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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 
PAPEL DE QUINASE DE ADESÃO FOCAL (FAK) NA HIPERTROFIA CARDÍACA INDUZIDA 

POR Trypanosoma cruzi 
 

RESUMO 
 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 
 

Amanda Resende Tucci 

A doença de Chagas (DC) é a principal causa de insuficiência cardíaca em áreas endêmicas da 

América Latina. Hipertrofia e fibrose cardíaca estão entre as principais características da 

cardiomiopatia chagásica crônica (CCC). Portanto, o conhecimento de vias de sinalização 

atuantes na hipertrofia chagásica é essencial para a identificação de alvos terapêuticos. A 

quinase de adesão focal (FAK), uma proteína tirosina quinase não receptora, emergiu como uma 

via de sinalização que regula a hipertrofia cardíaca idiopática. A ativação de FAK, via resíduo de 

Serina 910 (S-910), por endotelina 1 (ET-1), um vasoconstritor produzido por células endoteliais, 

cardiomiócitos e fibroblastos cardíacos, desempenha um papel importante na CCC. Assim, neste 

estudo foi analisada a participação de FAK na modulação de hipertrofia induzida por T. cruzi. 

Camundongos C57BL/6 foram infectados com T. cruzi (cepa Brasil) e avaliados quanto às 

anormalidades eletrocardiográficas (ECG) e ativação de vias de sinalização envolvidas na 

hipertrofia cardíaca, incluindo FAK e proteína quinase regulada por sinal extracelular 1 e 2 

(ERK1/2). Além disso, a expressão do gene marcador de hipertrofia, peptídeo natriurético atrial 

(ANP), e componentes de matriz extracelular, como fibronectina (FN) e colágeno 1 (COL 1), 

foram avaliados por PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) e imuno-histoquímica, 

respectivamente, nos diferentes estágios de infecção (60 a 210 dias pós infecção (dpi)). A 

incidência de arritmias cardíacas foi reportada nas fases aguda e crônica da infecção 

experimental por T. cruzi. Prolongamento significativo do intervalo PR, bem como redução da 

frequência cardíaca foram compatíveis com a presença de bloqueio atrioventricular (BAV) e 

bradicardia (BRA), proeminentes entre 150 e 180 dpi, evidenciados na análise do ECG. 

Alterações no ECG também foram acompanhadas por elevada expressão de ANP no tecido 

cardíaco na fase crônica de infecção (150 a 210 dpi) e por aumento da expressão de FN e COL1. 

A análise da cinética de infecção revelou que os elevados níveis plasmáticos de ET-1 e o 

remodelamento de matriz extracelular no miocárdio de C57BL/6 infectados mediaram a ativação 

da via de sinalização de FAK, demonstrada pelo aumento dos níveis de fosforilação de FAK-

Y397 e FAK-S910 assim como de ERK1/2, estimulando a resposta hipertrófica evidenciada pelo 

aumento nos níveis de ANP no miocárdio. Este conjunto de dados sugere que a ativação da via 

de sinalização de FAK estimula a resposta hipertrófica cardíaca induzida por T. cruzi, 

contribuindo com a progressão da cardiomiopatia chagásica crônica. 



x 
 

 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

ROLE OF FOCAL ADHESION KINASE (FAK) IN CARDIAC HYPERTROPHY INDUCED BY 
Trypanosoma cruzi  

 
ABSTRACT  

 
PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

 
Amanda Resende Tucci  

 
Chagas disease (CD) is the main cause of heart failure in endemic areas of Latin America. 

Cardiac hypertrophy and fibrosis are among the main characteristics of chronic chagasic 

cardiomyopathy (CCC). Therefore, knowledge of signaling pathways active in chagasic 

hypertrophy is essential for the identification of therapeutic targets. Focal adhesion kinase (FAK), 

a non-receptor protein tyrosine kinase, has emerged as a signaling pathway that regulates 

idiopathic cardiac hypertrophy. The activation of FAK, via Serine 910 residue (S-910), by 

endothelin 1 (ET-1), a vasoconstrictor produced by endothelial cells, cardiomyocytes and cardiac 

fibroblasts, plays an important role in CCC. Thus, in this study, the participation of FAK in the 

modulation of hypertrophy induced by T. cruzi was analyzed. C57BL/6 mice were infected with T. 

cruzi (Brazil strain) and evaluated for electrocardiographic abnormalities (ECG) and activation of 

signaling pathways involved in cardiac hypertrophy, including FAK and extracellular signal-

regulated kinase 1/2 (ERK1/2). In addition, the expression of the hypertrophy marker gene, atrial 

natriuretic peptide (ANP), and extracellular matrix components, such as fibronectin (FN) and 

collagen 1 (COL 1), were evaluated by quantitative real-time PCR (RT-qPCR) and 

immunohistochemistry, respectively, at different stages of infection (60 to 210 days after infection 

(dpi)). The incidence of cardiac arrhythmias has been reported in the acute and chronic phases 

of experimental T. cruzi infection. Significant prolongation of the PR interval, as well as a reduction 

in heart rate, were compatible with the presence of atrioventricular block (BAV) and bradycardia 

(BRA), prominent at 150 and 180 dpi, evidenced in the ECG analysis. ECG changes were also 

accompanied by high expression of ANP in cardiac tissue in the chronic phase of infection (150 

to 210 dpi) and by increased expression of FN and COL1. Analysis of infection kinetics revealed 

that elevated plasma levels of ET-1 and remodeling of extracellular matrix in the infected C57BL/6 

myocardium mediated activation of the FAK signaling pathway, demonstrated by increased levels 

of FAK-Y397 and FAK-S910 phosphorylation, as well as ERK1/2, stimulating the hypertrophic 

response evidenced by the increase in ANP levels in the myocardium. This data set suggests that 

the activation of the FAK signaling pathway stimulates the cardiac hypertrophic response induced 

by T. cruzi, contributing to the progression of chronic chagasic cardiomyopathy. 
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I. INTRODUÇÃO 

1.  Doença de Chagas 

1.1. Cenário epidemiológico 

A tripanossomíase americana ou doença de Chagas (DC), causada pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi, foi primeiramente descrita pelo médico 

sanitarista Carlos Chagas em 1909 no Brasil. Embora o agente causador e as 

manifestações clínicas tenham sido identificados há mais de 100 anos, a DC 

permanece como um dos principais problemas de saúde pública na América 

Latina e ainda, sob o título de doença tropical negligenciada (DTN) pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) (Pérez-Molina & Molina, 2018). Um 

estudo realizado no Brasil abordando DTNs, no período de 1990 – 2016, revelou 

que a DC é a principal causa de incapacidade relacionada aos anos de atividade 

produtiva (Martins-Melo et al., 2016) e, dados adicionais relataram que a doença 

é responsável pela perda de aproximadamente 752.000 dias úteis devido a 

mortes prematuras e, um custo de 1,2 bilhões de dólares em produtividade em 

sete dos doze países da América Sul (Conteh et al., 2010; Pérez-Molina & 

Molina, 2018). 

As medidas de controle adotadas pelos países do Cone Sul em 1991 

(Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai) reduziram os casos de infecção 

aguda ocasionados por via transfusional e a transmissão vetorial de T. cruzi 

(vetores da subfamília Triatominae), conferindo ao Brasil o certificado de 

eliminação da transmissão por Triatoma infestans em 2006 (Ferreira & Silva, 

2006; revisto por Bello Corassa et al., 2016).  Esta iniciativa reduziu o número de 

casos de 20-30 milhões de pessoas no mundo em 1990 para 8 – 10 milhões em 

2010, com decréscimo de incidência de novos casos de 700.000 para 28.000 

neste mesmo período (Pan American Health Organization, 2011). Atualmente, 

cerca de 6-8 milhões de indivíduos encontram-se infectados no mundo, estando 

a maioria dos casos registrados na América Latina, área endêmica da DC (WHO, 

2020). A urbanização da população rural na América Latina, que se intensificou 

a partir da década de 1940, tornou a DC um importante problema médico e social 

urbano (Coura & Viñas, 2010). Estima-se que aproximadamente 12 milhões de 

pessoas vivam sob risco de infecção (Ministério da Saúde, 2020), com 42.200 

novos casos, e que cerca de 10 mil mortes ocorram por ano devido às 
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manifestações clínicas da DC (WHO, 2020). A prevalência da DC varia entre 

países, alcançando 1,3% no Brasil e 20% na Bolívia. Embora a taxa anual de 

novos casos tenha sofrido drástica redução após a implementação de 

campanhas para o controle vetorial e a triagem em bancos de sangue no Brasil, 

acredita-se que cerca de 1,2 a 4 milhões de pessoas estejam infectadas no país, 

causando aproximadamente 6.000 mortes por ano (Martins-Melo et al., 2016; 

Martins-Melo, 2019). No período de 2000-2011, a DC foi responsável por 76,7% 

das mortes (58.928 mortes) relatadas por DTNs no Brasil (Martins-Neto et al., 

2016), destacando a importância desta doença negligenciada em nosso país.  

Apesar destas estratégias terem sido essenciais para minimizar surtos de 

infecção vetorial, estudos indicam o ressurgimento de T. infestans no Estado da 

Bahia (Araújo et al., 2014) e ainda, o importante papel epidemiológico de vetores 

secundários, como é o caso de Triatoma vitticeps, no Brasil (Alevi et al., 2017; 

Souza et al., 2011). Além disso, dados atuais revelam que casos de infecção oral 

representem uma importante via de transmissão de T. cruzi na região Norte 

(Santos et al., 2018). Portanto, a contaminação de alimentos e bebidas com 

excretas de insetos infectados ou até mesmo o próprio triatomíneo infectado 

triturado, bem como a ingestão de carne crua ou malcozida de caça e a 

contaminação de alimentos com urina ou secreção anal de marsupiais 

infectados, são responsáveis pelos principais surtos de transmissão oral 

ocorridos nos diferentes países da América Latina (Albuquerque et al., 2018; 

López-Vélez et al., 2020; OPAS, 2009). Vale considerar que a infecção oral tem 

sido associada a alta mortalidade e morbidade, incluindo aumento da 

prevalência e gravidade da patologia cardíaca (miocardite) (Barbosa-Ferreira et 

al., 2010; Ianni & Mady, 2005; revisto por Simões et al., 2018; Souza et al., 2016). 

Nas últimas décadas, a DC tornou-se globalizada com relatos de casos nos 

Estados Unidos (EUA), Canadá, Europa, Japão e Austrália (Figura 1) devido ao 

intenso processo migratório de indivíduos infectados para os diferentes 

continentes (Antinori et al., 2017; Coura & Viñas, 2010; Lidani et al., 2019). O 

diagnóstico da DC representa um grande desafio para países não-endêmicos, 

devido ao fato da maioria dos imigrantes infectados permanecer na fase crônica 

indeterminada (assintomática) que favorece a condição silenciosa dessa 

enfermidade. Cerca de 300.000 imigrantes latinos foram notificados com a fase 

crônica da doença nos EUA (Bennett et al., 2018), sendo observados ainda 
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elevados índices de infecção em países de ampla migração sul americana 

(Schmunis, 2007).  

A infecção em países não-endêmicos ocorre por rotas não vetoriais, exceto 

nos EUA onde 11 espécies de triatomíneo foram identificadas (Klotz et al., 2014) 

e, recentemente, reportado elevado índice de infecção dos vetores (54%) no sul 

do país, principalmente no Texas, com relatos de infecção autóctone (Curtis-

Robles et al., 2018). Estudos revelaram que a transmissão congênita atinge 

valores de cerca de 1% no Brasil e que essa taxa pode atingir níveis de até 12% 

em outros países da América Latina (Dias & Amato Neto, 2011; Dias et al., 2019). 

Esta via de transmissão é uma rota importante de infecção por T. cruzi em países 

não-endêmicos, sendo o diagnóstico e estratégias de controle essenciais para 

redução da carga global da doença (Messenger & Bern 2018).   

 

 

Figura 1: Dispersão da doença de Chagas na América Latina e nos países não-endêmicos. Os 
valores estimados de indivíduos infectados por Trypanosoma cruzi foram demonstrados nas 
diferentes áreas (em círculo) e o espectro de cores relaciona a incidência de transmissão vetorial 
nas regiões endêmicas e não endêmicas da doença (Adaptado de López-Vélez et al., 2020). 

 

Considerando que grande parte da população afetada por DTNs vive em 

países de baixa e média renda, a DC entra nesse cenário impactando 

diretamente na qualidade de vida, economia e produtividade. Assim, deve-se 
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compreender que melhorias na saúde influenciam positivamente no bem-estar, 

fortalecendo a ideia de que ter acesso à saúde é direito de todo ser humano, 

assim como o desenvolvimento de medidas de controle e eliminação de doenças 

negligenciadas gerariam importantes efeitos sobre o crescimento econômico 

nacional e até mesmo global (Dias, 2017; Olivera et al, 2019; Samuels & Pose, 

2013; Tarleton et al., 2014). Sob essa perspectiva, a Fundação Bill e Melinda 

Gates associada a 13 empresas farmacêuticas, juntamente com a OMS, 

desenvolveu um projeto denominado Declaração de Londres que visa a 

erradicação ou controle de 10 DTNs, incluindo a DC, até o ano de 2020 (Lee et 

al., 2018; The London Declaration, 2014; WHO, 2012). No entanto, para que as 

metas propostas fossem alcançadas seriam necessários esforços que visassem 

a prevenção, controle e estratégias que otimizem a pesquisa e o 

desenvolvimento de novos fármacos contra as doenças tropicais (Lee et al., 

2018; Tarleton et al., 2014). Avanços significativos foram alcançados, incluindo 

eliminação de transmissão de oncocercose em quatro países das Américas, seis 

países certificaram livre da transmissão do verme-da-índia desde 2010, houve 

doação de praziquantel para tratamento da esquistossomose, entre outros 

(Molyneux, 2016). No entanto, poucos avanços foram evidenciados na DC, mas 

destaca-se a produção do fármaco de referência (benzonidazol; BZ) na dose 

pediátrica, aprovação do BZ pela Administração de Medicamentos e Alimentos 

dos EUA (FDA) e, mais recentemente, a eficácia do BZ em ensaios clínicos 

utilizando baixas doses e esquema curto de tratamento (Alpern et al., 2017; FDA, 

2017; Rial et al., 2017; DNDi, 2019) a ser discutido posteriormente. 

