consumo; redução da 

concentração sérica de FVIII e quantidades altas de D-dímero devido ao “turnover” 
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exacerbado da fibrina. No conjunto, estes processos levam ao aumento do sangramento e 

do aPTT, sinais de coagulação intravascular disseminada que tem como sintomas 

hemorragias e microtrombos, que já foram previamente reportados na DC aguda 

(3,34,39,111).  

 

7. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

O presente trabalho demonstrou, pela primeira vez, que a infecção oral pelo T. 

cruzi promoveu um desequilíbrio hemostático relacionado à inflamação sistêmica. O 

grupo OI apresentou um decréscimo no número de plaquetas, aumento de 

sangramento e aumento do tempo de coagulação aPTT, em paralelo com a alta 

parasitemia. O bloqueio da via de sinalização de IL-6 preveniu estas modificações, 

contrariamente ao uso do anticorpo contra TNF. 

Camundongos infectados pela via SC também apresentaram prolongamento do 

tempo de coagulação, em momentos anteriores aos animais OI, não sendo este 

fenômeno específico da via de transmissão oral. 

Como perspectiva pretende-se fazer uma avaliação dos megacariócitos em 

vários órgãos (medula, baço, fígado e pulmão) e da sua contribuição para a 

trombocitopenia observada de forma a entender se a infecção oral pelo T. cruzi está 

associada a anormalidades na megacariopoese. Além disso, pretende-se verificar 

até que grau os resultados obtidos no nosso modelo experimental mimetizam a DC 

aguda por transmissão oral em humanos analisando mediadores inflamatórios e 

parâmetros hematológicos nas amostras dos portadores da enfermidade, projeto em 

colaboração com grupos do norte do país.  
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