 

 

1.2.  Evolução clínica e tratamento da doença 

A DC é caracterizada por duas fases clínicas: uma inicial ou aguda, e outra 

mais tardia ou crônica (Figura 2). No ser humano, a fase aguda da infecção tem 

duração de 4 a 8 semanas e, embora seja assintomática na maioria dos casos, 

podem ocorrer sintomas não específicos compatíveis com a replicação 

intracelular e a intensa parasitemia patente (revisto por Guarner, 2019; Lidani et 

al., 2019). Nesta fase, a presença de sintomatologia é evidenciada com 

episódios de febre, lesão inflamatória no local de entrada de T. cruzi como 
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edema unilateral da pálpebra (sinal de Romaña), hepatoesplenomegalia, 

mialgia, exantema em ambas as pernas, edema de rosto e membros inferiores, 

manifestações hemorrágicas e convulsões (revisto por Pérez-Molina & Molina, 

2018). A infecção de células hospedeiras em diferentes tecidos causa 

inflamação no coração, trato gastrointestinal (esôfago e cólon), meninges e 

tecidos nervosos centrais e periféricos, dentre outros (Molina et al., 1988).  

 

 

Figura 2: Fases clínicas e evolução da doença de Chagas. A sintomatologia da fase crônica é 
representada pelos comprometimentos cardíacos (cardiomiopatia) e digestivos (megaesôfago e 
megacólon) dos indivíduos infectados. (Adaptado de Rassi et al., 2010). 
 

 

A doença aguda grave também pode ocorrer em cerca de 5% dos pacientes 

e incluem a miocardite e meningoencefalite, com risco de mortalidade em 

aproximadamente 1% dos casos, principalmente em indivíduos 

imunocomprometidos e crianças com menos de 2 anos de idade (Fernandes et 

al., 2017; Laranja et al., 1956; López-Vélez et al., 2020; Pittella, 2009). Estudos 

de fase aguda em modelos animais, demonstraram a presença de formas 

tripomastigotas em todos os tecidos analisados – com detecção de parasitos 

bioluminescentes disseminados na cavidade peritoneal (1 dpi); região terminal 

do intestino grosso, reto e gônadas (7 dpi); coração, membros anteriores e 

posteriores (14-21 dpi); e gônadas (28 dpi) (Henriques et al., 2014) – além de 
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relatarem persistência de resposta inflamatória celular de grau variado, com 

produção de citocinas (Guarner, 2019; Guarner et al., 2001; Powell et al., 1998).  

Passada a fase aguda, que geralmente se resolve espontaneamente, os 

indivíduos progridem para a fase crônica onde a maioria permanece na forma 

indeterminada por décadas, a qual é caracterizada por sorologia e/ou exames 

parasitológicos positivos para T. cruzi e por ausência de sintomas, de evidências 

de lesões cardíacas no eletrocardiograma (ECG) e de alterações no esôfago e 

cólon por estudos radiológicos (Andrade et al., 2011; Dias, 1989; Nunes, et al., 

2018). Entretanto, diagnósticos mais sensíveis e sofisticados se mostram 

necessários, uma vez que o estudo de pacientes crônicos assintomáticos 

revelou que mais de 50% desses indivíduos possuíam alterações 

histopatológicas (Carrasco et al., 1987; Pereira et al., 1986), sendo esses 

achados também observados no modelo canino de infecção crônica por T. cruzi 

(Andrade, 1997). Apesar da ausência de sintomas aparentes, os cães 

apresentaram danos teciduais com pequenos focos de miocardite crônica leve, 

edema intersticial, fibrose e infiltrado de linfócitos, macrófagos e células 

plasmáticas (Andrade et al., 1997; Nunes, 2018). Contudo, é relevante 

considerar que uma parcela dos indivíduos infectados é notificada com distúrbios 

no estágio mais tardio da doença, os quais se caracterizam pela presença de 

desordens cardíacas (20 a 30%), digestivas (10 a 15%), neurológicas (<5%) ou 

mistas (cardíaca e digestiva) (Nunes et al., 2018; Rassi Jr. et al., 2012).  

As alterações cardíacas configuram os problemas mais frequentes e graves 

decorrentes da infecção parasitária e a cardiomiopatia é a principal manifestação 

clínica que acomete indivíduos cronicamente infectados. Diante desse quadro, é 

importante mencionar que a incapacidade laboral e a mortalidade geradas pela 

DC se devem, principalmente, à cardiopatia chagásica crônica (CCC), que 

atualmente atinge cerca de 1,2 milhões de indivíduos no Brasil e é considerada 

a principal causa de insuficiência cardíaca causada por agentes infecciosos em 

países da América do Sul (revisto por Bocchi 2013; revisto por Simões et al., 

2018; WHO 2015).  

O tratamento para DC ainda é considerado um grande desafio dentro da 

abordagem terapêutica, estando atualmente limitado ao uso dos fármacos 

nifurtimox (Nfx – produzido pela Bayer) e principalmente BZ (atualmente 

produzido pelo Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) 
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– Brasil e o laboratório Elea – Argentina), que atuam com 60-80% de eficácia na 

fase aguda da doença (incluindo casos de transmissão congênita e reativação 

durante a fase crônica) (Altcheh et al. 2011; Bartsch et al., 2018; Bern, 2011; 

revisto por Bonney, 2014). Estes fármacos são caracterizados pelo elevado grau 

de efeitos adversos devido à toxicidade intrínseca do medicamento e ao tempo 

prolongado de administração (60 a 90 dias) (Jackson et al., 2020; Kratz et al., 

2018; Morilla & Romero, 2015). A Iniciativa de desenvolvimento de novos 

medicamentos para Doenças Negligenciadas (DNDi) considera que o tratamento 

atual apresenta muitos efeitos colaterais e acarreta elevado índice de abandono. 

Ainda, é importante considerar que muitos pacientes não são diagnosticados na 

fase inicial da doença e que, portanto, desconhecem seu quadro clínico 

impossibilitando o tratamento.  

Ensaios clínicos têm contribuído com avanços no desenvolvimento de 

novos fármacos e/ou regimes de tratamentos, visando avaliação da eficácia e 

segurança terapêutica. O ensaio clínico CHAGAZOL avaliou a eficácia de 

posaconazol, um antifúngico que inibe a biossíntese de ergosterol, administrado 

em suspensão oral em monoterapia comparado ao BZ.  Os resultados revelaram 

falha terapêutica de posaconazol no tratamento de pacientes com baixa dose 

(100 mg – 2x/dia) e alta dose (400 mg – 2 x/dia) por 60 dias, apresentando 92% 

e 81% dos pacientes positivos para T. cruzi, respectivamente, comparado com 

BZ (6%) (Molina et al., 2014). O ensaio clínico STOP-Chagas, que avaliou o 

efeito do posaconazol (400 mg – 2x/dia) em terapia combinada com BZ, também 

resultou em dados insatisfatórios.  Posaconazol apresentou eficácia similar ao 

placebo (17%) comparado ao BZ em monoterapia (200 mg – 2x/dia) ou terapia 

combinada com posaconazol (96%) (Morillo et al., 2017). O ensaio clínico com 

E1224 (fosravuconazol) demonstrou uma redução transiente da carga 

parasitária, comparado ao BZ que se manteve sustentável por 12 meses de 

acompanhamento clínico, mas E1224 apresentou boa tolerabilidade (Torrico et 

al., 2018), sendo recomendado um novo ensaio de terapia combinada com BZ.  

O ensaio clínico de fase II com fexinidazol, iniciado em 2014, foi interrompido por 

motivos de baixa tolerabilidade, mas alta eficácia foi encontrada no regime curto 

com doses mais baixas (1200 mg), levando ao estabelecimento de novo ensaio 

clínico, iniciado em 2017, utilizando regimes de baixa doses e tempos curtos de 

tratamento com previsão de término em 2020. 
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Uma lacuna no conhecimento sobre a farmacocinética de nifurtimox em 

crianças, motivou o desenvolvimento do ensaio clínico CHICO (Chagas disease 

In Children treated with Nifurtimox), realizado pela Bayer, visando demonstrar a 

farmacocinética, segurança e eficácia de uma nova formulação do medicamento 

para tratar crianças nas fases aguda e crônica da doença (GT- Chagas, 2019). 

O estudo demonstrou superioridade na eficácia de tratamentos longos (60 dias) 

comparado aos curtos períodos de tratamento (30 dias) ou placebo e ainda, boa 

tolerância ao medicamento. Além disso, o ensaio clínico BENDITA 

(BEnznidazole New Doses Improved Treatment and Associations), que avaliou 

a eficácia do BZ em baixa dose e regime curto de tratamento (300 mg por 2 

semanas), revelou eficácia similar ao tratamento padrão (300 mg por 8 semanas) 

e em terapia combinada com fosravuconazol (E1224), além de redução dos 

efeitos colaterais, favorecendo a ampliação do tratamento em países endêmicos 

e minimizando as taxas de abandono por efeitos adversos. No entanto, não há 

relatos sobre seu efeito sobre a progressão da cardiomiopatia chagásica crônica 

(DNDi 2019). Por outro lado, os dados do ensaio clínico BENEFIT (Avaliação do 

Benzonidazol para Interrupção da Tripanossomíase) revelaram a incapacidade 

do BZ em prevenir a evolução da cardiomiopatia chagásica crônica (Morillo et 

al., 2015), uma importante manifestação clínica da doença.  

 

 

1.3.  Cardiomiopatia Chagásica 

 

 A cardiomiopatia é definida como um grupo heterogêneo de doenças 

associadas à disfunção mecânica e/ou elétrica que afeta diretamente o 

miocárdio (Maron et al., 2006). De acordo com a OMS e a Federação e 

Sociedade Internacional de Cardiologia (1995), a doença pode se manifestar nas 

formas dilatada, hipertrófica e restritiva, desencadeada por uma variedade de 

fatores, como é o caso das alterações genéticas (casos mais frequentes) e os 

agentes infecciosos. Sob foco deste estudo, será considerada apenas a 

cardiomiopatia chagásica hipertrófica que se caracteriza pelo espessamento da 

parede do ventrículo esquerdo, decorrente especificamente do aumento da 

massa cardíaca, e que pode gerar redução do volume ventricular (Maron et al., 

2006; Maron & Maron, 2013). 
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A CCC é desencadeada por inflamação crônica, de baixa intensidade, 

porém constante, que gera destruição tissular progressiva e fibrose no coração. 

Embora a patogênese da CCC não seja completamente elucidada, evidências 

demonstram que a persistência do parasito (revisto por Tarleton, 2001) e a 

resposta imune do hospedeiro (Gomes et al., 2003; Pereira et al., 2018; Rocha 

Rodrigues et al., 2012) são responsáveis por provocar o desenvolvimento de 

miocardite crônica que afeta todas as câmaras do coração, os nervos cardíacos 

parassimpáticos e o sistema de condução. Desta forma, esses fatores são fortes 

contribuintes para a progressão da doença cardíaca (Healy et al., 2015; Marin-

Neto et al., 2007; revisto por Bonney et al., 2019; Roffe & Murphy, 2018). Diante 

desse cenário, o ambiente inflamatório gerado nos tecidos dos hospedeiros, com 

produção de citocinas e mecanismos citotóxicos que incluem células T CD8+, em 

associação com a virulência de T. cruzi e o tropismo tecidual são fatores cruciais 

que influenciam no desenvolvimento de cardiomiopatia grave (Dutra et al., 2014; 

Ferreira et al., 2017; Machado et al., 2012; Poveda et al., 2014; Nunes et al., 

2018). 

O crescimento hipertrófico do coração é uma resposta adaptativa ao 

estresse hemodinâmico e atua como um efeito compensatório para melhorar o 

desempenho cardíaco e reduzir a tensão da parede ventricular (Berenji et al., 

2005; Lazzeroni et al., 2016). Fisiologicamente, a hipertrofia do coração pode 

ocorrer na presença de condições estressantes crônicas o que acarreta uma 

forma de hipertrofia patológica. Durante este evento, ocorre inicialmente 

crescimento concêntrico dos miócitos (a largura aumenta desproporcionalmente 

em comparação ao comprimento) na resposta à sobrecarga, gerando redução 

excessiva no diâmetro da cavidade ventricular. Subsequentemente, com a 

progressão hipertrófica, ocorre o crescimento excêntrico das células 

(crescimento proporcional em comprimento e largura) que resulta em 

alongamento dos cardiomiócitos e dilatação da câmara ventricular (Figura 3). 

Essa condição fenotípica é acompanhada de disfunção contrátil com redução na 

fração de ejeção do ventrículo esquerdo, fibrose com elevada produção de 

colágeno I e insuficiência cardíaca (Berenji et al., 2005; Heineke & Molkentin, 

2006; Kannel et al., 1987; revisto por Nakamura & Sadoshima, 2018; revisto por 

Zeitz & Smyth, 2020). 
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Figura 3: Mecanismos envolvidos na hipertrofia cardíaca. Crescimento de cardiomiócitos e 

aumento na síntese de proteínas sarcoméricas induz o aumento do coração.  Na hipertrofia 

patológica, ocorre inicialmente o crescimento concêntrico caracterizado pelo espessamento dos 

miócitos cardíacos e da parede dos ventrículos, o que resulta em redução das dimensões das 

câmaras ventriculares, bem como do volume diastólico final. Progressivamente, na hipertrofia 

excêntrica ocorre alongamento dos cardiomiócitos com elevada formação de miofibrilas, o que 

leva à dilatação da câmara ventricular, aumento no volume diastólico final e função contrátil 

comprometida. Insuficiência cardíaca com fração de ejeção preservada e reduzida pode ser 

evidenciada durante a cardiomiopatia hipertrófica. (Adaptado de:  

http://www.rnceus.com/CHF_16/stageB.html). 

 

Contudo, esses danos refletem as alterações que ocorrem a níveis 

celulares que são representadas pela elevada expressão dos genes fetais que 

codificam para a cadeia pesada de miosina, isoforma β de músculo cardíaco e 

α-actina de músculo esquelético, e também para peptídeo natriurético atrial 

(ANP) e peptídeo natriurético cerebral (BNP), os quais favorecem a produção de 

novos sarcômeros (unidades funcionais contráteis da fibra muscular) e, 

consequentemente, de miofibrilas de forma que aumente a contratibilidade do 

órgão (Carreño et al., 2006; Frey et al., 2004; revisto por Nakamura & 

Sadoshima, 2018). Portanto, é considerado que os miócitos cardíacos possuem 

baixa capacidade multiplicativa e que o aumento da massa muscular é 

decorrente da adição de sarcômeros dentro da fibra muscular pré-existente 

(Franchini, 2001; Clemente et al., 2012; Nakamura & Sadoshima, 2018).  

O perfil sintomatológico na fase crônica da DC revela alterações no ritmo 

cardíaco, detectadas por eletrocardiograma (ECG), que estão correlacionadas 

http://www.rnceus.com/CHF_16/stageB.html
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com as alterações clínicas evidenciadas nos pacientes cardiopatas (Figura 4). 

Essas manifestações incluem disfunção do nodo sinusal gerando bradicardia 

(BRA) grave, bloqueio atrioventricular (BAV) de alto grau com intervalo PR 

prolongado, taquicardia e extrassístole ventricular (EV), cardiomiopatia dilatada 

progressiva com insuficiência cardíaca congestiva, aneurisma apical 

(geralmente no ventrículo esquerdo) e formação de trombos frequentemente no 

ventrículo esquerdo dilatado (Rassi & Little, 2000; revisto por Brito & Ribeiro, 

2018). É importante ainda reforçar que este quadro clínico é responsável por 55-

65% dos óbitos por morte súbita em indivíduos infectados, seguida de 

insuficiência cardíaca refratária e tromboembolismo (Rassi et al., 2001; revisto 

Simões et al., 2018). Em paralelo, é relevante considerar que embora as 

características fenotípicas da CCC sejam bastante similares ao descrito na 

cardiomiopatia dilatada idiopática, esta última parece estar associada a pré-

disposição genética e/ou mutações nos genes de proteínas sarcoméricas (Stein, 

2017). Por outro lado, a hipertrofia chagásica parece estar relacionada à 

persistência do parasito que acarreta infiltrado inflamatório e dano tissular com 

elevada fibrose do miocárdio (revisto por Bonney et al., 2019). 
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Figura 4: Características clínicas e perfis eletrocardiográficos na cardiomiopatia chagásica. A 

disfunção do nodo sinusal observada em pacientes com CCC pode acarretar bradicardia sinusal 

e bloqueio atrioventricular. A presença de aneurisma apical e formação de trombos também são 

observados no ventrículo esquerdo dilatado nos indivíduos cronicamente infectados (Adaptado 

de Healy et al., 2015; Retirado de: Rassi et al., 2010; com permissão de reprodução de Rassi et 

al., 2009). 

 

Os danos cardíacos na CCC são progressivos e podem ser classificados 

em quatro estágios (A, B (B1 e B2), C e D) de acordo com a gravidade da doença 

(Andrade et al., 2010). No estágio A são incluídos os pacientes indeterminados, 

que não apresentam os sintomas prévios de insuficiência cardíaca e cardiopatia 

estrutural (ECG e raio X de tórax normais). No estágio B são encontrados os 

pacientes apresentando cardiopatia estrutural, sem sinais e sintomas de 

insuficiência cardíaca, sendo a classificação B1 reportada em pacientes com 

alterações eletrocardiográficas leves (arritmias e desordens na condução 

elétrica) e ecocardiográficas discretas (anormalidades da contratilidade 

regional), mas com boa função ventricular global, ou B2 com disfunção 
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ventricular apresentando fração de ejeção do ventrículo esquerdo reduzida. No 

estágio C estão inseridos os grupos de pacientes com disfunção do ventrículo 

esquerdo e com sintomas prévios ou atuais de insuficiência cardíaca, enquanto 

no estágio D estão incluídos pacientes com insuficiência cardíaca em repouso, 

refratária à terapia médica maximizada, exigindo intervenções intensivas.  

Assim, o quadro sintomático e o grau da doença apresentado por pacientes 

portadores da DC com hipertrofia cardíaca são dependentes da natureza do 

estímulo e dos mecanismos de sinalização ativados (Andrade et al., 2010). 

 

 

1.4 – Fatores e mecanismos envolvidos na hipertrofia cardíaca  

Como descrito anteriormente, o estresse mecânico pode disparar 

modificações estruturais, funcionais e sinalizadoras que resultam em diferentes 

processos celulares, incluindo a regulação eletrofisiológica, regulação de canais 

de cálcio, função contrátil e a transcrição de genes hipertróficos em células 

musculares cardíacas (revisto por Lyon et al., 2015). Este processo denominado 

de mecanotransdução pode ser definido como resposta bioquímica dos 

cardiomiócitos ao estímulo mecânico. Desta maneira é compreendido que, a 

depender do estímulo gerado, pode haver aumento da sarcomerogênese, 

ocasionando o crescimento dos miócitos cardíacos e o espessamento da parede 

ventricular (Lammerding et al., 2004), havendo assim a participação de proteínas 

mecanossensitivas e relevantes complexos proteicos (Swynghedauw, 2016), 

incluindo integrinas. 

Integrinas são moléculas transmembranares heterodiméricos (subunidades 

α e β) situados em regiões costaméricas e dos discos intercalares (revisto por 

Brancaccio et al., 2006), atuam como importantes agentes mecanotransdutores 

(Ross et al., 2013) e são responsáveis por conectar os componentes de matriz 

extracelular (MEC) ao citoesqueleto de actina intracelular (revisto por Sun et al., 

2016). Durante o estresse mecânico, as integrinas são ativadas, estabelecem 

ligação com a MEC, se agregam na membrana celular e sinalizam para o 

acoplamento de talina à sua cauda citoplasmática β (Figura 5) (revisto por 

Kechagia et al., 2019; Sun et al., 2016).  Enquanto o domínio N-terminal de talina 

se mantém associado ao receptor celular, na região C-terminal dessa molécula 
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são encontrados sítios de ligação para vinculina (Alberts et al., 2017). Estas duas 

proteínas estruturais ativadas por um mecanismo que envolve alterações 

conformacionais mediadas por tensão (Atherton et al., 2015), se unem e 

modulam a ligação das integrinas ao complexo actina-miosina, via α-actinina 

(Roca-Cusachs et al., 2013). Além disso, estabilizam o complexo de adesão focal 

(FA) (Humphries et al., 2007). Progressivamente, as proteínas talina e kindlina 

auxiliam na ativação das integrinas, sendo a kindlina ainda responsável por 

recrutar paxilina, que por sua vez se liga à quinase de adesão focal (FAK) 

(Theodosiou et al., 2016). A fosforilação dos resíduos tirosina de FAK e 

recrutamento de paxilina são eventos essenciais para orquestrar a sinalização 

celular (Figura 5) (Stutchbury, et al., 2017).  

 

Figura 5: Formação do complexo proteico durante a mecanotransdução. Estímulo mecânico 

externo é direcionado ao meio intracelular através da interação dos componentes de matriz 

extracelular (MEC) – integrinas – proteínas de adesão focal (FA). As proteínas estruturais talina 

e vinculina ativadas encontram-se fortemente associadas à integrina e aos filamentos de actina. 

Os sinais mecânicos extracelulares são transferidos para o sítio de FA e induzem a fosforilação 

de paxilina e FAK, estas ativadas podem modular diferentes vias de sinalização e respostas 

distintas na célula alvo. (Adaptado de Stutchbury et al., 2017). 

 

  A ativação de integrinas e o estabelecimento do sítio de FA dispara 

cascatas de sinalização distintas que atuam na biossíntese de proteínas 

sarcoméricas, culminando com o crescimento dos cardiomiócitos (revisto por 
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Harston & Kuppuswamy, 2011). Evidências revelaram que as subunidades β1 e 

β3 presentes nas integrinas podem disparar a via de fosfoinositídeo 3-

quinase/proteína quinase B (PI3K/Akt) (Menon et al., 2007). A isoforma PI3Kγ 

tem sido destacada como responsável por ativar o programa gênico na 

hipertrofia mal adaptada (Patrucco et al., 2004) e induzir a sinalização de Akt 

envolvida no remodelamento cardíaco (O’Neill & Abel, 2005). Ainda, a interação 

de integrina β3 com ubiquitinas pode ativar NF-κB que induz a transcrição de 

genes anti-apoptóticos responsáveis pela geração da resposta de sobrevivência 

dos cardiomiócitos, bem como a manutenção ventricular, mediante sobrecarga 

do coração (Johnston et al., 2009). A formação de complexos de FA pode 

disparar a via Ras/ proteína quinase regulada por sinal extracelular 1 e 2 

(ERK1/2) e Akt (Iijima et al., 2002; revisto por Harston & Kuppuswamy, 2011). 

Ainda, em condições de sobrecarga cardíaca, a interação direta da subunidade 

β das integrinas com FAK e Src promove ativação de FAK, culminando no 

recrutamento de Src, PI3K e fosforilação das proteínas quinases reguladas por 

mitógeno (MAPK) e que essa rede proteica intimamente integrada se torna capaz 

de induzir a sinalização hipertrófica (Figura 6) (revisto por Harston & 

Kuppuswamy, 2011) que será apresentada em detalhe posteriormente. 

 

Figura 6: Mecanotransdução e estresse mecânico ativam as integrinas que são responsáveis 

pela autoativação de FAK. Este mecanismo pode ativar as vias de sinalização FAK/c-Src/ERK1/2 

e/ou FAK/PI3K/AKT/mTOR que modula a sobrevivência das células, a síntese de proteínas 

sarcoméricas e a hipertrofia em miócitos cardíacos (Adaptado de Graham, 2010). 
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Por outro lado, existem estímulos externos que atuam diretamente sobre 

os receptores da superfície celular e que levam à ativação de cascatas 

envolvidas com a resposta hipertrófica na célula alvo. O fator de crescimento 

semelhante à insulina-1 (IGF-1) e o fator de crescimento de transformação beta 

(TGF-β) atuam sob os receptores tirosina quinase (RTKs) e promovem 

diretamente o crescimento dos miócitos cardíacos. As moléculas de 

catecolaminas, angiotensina II (AngII) e endotelina-1 (ET-1) se ligam aos 

receptores acoplados à proteína G e desencadeiam respostas relacionadas à 

hipertrofia de miócitos e remodelamento de matriz extracelular (Barry et al., 2008; 

Chiquet et al., 2009; Mehra et al., 2003; Samak et al., 2016; revisto por 

Saucerman et al., 2019), fortalecendo a ideia do importante papel fisiológico e 

farmacológico relacionados aos agentes hipertróficos.  

Nos estudos envolvendo a participação de moléculas atuantes nas 

patologias cardiovasculares, foi demonstrado o papel de ET-1 na patogenia das 

cardiomiopatias idiopática e chagásica, contribuindo com a injúria vascular, 

hipertrofia de cardiomiócitos, remodelamento cardíaco e aumento na liberação 

de agentes inflamatórios (Hoffman et al., 2019; Rigazio et al., 2014; Tanowitz et 

al., 2005; Wang et al., 2017; Yang et al., 2004). ET-1 é uma das três isoformas 

de endotelina (ET-1, ET-2 e ET-3) e é definida como um peptídeo vasoativo que 

age através de receptores transmembranares, ETA e ETB, ligados à proteína G 

(Arai et al., 1990; Masaki et al., 2004; revisto por Freeman et al., 2014). A ligação 

de ET-1 ao receptor ETA leva ao aumento nas concentrações de cálcio 

intracelular, o que resulta na contração da musculatura lisa e seu potente efeito 

vasoconstritor, enquanto que na interação com o receptor ETB gera a 

vasodilatação e produção de óxido nítrico (NO) nas células endoteliais 

(Bouallegue et al., 2007; Tsukahara et al., 1994). É importante ressaltar que a 

ativação exacerbada dessas vias de sinalização pode ser responsável pela 

progressão das doenças cardiovasculares. 

O papel de ET-1 na cardiomiopatia chagásica foi observado nos ensaios 

experimentais com células endoteliais e em camundongos infectados com T. 

cruzi, e revelaram aumento na síntese de ET-1 no plasma sanguíneo e tecido 

cardíaco (Petkova et al., 2000, 2001, Tanowitz et al., 2005). A elevada expressão 

desse peptídeo também foi evidenciada no sistema vascular (Corral et al., 2013), 

incluindo artérias carótidas (Hassan et al., 2006), durante infecção experimental 
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murina por T. cruzi. A elevada síntese dessa proteína também ocorre em 

diferentes células do sistema cardiovascular (cardiomiócitos, fibroblastos e 

macrófagos) (revisto por Machado et al., 2012) e seus níveis aumentados estão 

diretamente relacionados com o dano miocárdico e endotelial (revisto por 

Freeman et al., 2014) e justifica o vasoespasmo e a isquemia vascular 

decorrentes da infecção (Petkova, et al., 2001). Adicionalmente, dados em 

modelo murino geneticamente modificados revelaram que a deleção do gene de 

ET-1 nos miócitos cardíacos acarreta redução no diâmetro da parede ventricular 

e no quadro de fibrose, em comparação aos animais selvagens (wild type) 

infectados por T. cruzi (Tanowitz et al., 2005). Além disso, é importante 

mencionar que o aumento nos níveis de ET-1 plasmáticos e no miocárdio não 

foram identificados apenas no modelo murino de infecção (Petkova et al., 2001; 

Sakai et al., 1996; Tanowitz et al., 2005), mas também em pacientes portadores 

da doença de Chagas com disfunção cardíaca grave (Pengue et al., 2019; 

Salomone et al., 2001) e demonstra a participação ativa dessa molécula no 

processo de remodelamento cardíaco e na progressão da patogênese da CCC. 

Múltiplas vias de sinalização foram identificadas na hipertrofia induzida por 

T. cruzi, incluindo a ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB), envolvido na 

produção de pro interleucina 1 beta (pro IL-1β) por um mecanismo dependente 

de receptores Toll-like 2 (TLR2) (Figura 7) (Petersen et al., 2005; revisto por 

Pereira et al., 2018), e das vias mediadas por ET-1 que sinaliza para fosforilação 

da ERK1/2,  resultando  na expressão dos genes de ciclina-D1 e de mediadores 

inflamatórios (Petkova et al., 2001; revisto por Jiménez et al., 2018). Além disso, 

a via de PI3K/AKT/óxido nítrico (NO) também foi identificada participando da 

disfunção cardíaca evidenciada na DC, incluindo hipertrofia cardíaca, alteração 

na corrente iônica e na contratibilidade de cardiomiócitos, que podem estar 

associados ao desbalanço de substâncias vasoativas (ET-1 e NO) moduladas 

pelos elevados níveis plasmáticos de TGF-β na fase aguda e crônica da doença 

(Roman-Campos et al., 2013). Destaca-se ainda, que além da sinalização 

PI3K/AKT/NO sustentar a produção de NO, as citocinas pró-inflamatórias (TNF-

α, IFN-γ e IL-1β) também desempenham importante papel no processo de 

síntese de óxido nítrico sintase (iNOS) nos miócitos cardíacos infectados por T. 

cruzi (Machado et al., 2000; Roman-Campos et al., 2013). 
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Figura 7: Indução da hipertrofia em miócitos cardíacos mediada pela interação entre T. cruzi e 

TLR2. A cascata de sinalização é iniciada quando ligantes do parasito, ou moléculas secretadas 

por suas formas tripomastigotas, se ligam ao heterodímero TLR2/6 presentes na superfície dos 

cardiomiócitos. Subsequentemente, a via NF-κB é ativada e estimula a produção da citocina pró-

inflamatória IL-1β que é secretada, ativando a transcrição de genes envolvidos com a resposta 

hipertrófica tanto nas células infectadas, quanto nas células vizinhas não infectadas (Adaptado 

de Petersen et al., 2005). 

 

Evidências demonstram que, em miócitos atriais, a ação combinada de ET-

1 e a infecção por T. cruzi ativa a via Ca2+/calcineurina/ fator nuclear de células 

T ativadas (NFAT), aumentando os níveis de ciclooxigenase-2 (COX-2) que 

culmina no aumento na biossíntese de prostaglandinas e de ANP (Figura 8; A)  

(Corral et al., 2013; Íñiguez et al., 2000; Hernández et al., 2018). Além disso, o 

efeito conjunto de ET-1 e a infecção parasitária também estimula a via de fator 

de transcrição GATA ligada à proteína 4 (GATA 4), envolvida na produção do 

BNP e iNOS (He et al., 2002; Rigazio et al., 2014; Rysa et al., 2010).  Ainda, ET-

1 é capaz de modular a ativação de MAPKs, as quais desempenham papel 

fundamental na hipertrofia cardíaca patofisiológica, destacando-se ERK1/2 como 

reguladora da transcrição dos genes responsivos à hipertrofia (Figura 8; B) 

(Bupha-Intr, et al., 2012; revisto por Bueno & Molkentin, 2002). ET-1 é capaz de 

elevar os níveis intracelulares de cálcio que, em associação com a ativação de 

ERK1/2, gera mediadores inflamatórios contribuindo para a cardiomiopatia 

chagásica (revisto por Freeman et al., 2014; Hassan et al., 2006; Huang et al., 

2000; Morris et al., 1988; revisto por Jiménez et al., 2018). Ressalta-se ainda, 

que a fosforilação de ERK1/2 durante a resposta hipertrófica, além de ser 
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regulada pelos receptores de ET-1, também conta com a participação de 

integrinas, outros receptores acoplados a proteína G, canais iônicos, fatores de 

crescimento e proteínas tirosina quinases (Franchini, 2001; 2012). 

 

 

Figura 8: A atuação conjunta de ET-1 e T. cruzi modula a produção de mediadores inflamatórios, 
via Ca2+/calcineurina/NFAT, e é um dos fatores contribuintes ao dano cardíaco (A). As cascatas 
calcineurina/NFAT e MEK1-ERK1/2, mediadas por receptores acoplados a proteína G (GPCRs) 
e/ou receptores tirosina quinase (RTKs), e a via indutora de Ca2+, estimulada por sobrecarga de 
pressão, regulam a expressão de importantes fatores de transcrição atuantes na resposta 
hipertrófica (GATA4 e AP-1) (B). A ativação de calcineurina ocorre devido aos elevados níveis 
intracelulares de Ca2+ e promove a desfosforilação de NFAT citoplasmática que se transloca para 
o núcleo e induz a transcrição de genes atuantes na sarcomerogênese dos miócitos cardíacos 
(B). (Adaptado de: (A) Hernández et al., 2016. (B) Sanna et al., 2005). 



21 
 

Como descrito anteriormente, ERK1/2 é considerada uma das vias de 

sinalização centrais ativadas em células musculares cardíacas durante o 

fenótipo hipertrófico e, neste cenário, é reconhecido que fatores humorais ou a 

sobrecarga biomecânica podem ativá-la e, subsequentemente, levar à sua 

translocação nuclear (Figura 9). Estudos em camundongos geneticamente 

deficientes em ERK, reforçaram o papel direto dessa via na hipertrofia cardíaca 

induzida por estresse mecânico ou patologias (Liang & Sheikh, 2016). Ainda, 

dados demonstraram a ativação das vias Ras-Raf1-MEK1/2 antecedendo a 

ativação de ERK1/2 na cascata de sinalização da resposta hipertrófica (Lorenz 

et al., 2009).  

 

 
Figura 9: A indução da hipertrofia cardíaca mediada por FAK, em um processo dependente de 
integrinas, ou receptores associados à proteína G (GPCR). As cascatas de sinalização acarretam 
fosforilação de ERK1/2 que transloca para o núcleo ativando os genes envolvidos na hipertrofia 
(Adaptado de Liang & Shelk, 2016). 

 

Adicionalmente, achados apontam a participação de FAK modulando a 

fosforilação de ERK1/2 na hipertrofia cardíaca idiopática, em um mecanismo de 

ativação de FAK dependente de ET-1 (Chu et al., 2011). Portanto, considerando 

que o extenso repertório de moléculas interligadas e ativadas no fenótipo 

hipertrófico idiopático e chagásico apresentam similaridades, e reconhecendo a 
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participação de FAK como via de sinalização reguladora da hipertrofia na 

cardiomiopatia idiopática, este estudo visa elucidar o papel de FAK no disparo 

da hipertrofia na cardiomiopatia chagásica. Assim, aspectos sobre esta proteína 

tirosina quinase não receptora serão abordados para melhor entendimento de 

seu mecanismo de ação.  

 

 
 
 

1.5. Quinase de adesão focal (FAK) e seu papel na hipertrofia 

 

As proteínas quinases são enzimas que catalisam a fosforilação de 

diferentes substratos por um mecanismo reversível de adição de um grupo 

fosfato (PO4), proveniente da molécula de ATP, ao grupamento hidroxila (OH) 

de um resíduo de aminoácido. Ao ser fosforilada, a proteína alvo modifica sua 

natureza química, altera sua conformação e seus aminoácidos fosforilados se 

ligam a moléculas capazes de interagir com outras cadeias polipeptídicas e, que 

juntas, podem formar um complexo proteico (Alberts et al., 2007). A ativação e 

desativação das quinases pode ocorrer através do evento de autofosforilação ou 

por ligação de ativadores e inibidores. Cerca de 30% de todas as proteínas 

humanas são modificadas pela sua atividade catalítica, demonstrando a direta 

atuação dessas moléculas na regulação de inúmeras vias de sinalização, 

sobretudo, aquelas envolvidas na transdução de sinais (Hunter, 2000; McCance 

& Huether, 2014; Roskoski, 2012).  

A família das proteínas quinases humanas apresenta 538 enzimas e estas 

podem transferir os fosfatos terminais do ATP para resíduos treonina (Thr), 

serina (Ser) ou tirosina (Tyr) (Manning et al., 2002). Muitas dessas proteínas 

atuam como serina/treonina quinases (PSTK), outras apenas como tirosina 

quinase (PTK) e as demais atuam sobre os três resíduos (PDSKs) (Miller et al., 

2008). Essa multiplicidade enzimática faz com que sejam definidas como a maior 

classe de proteínas nos eucariotos e, extensivamente, que a fosforilação 

desencadeada por elas favoreça os mais diferentes processos celulares, como 

é o caso da síntese proteica, crescimento e migração celular, bem como a 

divisão das células, dentre outros (McCance & Huether, 2014).  
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Alvos desse estudo, as PTKs foram categorizadas nessa classe enzimática 

pela descoberta de uma proteína viral denominada sarcoma quinase viral (v-

Src), homologa ao proto-oncogene c-Src encontrada nos vertebrados (Collett & 

Erikson, 1978; Parker et al., 1981). Posteriormente, as PTKs foram classificadas 

como tirosina quinases receptoras, definidas como proteínas transmembranares 

ativadas por um ligante extracelular, e tirosina quinases não receptoras 

citoplasmáticas que podem ser reguladas por mecanismos diversos (Silva et al., 

2009). A FAK, outro membro pertencente ao grupo das PTKs, foi descrita 

atuando em diversos processos celulares fisiológicos e patológicos (Gabarra-

Niecko et al., 2003; revisto por Franchini, 2012; Schaller, 2010; Xie et al., 2018) 

e, especificamente, neste estudo será considerada sua atuação na resposta 

hipertrófica cardíaca.   

FAK, uma proteína de massa molecular de 125 kDa, foi primeiramente 

encontrada associada ao oncogene v-Src e, simultaneamente, identificada em 

sítios de FA (Schaller et al., 1992; Hanks et al., 1992; Kornberg et al., 1992).  FAK 

desempenha importante papel biológico e regula ativamente os processos de 

proliferação, sobrevivência, migração celular, sendo ainda essencial para a 

fisiologia do coração, uma vez que atua em cascatas de sinalização e na 

contração da musculatura cardíaca (Cox et al., 2006; Hirth et al., 2016; Mitra et 

al., 2005; revisto por Martínez et al., 2020). Neste contexto, estudos 

demonstraram que camundongos deficientes na expressão de FAK no 

miocárdio, apresentaram parede ventricular delgada, bem como defeitos no 

septo ventricular e, ainda, em casos mais críticos a deleção dessa proteína 

acarreta a morte de embriões, o que corrobora a atuação de FAK durante o 

desenvolvimento cardiovascular (Furuta et al., 1995; revisto por Mohanty &  

Bhatnagar, 2019; Peng et al., 2008; revisto por Franchini, 2012). Ainda, FAK tem 

sido destacada como molécula protagonista da hipertrofia, fibrose e insuficiência 

cardíaca em resposta ao estresse biomecânico evidenciado durante a 

cardiomiopatia idiopática (Samarel, et al. 2014; Torsoni et al., 2003). 

A estrutura de FAK é altamente conservada em humanos e camundongos 

e apresenta três domínios principais que incluem: o domínio N-terminal (FERM), 

um domínio central catalítico para atividade tirosina quinase e o domínio C-

terminal que engloba uma região rica em prolina que antecede a região FAT 

(Parsons, 2003; revisto por Murphy et al., 2016) (Figura 10). O domínio FERM é 
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composto por um multidomínio proteico formado pelas proteínas banda 4.1, 

ezrina, radixina, moesina, e é caracterizado por apresentar três subdomínios 

distintos (F1, F2 e F3) (Ceccarelli et al., 2006), além de uma sequência de 

localização nuclear conservada (NLS) que permite que FAK desempenhe 

múltiplas funções e regule diversas proteínas no ambiente intracelular 

(Ossovskaya et al., 2008).  

 

Figura 10: Estrutura molecular de FAK e os sítios de fosforilação tirosina. Esquema 

representativo dos três domínios encontrados na molécula (FERM, quinase e FAT) e do sítio de 

autofosforilação (Y397) e ativação (Y576 e Y577) da FAK. A presença dos subdomínios (F1, F2 

e F3) da região FERM e uma sequência de localização nuclear (NLS) e outra sequência de 

exportação nuclear (NES) são identificadas nas regiões N-terminal e central catalítica da 

molécula, respectivamente. Observe que a ligação estabelecida entre as proteínas de adesão 

focal, talina e paxilina, com FAK ocorre via região FAT (Adaptado de Zhou et al., 2019). 

 

Além disso, a região FERM interage com receptores transmembrana 

(Figura 11), como é o caso da cauda citoplasmática de β-integrina, receptores 

ligados a proteína G, receptores de fatores de crescimento, de proteoglicanos de 

heparam sulfato e de citocinas (revisto por Murphy et al., 2016; Wilcox-Adelman 

et al., 2002). Após ativação desses receptores, o resíduo tirosina 397 (Y397), 

posicionado entre a região N-terminal e o domínio central da molécula de FAK, 

se autofosforila (Figuras 10 e 11) (Cooper et al., 2003; Schaller et al., 1994) 

acarretando mudanças conformacionais que expõem novos resíduos para 

fosforilação, incluindo o sítio de ligação para o domínio SH2 da proteína Src 

(Schaller et al., 1994). A ligação de Src amplifica a atividade catalítica de FAK 

através da fosforilação dos seus resíduos centrais catalíticos Y576 (Tyr 576) e 

Y577 (Tyr 577) (Calalb et al., 1995; revisto por Franchini, 2012; revisto por 

Murphy et al., 2016; revisto por Martínez et al., 2020). A ativação de FAK 
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geralmente ocorre em sítios de adesão celular contendo agrupamentos de 

integrinas, que atuam como verdadeiras pontes de comunicação entre os 

componentes do meio extracelular e as proteínas do citoesqueleto (Mohanty & 

Bhatnagar, 2016). Na região FAT (“Focal adhesion targeting”) ocorre a ligação 

com as proteínas de FA, talina e paxilina, e a sua região precedente, rica em 

prolina, se liga a domínios SH3 de diferentes proteínas quinases (Lal et al., 2009; 

Parsons, 2003; Schaller et al., 1994). O recrutamento e ativação dessas 

moléculas se mostra fundamental para disparar as vias de sinalizações 

subsequentes e, deste modo, coordenar múltiplos eventos celulares 

(Kleinschmidt & Schlaepfer, 2017). Contudo, o controle da atividade de FAK 

também se faz necessário e sua auto inibição ocorre de forma precisa através 

do domínio não catalítico chamado FRNK, que atua como importante regulador 

negativo sobre suas propriedades catalíticas que favorecem, dentre variadas 

funções, a adesão e migração celular (Gervais et al., 1998; Lietha et al., 2007; 

Lal et al., 2009).  

 

 

 

Figura 11: A interação de FAK com diferentes receptores de membrana – integrinas, GPCR e 

receptores de fatores de crescimento – acarreta sua autoativação através da fosforilação de seu 

resíduo Y-397. Após ativação, FAK sofre mudanças conformacionais e expõe outros resíduos 

tirosina que, em associação com Src (não representada nesse esquema), ampliam a atividade 

catalítica de FAK (Adaptado de Schlaepfer et al., 2004). 

 

FAK é reconhecida como um importante agente regulador da homeostase 

tecidual e como molécula chave em diversas patologias, incluindo doenças 
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cardiovasculares, onde essa proteína atua como efetora em cascatas de 

sinalização envolvidas na progressão da hipertrofia e da insuficiência cardíaca 

(revisto por Murphy et al., 2016). Em condições de sobrecarga hemodinâmica, o 

coração inicia uma resposta hipertrófica, onde múltiplas vias de sinalização são 

ativadas, culminando com o aumento da expressão de isoformas fetais de 

proteínas contráteis, assim como de ANP, da enzima conversora da 

angiotensina I e de tecido conjuntivo intersticial (revisto por Franchini, 2012; 

Nadruz Jr et al., 2005). O aumento na produção dessas proteínas é marcante 

durante a patogênese cardíaca e diversos achados apontam a FAK como 

molécula moduladora do crescimento hipertrófico de cardiomiócitos (Cardoso et 

al., 2016; Eble et al., 2000; revisto por Franchini, 2012; Torsoni et al., 2003). 

A participação de FAK na hipertrofia cardíaca tem sido amplamente 

estudada e o aumento da sua atividade relatada em miócitos cardíacos murinos 

e humanos com o fenótipo hipertrófico (Clemente et al., 2007; revisto por 

Franchini, 2012; Lopes et al., 2007; Mohanty & Bhatnagar, 2017). Análises 

adicionais do perfil de expressão gênica e mutações em linhagem germinativa 

também reforçaram o papel de FAK na patogênese da hipertrofia cardíaca 

(Nadruz et al., 2005; Yamamoto et al., 2001; Mohanty & Bhatnagar, 2016). Além 

disso, dados revelaram que o silenciamento de FAK reduz a fibrose tecidual e 

apontam o papel crucial dessa quinase na fibrogênese miocárdica nos 

mecanismos de sobrecarga cardíaca crônica (Clemente et al., 2007; Iwanaga et 

al., 2002; Humeres & Frangogiannis, 2019; Zhang et al., 2017). O cenário 

hipertrófico e fibrótico relatados ocorre devido à síntese elevada de fibronectina, 

ET-1 e/ou AngII nas células musculares cardíacas. Notavelmente, o aumento 

nos níveis dessas proteínas ativa FAK e proteínas efetoras da família MAPK, tais 

como ERK1/2 e Jun N-terminal quinase (JNK) (Mohanty & Bhatnagar, 2016; 

Yamamoto et al., 2001).  

Sabe-se que a atuação de FAK na mecanotransdução é dependente da 

fosforilação de seus resíduos tirosina e serina, de modo a modular sua interação 

com proteínas adaptadoras e aumentar sua atividade quinase (revisto por 

Samarel, 2014). Logo, sob estímulo de estresse mecânico, como por exemplo 

em condições de sobrecarga cardíaca, FAK é autofosforilada na posição Y397, 

mediante ativação por integrinas, e como resultado é ampliada sua afinidade de 

ligação com o domínio SH2 das proteínas Src quinase, como previamente 
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descrito. Após ligação à FAK, Src fosforila os sítios tirosina presentes no domínio 

catalítico e na sua região FAT (Y861 e Y925). O resíduo Y925 fosforilado se liga 

a proteína 2 ligada ao receptor do fator de crescimento (Grb2) com domínio de 

homologia a Src 2 (SH2), que resulta na ativação de MAPK (Frame et al., 2010; 

revisto por Mohanty & Bhatnagar, 2019; revisto por Samarel, 2014; Schlaepfer 

et al., 1994). Concomitantemente, a autofosforilação no resíduo Y397 medeia a 

interação de FAK com a subunidade p85 de PI3K que ativa a cascata AKT e, em 

seguida, à proteína alvo da rapamicina de mamíferos (mTOR) em um 

mecanismo pró-hipertrófico nos miócitos cardíacos (Figura 12) (Franchini et al., 

2000; Marin et al., 2008; revisto por Franchini, 2012). Além disso, é descrito que 

a proteína ADAM23 atua como molécula supressora dos processos hipertróficos 

e fibróticos cardíacos através do bloqueio da cascata sinalizadora de FAK/AKT 

(Xiang et al., 2018) e ainda, que a ativação de c-Jun (JNK), como via disparada 

na sinalização de FAK, é um importante fator regulatório da expressão gênica de 

ANP em eventos de estresse cardíaco (Nadruz et al., 2005; revisto por Franchini, 

2012). Evidências demonstraram que FAK também pode ser exportada para o 

núcleo em cardiomiócitos sujeitos à sobrecarga biomecânica, onde se liga via 

FAT ao fator 2 de aumento de miócito (MEF2). Esse acoplamento regula 

positivamente a atividade transcricional do MEF2 e coordena a transcrição de 

genes da proteína c-Jun, modulando a resposta dos miócitos ao estresse 

miocárdico (Cardoso et al., 2016). 

 



28 
 

 

 
Figura 12: Ativação de FAK na hipertrofia cardíaca. A ativação mediada por integrina pode 
disparar as cascatas de sinalização FAK/PI3K/AKT/mTOR e FAK/Grb2/ ERK1/2 levando ao 
aumento da transcrição de genes hipertróficos. Observe que a interação entre FAK e AKT inibe 
TSC-2 e atuam como regulador positivo de mTOR. (Adaptado de Franchini, 2012). 
 

 

Além da fosforilação de resíduos tirosina, também são encontrados quatro 

sítios serina de fosforilação (S722, S843, S846 e S910) na região C-terminal de 

FAK (Figura 13, A) (Grigera et al., 2005). Estudos demonstraram que estímulos 

de agentes hipertróficos, incluindo ET-1, IGF-1, felinefrina e AngII, podem 

desencadear a fosforilação do resíduo serina 910 (S910) de FAK e que esse 

evento é crítico para a desorganização sarcomérica e resposta hipertrófica em 

células musculares cardíacas (Chu et al., 2010; 2011), sendo ET-1 o agente 

hipertrófico mais potente. Assim, para disparar este processo, ET-1 interage com 

o receptor ETA e pode ativar FAK via fosforilação de S910 por diferentes vias de 

sinalização intracelulares, como a via da proteína quinase C delta (PKCδ) e c-

Src, que ativam paralelamente as vias Raf-1/ MEK1/2 / ERK1/2 ou a cascata 

MEK5/ ERK5, culminando na resposta hipertrófica (Figura 13, B) (Chu et al., 

2010; 2011). A ampla ativação de FAK desestabiliza a interação FAK-paxilina e 

favorece a ligação de Y925 com Grb2 (Chu et al., 2011; Mohanty & Bhatnagar, 

2016; Vadali et al., 2007).  
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Figura 13: Resíduos serina de fosforilação (S910, S843 e S722) se situam na região FAT da 

molécula de FAK, sítio de interação com proteínas de adesão focal (A) (Adaptado de Rozengurt, 

2012). A ligação de ET-1 ao receptor específico ETA ativa proteína quinase C delta (PKCδ) e c-

Src que, por vias independentes (Raf 1– MEK1/2 – ERK1/2; MEK5 – ERK5), promovem a 

fosforilação de FAK-S910 durante a hipertrofia cardíaca (B). (Adaptado de Chu et al., 2011). 

 

Portanto, com base no conhecimento de que as vias de sinalização 

disparadas por ET-1, incluindo PI3K/AKT, mTOR, MAPK e FAK, e a sobrecarga 

miocárdica estão envolvidas na hipertrofia cardíaca idiopática (Bupha-Intr et al., 

2012; Chu et al., 2011; revisto por Proud 2004) e ainda, que o efeito pró-

hipertrófico de ET-1 também é observado na cardiomiopatia chagásica, se 

levantou questões sobre o papel de FAK na indução da resposta hipertrófica 

chagásica. Assim, este estudo visa elucidar as interações biomoleculares 

envolvidas no desencadeamento da hipertrofia cardíaca induzida por T. cruzi, 

uma vez que a identificação de vias de sinalização atuantes nesse processo 

poderá auxiliar em estratégias farmacológicas para a inibição deste evento.  
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II. JUSTIFICATIVA  

 

A cardiomiopatia chagásica crônica, que atinge cerca de 30% dos 

pacientes cronicamente infectados, é considerada a maior causa de insuficiência 

cardíaca causada por agente infeccioso na América Latina. O cenário 

epidemiológico atual da doença reporta essa patologia como um importante 

problema de saúde pública global, em decorrência do intenso fluxo migratório 

dos indivíduos infectados da América Latina para os países não endêmicos. Esta 

doença silenciosa afeta aproximadamente 8 milhões de indivíduos no mundo, 

sendo responsável por 10.000 mortes ao ano. Uma grande problemática envolve 

o restrito acesso ao medicamento pela população mais carente, e ainda, a 

limitação da eficácia dos fármacos no estágio crônico da infecção. Embora o 

benzonidazol seja o fármaco de primeira escolha para o tratamento 

antiparasitário, sua atuação sobre o comprometimento cardíaco é limitada em 

pacientes com cardiomiopatia moderada a grave. Assim, se torna necessário o 

entendimento dos mecanismos biomoleculares envolvidos na hipertrofia 

cardíaca, assim como a identificação de novos alvos terapêuticos para a 

reformulação de fármacos na pesquisa clínica. Sob este contexto, o presente 

trabalho teve como proposta identificar moléculas reguladoras da hipertrofia 

cardíaca na doença de Chagas, visando ampliar o conhecimento e identificar 

moléculas protagonistas deste evento biológico com potencial alvo terapêutico. 
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III. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

Avaliar a participação de FAK e da proteína sinalizadora ERK1/2 no processo de 

hipertrofia cardíaca chagásica. 

 

3.2. Objetivos Específicos  

 

3.2.1. Avaliar as alterações eletrocardiográficas e sua evolução temporal no 

modelo murino de infecção experimental por T. cruzi cepa Brasil; 

3.2.2. Avaliar os níveis plasmáticos de endotelina-1 e sua correlação com a 

modulação da via de sinalização de FAK na infecção experimental por T. cruzi in 

vivo; 

3.2.3. Analisar se há envolvimento da via de sinalização de FAK, incluindo a via 

interligada de ERK1/2, no fenótipo hipertrófico da infecção experimental por T. 

cruzi in vivo; 

3.2.4. Avaliar se há correlação entre os níveis de expressão do gene associado 

à hipertrofia cardíaca com alterações do órgão nas fases aguda e crônica da 

infecção por T. cruzi; 

3.2.5. Avaliar a expressão de componentes de matriz extracelular e sua 

correlação com a sobrecarga cardíaca modulando a via de sinalização de FAK. 
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IV. MATERIAIS & MÉTODOS 

 

4.1. Infecção experimental por T. cruzi 

 

Camundongos C57BL/6 machos (18–20g), obtidos do Instituto de Ciência 

e Tecnologia em Biomodelos (ICTB, Fiocruz), foram alojados em grupos de 5 

animais por gaiola padrão e mantidos em estantes ventiladas com controle de 

temperatura (20 – 22 °C) e umidade (50 a 60%), ciclo claro/escuro (12-12h) e 

com fornecimento de água e ração esterilizadas ad libitum. Todos os 

procedimentos com animais experimentais foram realizados de acordo com a Lei 

11.794 / 2008 e aprovados pelo Comitê de ética no uso de animais experimentais 

do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz (licença L15/2017).  

Um total de 42 camundongos foram divididos em 2 grupos: animais não 

infectados (12) e infectados por T. cruzi (30). Cada animal foi infectado 

intraperitonealmente com 1 x 105 formas tripomastigotas de T. cruzi cepa Brasil, 

enquanto os indivíduos controle não infectados foram inoculados com solução 

estéril de salina tamponada com fosfato (PBS). A carga parasitária foi 

monitorada diariamente do 5º ao 20º dia pós infecção (dpi) seguido de avaliação 

em dias alternados (2 ou 5 dias) até 50 dpi pelo método de Pizzi-Brener (Brener, 

1962).  Brevemente, após contenção do animal em recipiente apropriado, uma 

pequena incisão foi realizada na extremidade de sua cauda e o sangue fresco (5 

µL) foi coletado e observado diretamente ao microscópio óptico para 

determinação da parasitemia. A cinética de infecção experimental foi avaliada 

nos intervalos de 60, 90, 120, 150, 180 e 210 dpi. Nos tempos determinados, um 

grupo de 4-5 camundongos (não-infectados e infectados) foram avaliados 

quanto ao perfil eletrocardiográfico (procedimento detalhado no item 4.2) e, em 

seguida, submetidos à eutanásia por inalação de CO2 seguido de remoção do 

coração. O tecido cardíaco foi seccionado longitudinalmente e metade do 

material criopreservado em Tissue-Tek (O.C.T.) para imuno-histoquímica e a 

outra porção tecidual fragmentada e processada para extração de RNA e 

proteínas. Dois ensaios independentes foram realizados. 
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4.2. Análise eletrocardiográfica (ECG) 

 

 Os parâmetros eletrocardiográficos (ECG) foram avaliados em 

camundongos não sedados pelo uso de transdutores cuidadosamente colocados 

sob a pele, de acordo com uma derivação preferencial escolhida (DII). Os traços 

eletrocardiográficos foram gravados com um sistema digital (Power Lab 2/20) 

conectado a um bioamplificador a 2 mV por 1 s (PanL ab Instruments). Os filtros 

foram padronizados entre 0,1 e 100 Hz e os traços foram analisados utilizando 

o Scope software para Windows V3.6.10 (PanLab Instruments). Foram medidos 

a frequência cardíaca e a duração dos intervalos PR, QRS, e QT em 

milissegundos (ms) através da onda P: (i) despolarização do nodo sinusal, (ii) 

intervalo PR: condução elétrica atrioventricular, (iii) intervalo QRS:  

despolarização ventricular, (iv) intervalo QT: repolarização cardíaca e (v) 

frequência cardíaca: batimentos cardíacos por minuto (bpm). Além disso, os 

traçados do ECG foram analisados qualitativamente, definindo se há alteração 

da frequência cardíaca (arritmias). As relações entre o intervalo QT e o intervalo 

RR foram avaliadas individualmente para obter valores relevantes 

fisiologicamente para a frequência cardíaca-intervalo QT corrigido (QTc), dando 

um intervalo RR normalizado (RR100 = RR0 /100 ms).  

 

 

4.3. ELISA 

 

 Para avaliar a concentração plasmática de ET-1, o kit de ELISA Millipore 

Sigma-Aldrich (catálogo RAB1852) foi utilizado de acordo com o protocolo 

fornecido pelo fabricante. Em uma placa de 96 poços, previamente recoberta 

com o anticorpo anti-ET-1, foram adicionados 100 µL/poço do plasma dos 

animais (controle ou infectados) e a curva padrão foi feita utilizando diferentes 

concentrações (25.000; 1.000; 333,33; 111,11; 37; 12,3; 4,11 pg/mL) de ET-1 

purificada fornecida pelo kit. Em seguida, a placa foi incubada a 4 ºC por 24 h 

sob agitação. Após incubação, a placa foi lavada 4 vezes com a solução de 

lavagem e incubada por 1 h a temperatura ambiente (TA) com 100 µL/poço do 

anticorpo de detecção conjugado à biotina. Posteriormente, foram realizadas 

sucessivas lavagens com tampão e 100 µL da solução de estreptavidina foram 
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adicionados em cada poço (45 minutos em TA).  Em seguida, a placa foi 

incubada com o reagente colorimétrico TMB (30 minutos em TA), protegido da 

luz. Por fim, a reação foi encerrada com 50 µL da solução de parada e a leitura 

da absorbância das amostras foi obtida a 450 nm no leitor de microplacas 

Spectramax M2e (Molecular Devices). Todas as incubações foram realizadas 

sob agitação suave. O ensaio foi realizado com todas as amostras em duplicata. 

 

 

4.4. Extração de proteínas e Western blotting 

 

Os fragmentos de tecido cardíaco não infectados e infectados por T. cruzi 

foram extraídos com tampão de lise (Tris 50 mM, Nacl 150 mM, Triton X-100 1%, 

pH 8,0) contendo inibidores de proteases (Sigma Chemical Co.; AEBSF– [4-(2-

Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoridehydrochloride, aprotinina, hidrocloridrato de 

bestatina, E-64–[N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-leucine 4-guanidinobutylamide, 

Leupeptin hemisulfate salt, Pepstatin A)  e fosfatases (Sigma Chemical Co.; 

Cantharidin, (–)-p-Bromolevamisole oxalate e Calyculin A). Uma alíquota do 

lisado celular (25 µL) foi separada para a realização da dosagem de proteínas 

segundo o método de Folin (Lowry et al., 1951) e no restante do extrato proteico 

foi adicionado tampão de amostra (62,5 mM Tris–HCl, pH 6.8; 2% SDS; 10% 

glicerol; 0,01% de azul de bromofenol; e 5% β-mercaptoetanol) que, 

subsequentemente, foi aquecido por 5 minutos a 100 ºC em banho seco. A 

separação eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida 10%, contendo 

SDS, e as amostras com 20 e 40 μg de proteínas totais, a depender do antígeno 

analisado e como indicado nas legendas das figuras, foram transferidas para 

membrana de nitrocelulose (BioRad, Hercules, CA). Posteriormente, as 

membranas foram bloqueadas por 40 minutos com 5% de leite desnatado diluído 

em solução salina tamponada com tris (TBS) contendo 0,05% de Tween 20 

(TBST) seguida de incubação por 12 horas (4 ºC) com anticorpos específicos 

(anti-FAK e anti-ERK1 (1:1000) ou anti-fibronectina, 1:2500). Em contrapartida, 

as proteínas fosforiladas foram detectadas em solução consistindo de anticorpos 

primários (anti-FAK-Y397, anti-FAK-S910 ou anti-pERK1/2; 1:1000) diluídos em 

TBST contendo 1% de BSA.  Após incubação de 12 horas a 4 ºC, as membranas 

foram incubadas com anticorpo secundário conjugado à peroxidase (1:10000) 
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diluído em solução de bloqueio (TBST + 5% de leite) para posterior revelação 

por quimioluminescência (Super Signal) e exposição em hiperfilme (GE 

Healthcare). Todos os ensaios foram normalizados com gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) utilizado como padrão interno. A análise densitométrica 

foi realizada pelo programa ImageJ.  

 

 

4.5. Imunofluorescência indireta 

 

 As amostras de tecido cardíaco dos camundongos não infectados e 

infectados por T. cruzi foram congeladas em composto Tissue-Tek (O.C.T.) e 

estocados em nitrogênio líquido. Os criocortes, obtidos no criostato Leica 1800, 

foram fixados em acetona -20 ºC, secos ao ar e armazenados a -20 ºC. Os cortes 

foram lavados em PBS e bloqueados por 3 incubações de 10 min cada a TA com 

PBS contendo 4% de albumina de soro bovino (PBS+BSA; BSA). Em seguida, 

as amostras foram incubadas por 12 horas a 4 ºC com o anticorpo primário anti-

fibronectina (1:600; Sigma Chemical Co., St Louis - USA) ou anti-colágeno tipo 

1 (1:400; Life Technologies Co., Carlsbad, CA - USA) e, posteriormente, lavados 

em PBS+BSA 4%. O complexo antígeno-anticorpo foi detectado pela incubação 

por 1h a 37 ºC com anticorpo secundário anti–IgG de coelho conjugado ao TRITC 

(1:400; Sigma). Para detecção do DNA, os criocortes foram incubados com 10 

µg/mL de 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), lavados em PBS e, em seguida, 

montadas em 2,5% de 1’4-diazabicyclo-(2.2.2)-octane (DABCO; Sigma) em PBS 

contendo 50% de glicerol e seladas com esmalte incolor. Os controles negativos 

foram preparados na ausência dos anticorpos primários específicos e as 

amostras foram observadas ao microscópio Zeiss Axio-Imager M2 equipado com 

sistema Apotome. As imagens foram adquiridas com o software de 

processamento de imagem digital AxioVision (Zeiss).  

 Para a análise de bioimagem de colágeno tipo I, o mínimo de cinco 

campos microscópicos distintos de cada grupo (controles e infectados) foi 

capturado com objetiva de 40X. As imagens de fluorescência foram 

segmentadas e a intensidade média medida através do programa Knime (Dietz 

& Berthold, 2016). 
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4.6. Extração de RNA e transcrição reversa 

 

 O RNA do tecido cardíaco de animais controle e infectados por T. cruzi 

(60 a 210 dpi) foi extraído com a combinação de TRIzol® (Invitrogen) e mini-kit 

RNeasy® (Qiagen). As amostras cardíacas (10 mg) foram imersas em 1 mL de 

TRIzol, estocadas em nitrogênio líquido para melhor preservação, 

descongeladas e homogeneizadas por 30 segundos com o homogeneizador de 

tecidos TissueRuptor (QIAGEN, USA) seguido de adição de 200 µL de 

clorofórmio. Após vigorosa agitação do material, a fase aquosa foi removida e 

transferida para outro microtubo, onde foi adicionado etanol absoluto de acordo 

com o protocolo do fabricante. O RNA foi extraído desta mistura, utilizando o kit 

RNeasy (Invitrogen), conforme recomendação do fabricante. Após a extração, o 

RNA foi mantido a -80 ºC. A concentração de RNA total foi determinada medindo 

a absorbância a 260 nm e a pureza nas proporções 260/280 e 260/230 nm 

através de um espectrofotômetro Nanodrop®. Em seguida, 2 µg de RNA foram 

submetidos à transcrição reversa usando o Kit de síntese de cDNA SuperScript 

III (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante. A concentração de 

cDNA foi medida utilizando o Qubit® ssDNA (Life Technologies) e ajustada para 

10 ng/µL de concentração final. 

 

 

4.7. PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

 

A expressão do gene do peptídeo natriurético atrial (ANP) foi comparada 

entre tecidos cardíacos não infectados e infectados por T. cruzi por RT-qPCR, 

utilizando o kit Power SYBR Green Mastermix (Applied Biosystems). As 

sequências dos primers utilizados são demonstradas na tabela 1. As condições 

de ciclagem da PCR foram: 95 ºC por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95 ºC 

por 15 segundos e 60 ºC por 1 minuto. A quantificação relativa dos produtos 

amplificados foi calculada pelo método do Ct comparativo (ΔΔCt) usando 

GAPDH e hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT) como genes de 

referência (Livak & Schimitdgen, 2001). As amplificações foram realizadas no 

equipamento ABI Prism 7500 Fast (Applied Biosystems, USA). A diferença de 

expressão (fold change: 2-ΔΔCt) do RNAm foi comparada entre as amostras de 
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camundongos infectados e controles, sendo estes utilizados como calibradores. 

Para seleção de genes candidatos a referência e análise da expressão gênica, 

o programa Expression Suite Software v1.1 (Life Technologies) foi utilizado. 

 

Tabela 1. Primers e parâmetros das curvas de validação do Ct, para os alvos endógenos e o 
marcador de hipertrofia cardíaca em camundongos C57BL/6 infectados por Trypasonoma cruzi. 
 

Gene 

alvo 

Sequência dos primers Referência Tamanho 

do 

amplicon 

Inclinação Intercepto Coeficiente de 

linearidade (r²) 

Eficiência de 

amplificação 

(%) 

        

GAPDH Fw 5'-TCACCACCATGGAGAAGG-3' 

Rv 5'-GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA-3' 

Ribeiro-Romão 

et al., 2014 

169 bp -3,34 11,71 0,99 99,3 

HPRT Fw 5'- TCCCAGCGTCGTGATTAGCGATG-3' 

Rv 5'-GGCCACAATGTGATGGCCTCCC-3' 

Barreto-

Albuquerque, 

2015 

178 bp -3,44 21,15 0,98 95,3 

ANP Fw 5'-GGATTTCAAGAACCTGCTAGACC-3' 

Rv 5'-CGTCTCTCAGAGGTGGGTTG-3' 

Este estudo 167 bp -3,27 19,69 0,99 102,1 

 

 

4.8. Análise estatística 

 

 A análise estatística e os gráficos foram realizados usando o R (versão 

3.6.0) e o RStudio. Os dados foram analisados através da determinação da 

média ± desvio padrão e foram comparados ao seu controle pelo teste t-Student. 

O valor p ≤ 0,05 foi considerado significativo. Todos os ensaios de RT-qPCR 

foram realizados com triplicatas biológicas em dois experimentos independentes. 

Os testes estatísticos para os valores de ΔCt (teste t-Student ou teste de Mann-

Whitney rank-sum) foram realizados pelo programa Prisma GraphPad 

(GraphPad Software, versão 5.00). 
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V. RESULTADOS 

5.1. Evolução das anormalidades eletrocardiográficas na infecção de 

modelo murino por T. cruzi 

 

A insuficiência cardíaca é um importante parâmetro para análise da 

progressão da cardiomiopatia chagásica crônica. Neste estudo, o modelo murino 

C57BL/6 infectado com T. cruzi cepa Brasil foi utilizado para investigar a 

participação de FAK como via de sinalização reguladora da hipertrofia cardíaca. 

As condições do sistema de condução elétrica cardíaca dos animais não 

infectados (NI) e infectados por T. cruzi (INF) foram avaliadas por 

eletrocardiograma (ECG) durante a fase aguda e crônica da infecção 

experimental. A escolha deste modelo foi pautada na descrição prévia de 

cardiomiopatia crônica com manifestação eletrocardiográfica e hipertrofia 

evidenciada por ecocardiograma a partir de 100 dpi (Eickhoff et al., 2010; Jelicks 

& Tanowitz, 2011).  

A carga parasitária foi acompanhada por monitoramento diário a partir de 

5 dpi utilizando o método de Pizzi-Brener (Brener, 1962).  Os camundongos 

C57BL/6 apresentaram um perfil de infecção irregular com níveis reduzidos de 

parasitos circulantes no sangue. O pico de parasitemia foi detectado em 26 dpi 

(7 x 104 ± 5 parasitos/mL) e a ausência detectável de parasitos circulantes por 

esse método foi observada a partir de 45 dpi (Figura 14).  No entanto, na etapa 

de retirada dos órgãos, alguns animais em 60 dpi apresentaram parasitemia 

positiva.  
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Figura 14: Curva de parasitemia de camundongos C57BL/6 infectados por T. cruzi, cepa 
Brasil. O monitoramento de parasitos circulantes no sangue foi iniciado a partir do 5º dpi e 
acompanhada até 90° dpi. O pico de parasitemia foi observado no 26º dpi e a ausência de 
parasitos circulantes detectáveis pelo método foi evidenciada após 45º dpi. A infecção foi feita 
com 105 parasitos por via intraperitoneal. 

 

 

Todos os animais infectados apresentaram parasitemia positiva e 

progrediram para infecção crônica com ausência de mortalidade nos estágios 

iniciais de infecção (30 – 60 dpi). Anormalidades nos traços eletrocardiográficos 

foram identificadas nos grupos de animais infectados comparado aos animais 

controle. Alterações importantes foram observadas na condução elétrica entre 

átrios e ventrículos, resultando em prolongamento do intervalo PR (Figura 15). 

Um aumento significativo na duração do intervalo PR (p ≤ 0,05) foi evidenciado 

nos grupos de animais infectados (INF; 43,7 ± 10,2 ms) comparado aos animais 

controle (NI; 37,1±5,0 ms), demonstrando um atraso na condução desde o nó 

sinusal até o ventrículo (Figura 15). Não foi observada redução estatisticamente 

significativa na frequência cardíaca (bradicardia sinusal - BRA) entre os grupos 

infectados (598 ± 140 bpm) e não infectados (627 ± 42 bpm). No entanto, a 

análise individual dos grupos infectados demonstrou BRA em 50% dos animais 

em 180 dpi (Figura 16). Os demais parâmetros, como onda P (despolarização 

atrial), intervalo QRS (despolarização ventricular) e intervalo QT (despolarização 

e repolarização ventricular), também não demonstraram diferença significativa 

no modelo C57BL/6 não infectado e infectado por T. cruzi (Figura 15). 
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Figura 15: Análise do sistema de condução elétrica em C57BL/6 não infectados (NI: 
círculos) e infectados por T. cruzi (INF: quadrados). Esquema representativo dos impulsos 
elétricos cardíacos demonstrando a condução atrial (onda P), condução elétrica atrioventricular 
(intervalo PR), a despolarização ventricular (intervalo QRS) e repolarização cardíaca (QTC) (A). 
Aumento significativo do tempo de condução elétrica pelo nodo atrioventricular foi observado 
pelo intervalo PR (C). Análise da onda P (B), dos intervalos QRS (D) e QTc (E), bem como da 
frequência cardíaca (F) não apresentaram diferenças significativas durante a infecção, revelando 
que os demais parâmetros eletrocardiográficos permanecem similares aos encontrados no grupo 
controle. Teste t Student: **p<0.01. 

 
 

 

A avaliação dos parâmetros elétricos cardíacos no período estudado 

demonstrou aumento gradual no perfil de arritmias.  Na infecção aguda (60 dpi), 

a incidência de arritmias cardíacas foi menos prevalente, ocorrendo em apenas 

20% dos animais infectados. Com a progressão da doença, a elevada incidência 

de arritmias se tornou predominante, alcançando índices de 50% e 67% dos 
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camundongos infectados entre 120 e 180 dpi. Vale ressaltar ainda, que a 

ocorrência de bloqueio atrioventricular (BAV) e bradicardia (BRA) foram 

majoritários com níveis elevados nos estágios mais tardios de infecção, mas 

eventos de arritmia sinusal (ART; 33%) e extrassístole ventricular (EV; 17%) 

também foram evidenciados (Figura 16). 

 

 

 

 
Figura 16: Análise eletrocardiográfica durante infecção experimental por T. cruzi (cepa 
Brasil) em modelo murino. É mostrado um traçado eletrocardiográfico representativo de (A) 
camundongos controle e (B) animais infectados por T. cruzi com bloqueio atrioventricular (BAV; 
círculo), (C) bradicardia sinusal (BRA; linha contínua), (D) extrassístole ventricular (EV; seta) e 
(E) arritmia sinusal (ART; linha tracejada). Os dados quantitativos demonstraram elevada 
incidência de arritmias cardíacas nos animais cronicamente infectados quando comparados com 
aqueles de fase aguda. As alterações ECG foram intensificadas após 120 dpi sendo observado 
o aumento percentual nos eventos de BRA, ART e BAV durante o estágio crônico da doença.  
NI: não infectado. 
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5.2. Níveis plasmáticos de ET-1 e indução da ativação de FAK na infecção 
por T. cruzi  
 

 

ET-1 desempenha importante papel na patogenia da DC, atuando como 

agente hipertrófico modulador de vias de sinalização envolvidas na hipertrofia 

cardíaca chagásica (Corral et al., 2013; Rigazio et al., 2014). Além disso, seu 

relevante papel na ativação de FAK, via reguladora da hipertrofia cardíaca 

idiopática (Chu et al., 2010), levantou o questionamento se a modulação positiva 

de ET-1 poderia estar relacionada com o disparo da via de sinalização de FAK 

induzindo fenótipo hipertrófico na infecção por T. cruzi. Assim, diante das 

alterações ECG indicativas de insuficiência cardíaca, os níveis plasmáticos de 

ET-1 foram avaliados por ensaio imunoenzimático (ELISA) durante a infecção 

experimental (60 – 210 dpi). Elevada concentração plasmática de ET- 1 foi 

observada tanto na fase aguda (60 dpi) quanto na fase crônica de infecção (90 

– 210 dpi). O nível basal de ET-1 no grupo de animais controle atingiu a 

concentração plasmática de 1,3 pmol/mL.  Um aumento significativo nos níveis 

plasmáticos de ET-1 foi observado desde o 60 dpi (2,3 pmol/mL) até o 180 dpi 

(2,05 pmol/mL). No entanto, a maior concentração plasmática foi evidenciada em 

120 dpi (4,5 pmol/mL), alcançando níveis 3,4 vezes maiores que o grupo de 

animais não infectados (1,3 pmol/mL), seguido de 90 dpi (3,74 pmol/mL) e 150 

dpi (3,9 pmol/mL) (Figura 17). 
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Figura 17: Níveis plasmáticos de ET-1 na infecção experimental por T. cruzi em modelo 

murino. Elevada expressão de ET-1 plasmática foi observada nas fases aguda (60 dpi) e crônica 

(90 - 210 dpi) de infecção por T. cruzi. Camundongos infectados exibiram concentrações 

crescentes de ET-1 até os estágios mais tardios da infecção, com pico de produção sendo 

atingido em 120 dpi (4.5 pmol/mL). Os níveis de ET-1 foram expressos como média (± erro 

padrão da média) em pM no plasma de C57BL/6 infectados e não infectados, e a análise 

estatística de cada dpi foi obtida em comparação ao grupo controle. Teste t Student: *p<0.05, 

**p<0.01.  

 

 

Assim, uma questão em aberto foi se o elevado nível plasmático de ET-1 

e a sobrecarga cardíaca seriam capazes de estimular a ativação da via de 

sinalização de FAK, uma vez que essa proteína foi reconhecida como importante 

reguladora dos eventos de estresse e alongamento de miócitos cardíacos. 

Inicialmente, a ativação de FAK no tecido cardíaco foi avaliada através de sua 

autofosforilação, ou seja, fosforilação de seu resíduo Y397. Observamos que a 

infecção crônica por T. cruzi induziu ativação de FAK, mas não acarretou 

alteração na expressão de FAK total. Um aumento significativo na fosforilação 

de Y397 foi evidenciado a partir de 90 dpi (0,9 ± 0,2) até 180 dpi (0,7 ± 0,09), 

com pico de ativação alcançado em 120 dpi (1,04 ± 0,3), demonstrando um 

aumento de 3,4 vezes dos níveis de autofosforilação quando comparado ao 

grupo controle (0,3 ± 0,07) (Figura 18). Uma vez evidenciada a ativação de FAK, 
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o perfil de fosforilação de seu resíduo serina 910 (S910) também foi avaliado no 

curso da infecção experimental. Interessantemente, níveis elevados de 

fosforilação de S910 foram observados a partir de 120 dpi (1,0 ± 0,1) coincidente 

com o pico de expressão plasmática de ET-1. Níveis máximos de fosforilação de 

S910 foram evidenciados em 180 dpi (1,12 ± 0,2), representando um aumento 

de 3,6 vezes em comparação com os camundongos não infectados, que 

apresentaram níveis basais de fosforilação dessa PTK (0,3 ± 0,08) (Figura 18). 

Vale ressaltar que a ativação de FAK, tanto em seu resíduo tirosina (Y397) 

quanto serina (S910), ocorreu apenas na infecção crônica embora os níveis de 

ET-1 já estivessem elevados ao término da infecção aguda (60 dpi) (Figura 17). 

Destaca-se ainda, que a autoativação de FAK antecede a intensificação de 

incidência de arritmias cardíacas em C57BL/6 cronicamente infectados (Figuras 

16 e 18). 

A associação das vias de sinalização de FAK com a proteína quinase 

regulada por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2) no disparo da cardiomiopatia 

idiopática, levou ao questionamento sobre o envolvimento destas vias na 

hipertrófica chagásica. Assim, a expressão de ERK1 total e o perfil de 

fosforilação de ERK1/2 também foi avaliado na infecção por T. cruzi.  A 

expressão de ERK1 total se manteve inalterada durante a infecção aguda e 

crônica, com exceção dos animais no 210 dpi, que apresentaram declínio nos 

níveis de ERK1 (Figura 18). Em contrapartida, a elevação dos níveis de ERK1/2 

fosforilada (pERK1/2) foi evidenciada ao longo de todo o curso da infecção 

experimental avaliada (60 - 210 dpi). A máxima ativação de ERK1/2 foi detectada 

em 180 dpi (4,7 ± 0,7), sendo, curiosamente, o pico de ativação de FAK-S910 

(Figura 18). Destaca-se ainda, que a ativação de ERK1/2 antecede a ativação 

de FAK-S910, contudo, coincide com a elevação do nível plasmático de ET-1. 
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Figura 18: Ativação das vias de FAK e ERK1/2 na infecção de C57BL/6 por T. cruzi, cepa 
Brasil. (A) Imagem representativa de imunoblot de FAK-Y397, FAK-S910, FAK total, pERK1/2 e 
ERK1 total em tecido cardíaco de animais controle e infectados por T. cruzi. Os dados 
quantitativos revelaram aumento de 3,4 vezes dos níveis de autofosforilação de FAK-Y397 em 
120 dpi em comparação com o grupo não infectado (B). Níveis mais elevados de ativação de 
FAK-S910 também foram detectados a partir de 120 (C), sem alteração na expressão de FAK 
total (D). Note os níveis mais elevados de fosforilação de ERK1/2 (pERK1/2) durante cinética de 
infecção por T. cruzi (E) enquanto o perfil de expressão de ERK1 total permaneceu inalterado, 
exceto em 210 dpi (F). Os ensaios foram normalizados com GAPDH utilizado como controle 
interno. Teste t Student: *p≤ 0.05; **p≤ 0.01; ***p≤ 0.001; ****p≤ 0.0001. 
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5.3. Indução de gene hipertrófico na infecção por T. cruzi  
 

Reconhecendo a integração das vias de FAK e ERK1/2 no disparo da 

hipertrofia miocárdica, mediante estímulo de ET-1, nesta etapa foram avaliados 

os níveis de RNAm do peptídeo natriurético atrial (ANP), um biomarcador de 

hipertrofia cardíaca. Para esta análise foi realizada a técnica de RT-qPCR em 

tempo real, utilizando como controle endógeno os genes GAPDH e HPRT, como 

previamente descrito.  

Para a padronização da técnica, primeiramente analisou-se a temperatura 

de anelamento para cada um dos primers com gradiente de temperatura por 

PCR convencional (55, 60, 65 e 70 ºC), determinando-se que a condução dos 

ensaios subsequentes deveria ser realizada a 60 ºC. Na próxima etapa, foram 

testadas diferentes concentrações dos primers senso (forward) e antisenso 

(reverse): 100/100 nM; 300/100 nM; 600/100 nM; 100/300 nM; 300/300 nM; 

600/300 nM; 100/600 nM; 300/600 nM; 600/600 nM, sendo a combinação de 

300/300 nM a escolhida para os ensaios subsequentes para todos os alvos. 

Sendo assim, foi realizada curva de diluição seriada para determinação dos 

valores de eficiência para os alvos GAPDH, HPRT e ANP (Figura 19; A, B, C e 

D; Tabela 1). A curva de melting dos produtos amplificados para cada alvo 

mostrou um pico único para todos os alvos (Figura 19; E) indicando a 

especificidade da reação e também a inexistência de dímeros. Para a última 

etapa de validação, a expressão dos alvos endógenos GAPDH e HPRT foi 

analisada através das amostras de tecido cardíaco (Figura 19, F), onde 

mostraram expressão constitutiva dos alvos selecionados, possibilitando a 

análise de expressão gênica pelo método de ddCt. 
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Figura 19. Padronização da RT-qPCR e validação da quantificação relativa pelo método de 

Ct. Gráfico de amplificação representativo com a magnitude do sinal fluorescente para o alvo 
(A) GAPDH, (B) HPRT e (C) ANP. (D) Curvas de diluição para obtenção dos valores de eficiência 
dos alvos GAPDH, HPRT e ANP (vide tabela 1) de tecido cardíaco de camundongos C57BL/6 
indicando a linearidade da reação. (E) Curva de melting para o alvo ANP indicando a 
especificidade da reação, observado através de um pico único em cada curva. (F) Expressão 
constitutiva dos alvos endógenos GAPDH (vermelho) e HPRT (azul) através das amostras de 
camundongos C57BL/6 infectados com T. cruzi com score de 0.472 dado pelo Software 
Expression Suite v1.1 (Life Technologies). 
 

Após a padronização, os genes foram quantificados por RT-qPCR e os 

resultados revelaram uma tendência ao aumento na expressão do RNAm de 

ANP nos camundongos com 120 dpi (1,18 ± 0,6). Durante a cinética da infecção, 

os níveis dos transcritos de ANP apresentaram valores significativamente 

maiores, com o dobro de expressão gênica sendo observado após 150 dpi (1,4 

F E 

A B 

C D 
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± 0,2), em comparação ao grupo não infectado (0,7 ± 0,2), e com pico de 

transcrição de RNAm notificado em 210 dpi (1,4 ± 0,3) (Figura 20).  

 

 

Figura 20: Expressão de gene envolvido na hipertrofia na infecção de C57BL/6 por T. cruzi. 

A quantificação dos genes por RT-qPCR demonstrou aumento de 2 vezes na expressão de ANP 

nos animais cronicamente infectados após 150 dpi. A normalização do gene foi realizada pelos 

endógenos GAPDH e HPRT. Os valores médios de Ct entre grupos controle e infectados foram 

avaliados pelo teste t Student ou teste não paramétrico de Mann-Whitney: *p≤0.05, **p≤0.01. 

 

 

 

5.4. Resposta fibrótica na cardiomiopatia chagásica 
 

A elevada expressão de ET-1 e a ativação da via FAK-ERK1/2 em 

C57BL/6 cronicamente infectados por T. cruzi nos levaram a questionar a 

correlação da ativação desta via e a sobrecarga cardíaca. Assim, avaliamos a 

distribuição espacial e expressão de componentes de matriz extracelular (MEC) 

– como fibronectina (FN) e colágeno 1 (Col 1) – uma vez que a resposta fibrótica 

se mostra associada à hipertrofia miocárdica e insuficiência cardíaca na DC.  

Desta forma, a distribuição espacial das proteínas de MEC nos cortes 

congelados de tecido cardíaco em diferentes tempos de infecção (60 – 210 dpi) 

foi analisada por imunofluorescência indireta. Foi evidenciado um aumento 

substancial do sinal fluorescente para FN no miocárdio na fase aguda da 
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infecção experimental por T. cruzi (60 dpi; Figura 21, B), com espesso depósito 

dessa glicoproteína no interstício celular durante a infecção crônica (Figura 21; 

C - G). Animais controle, por sua vez, também apresentaram FN distribuída no 

espaço intersticial do tecido cardíaco, mas com baixa intensidade de 

fluorescência quando comparado ao miocárdio dos animais infectados (Figura 

21; A). Os resultados de western blot corroboram o aumento acentuado na 

expressão dessa proteína nos corações de camundongos infectados por T. cruzi 

com 60 dpi (1,2 ± 0,3), 90 dpi (1,1 ± 0,4), 120 dpi (1,1 ± 0,4), 150 dpi (1 ± 0,2), 

180 dpi (1,35 ± 0,2) e 210 dpi (1,96 ± 0,6) quando comparados ao grupo de 

animais controle (0,2 ± 0,1) (Figura 21; H).  Estes dados revelaram que a elevada 

produção de FN atingiu valores aproximadamente 10 vezes maiores no tempo 

mais tardio de infecção (210 dpi), sugerindo uma resposta de reparo tecidual em 

C57BL/6 cronicamente infectados por T. cruzi. Além disso, a produção de COL 

1 em resposta à injúria miocárdica gerada pela infecção parasitária também foi 

analisada nas diferentes fases da infecção experimental. A imunodetecção 

fluorescente revelou aumento gradual de deposição fibrilar de COL 1 em animais 

na infecção aguda (60 dpi; Figura 22, B) e crônica inicial (90 dpi; Figura 22, C), 

e demonstrou acentuado espessamento das fibras colágenas após 120 dpi 

(Figura 22; D - G). A expressão aumentada de COL 1 foi confirmada por análise 

quantitativa do sinal fluorescente, utilizando o programa Knime.  A análise da 

intensidade de fluorescência revelou aumento significativo na expressão desta 

proteína em C57BL/6 com 60 dpi (34 ± 5) e 90 dpi (37 ± 3), sendo ainda 

alcançados níveis de COL 1 aproximadamente 2 vezes superiores nos 

camundongos cronicamente infectados em 120 dpi (55 ± 13), 150 dpi (59 ± 

23),180 dpi (52 ± 17) e 210 dpi (53 ± 9), em comparação com os níveis proteicos 

basais observados nos animais controle (25 ± 7) (Figura 22; H). Destaca-se que 

as alterações na MEC, indutoras de sobrecarga cardíaca, são compatíveis com 

os distúrbios cardíacos evidenciados pelo ECG e fenótipo hipertrófico. 



53 
 

 

Figura 21: Distribuição espacial e expressão de fibronectina (FN) no miocárdio de 
camundongos C57BL/6 infectados por T. cruzi, cepa Brasil. A análise de imunohistoquímica 

revelou uma fina camada de FN preenchendo o espaço intersticial cardíaco em animais não infectados 
(A). Espessa deposição de FN foi observada no miocárdio de animais infectados por T. cruzi em 60 
(B), 90 (C), 120 (D), 150 (E), 180 (F) e 210 dpi (G). Superexpressão de FN foi observada em C57BL/6 
cronicamente infectados quando comparados aos animais não infectados (H). DAPI (azul) – corante 
de DNA; fibronectina (vermelho). Asterisco (*): vaso sanguíneo; Seta: infiltrado inflamatório. Barra: 10 
μm. A média dos valores foi obtida por normalização com GAPDH. Teste t Student: *p≤ 0.05; **p≤ 
0.01; ***p≤ 0.001. 

* 
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Figura 22: Detecção de colágeno 1 (COL 1) no tecido cardíaco de C57BL/6 nas fases aguda 
e crônica da infecção. Intensa marcação de COL 1 foi evidenciada no miocárdio de camundongos 

com 120 (D), 150 (E), 180 (F) e 210 dpi (G), compatível com a presença de fibras colágenas de grande 
espessura no espaço intercelular. Em contraste, camundongos controles apresentaram reduzida 
expressão dessa proteína no tecido cardíaco (A) e a deposição fibrilar ocorreu gradualmente durante 
a fase aguda (60 dpi; B) e o início do estágio crônico da infecção (90 dpi; C). Quantificação realizada 
pelo programa Knime demonstrou a abundante expressão  do COL 1 miocárdico nas fases mais 
tardias da infecção com T. cruzi (H). DAPI (azul) – corante de DNA; COL 1 (vermelho).  Seta : infiltrado 
inflamatório. Barra= 10 μm. Teste t Student: **p≤ 0.01; ***p≤ 0.001; ****p≤ 0.0001. 
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VI. DISCUSSÃO 

 

A hipertrofia miocárdica, caracterizada como uma resposta dos miócitos 

cardíacos aos estímulos mecânicos e neuro-hormonais, é gerada por 

mecanismos biomoleculares dependentes da participação de receptores 

celulares e da ativação de importantes vias de sinalização que culminam com a 

transcrição dos genes que induzem hipertrofia. A re-expressão dos genes 

envolvidos com o desenvolvimento embrionário (ANP, cadeia pesada de β-

miosina, α-actina esquelética) é um evento clássico da hipertrofia patológica, 

sendo estas proteínas consideradas biomarcadores hipertróficos (revisto por 

Carreño et al., 2006; revisto por Nakamura & Sadoshima, 2018). Contudo, cabe 

ressaltar que embora essas alterações celulares atuem como um fenômeno 

adaptativo inicial ao estresse biomecânico, a condição hipertrófica prolongada 

tende a comprometer o funcionamento do coração, compatível com a 

desorganização sarcomérica permanente e a disfunção contrátil do coração, e 

favorecer o desenvolvimento da insuficiência cardíaca (revisto por Yan et al., 

2019).  

Sob a perspectiva molecular, múltiplas proteínas são descritas como 

sinalizadoras intracelulares pró-hipertróficas e a ativação dessas moléculas pode 

ocorrer em decorrência da força exercida sobre a membrana plasmática, 

responsável por  ativar canais iônicos, integrinas e PTKs (Matsuda et al., 1996; 

revisto por Carreño et al., 2006; Ross &, Borg, 2001; Sadoshima et al., 1996), e 

em resposta aos fatores humorais (fator de crescimento de fibroblastos (FGF), 

IGF e TGF-β) que atuam sobre os receptores de membrana com atividade 

tirosina quinase e disparam mensageiros secundários conduzindo à resposta de 

crescimento celular (Lupu et al., 2001; Oudit et al., 2004). Além desses, cabe 

ressaltar a participação de GPCRs que podem ser ativados por ET-1, Ang II e 

catecolaminas (revisto por Samak et al, 2016), demonstrando a participação de 

diferentes vias de sinalização durante a resposta hipertrófica cardíaca.  

Na cardiomiopatia chagásica, elevados níveis de expressão de ET-1 são 

reportados na fase aguda da infecção murina em decorrência da invasão inicial 

do T. cruzi no sistema cardiovascular (Corral et al., 2013; Petkova et al., 2000). 

A persistência do parasito na fase crônica modula a atividade de ET-1, podendo 

acarretar lesão vascular, remodelamento cardíaco (fibrose e hipertrofia) e 
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aumento dos níveis de agentes inflamatórios que, por sua vez, regulam 

positivamente a produção de ET-1. Ainda, coincidindo com esses achados, 

estudos em humanos demonstraram a presença de níveis elevados de ET-1 no 

plasma de pacientes portadores de DC crônica (Salomone et al., 2001). Assim, 

nossos dados de elevados níveis plasmáticos de ET-1 na infecção de C57BL/6 

por T. cruzi cepa Brasil são consistentes com os previamente reportados 

(Petkova et al., 2001), com aumento de ET-1 evidenciado no estágio tardio da 

infecção aguda (60 dpi) e durante o curso da infecção crônica (90 a 210 dpi) 

associado à fibrose do miocárdio e insuficiência cardíaca, reforçando o fato de 

que ET-1 seja capaz de ativar vias de sinalização indutoras de respostas pró-

fibrótica e hipertrófica.  

Estudos adicionais demonstraram que camundongos CD1 infectados com 

cepa Brasil e C57BL/6 infectados com Tulahuen de T. cruzi, apresentam altos 

níveis plasmáticos de ET-1 na fase aguda de infecção (10 a 15 dpi), bem como 

miocardite e vasculite intensa (Petkova et al., 2000). Foi evidenciado ainda, que 

camundongos C57BL/6 deficientes em ET-1, onde o gene de ET-1 foi deletado 

em miócitos cardíacos, apresentaram melhor prognóstico durante o curso da 

infecção com T. cruzi cepa Brasil. Contudo, os animais controle (wild-type) e 

deficientes em ET-1 de células endoteliais evoluíram para uma cardiomiopatia 

grave, com aumento significativo no diâmetro interno do ventrículo direito (DIVD) 

e intensa fibrose do miocárdio (Tanowitz et al., 2005), o que demonstra que ET-

1 sintetizada por cardiomiócitos atua como molécula protagonista na 

vasculopatia observada na cardiomiopatia chagásica. Além disso, dando suporte 

ao papel de ET-1 na indução hipertrófica, a incubação de células endoteliais com 

o fármaco fosforamidona, inibidor da enzima conversora de endotelina, revelou 

menor secreção de ET-1 no sobrenadante destas células e redução na gravidade 

do dano cardíaco induzido por T. cruzi (Petkova et al., 2001).  

Considerando a atuação de ET-1 na patogenia cardíaca, é importante 

destacar que a alta produção desse peptídeo, evidenciada neste estudo, foi 

acompanhada pela ativação da via de ERK1/2. Uma regulação positiva de 

ERK1/2 fosforilada na fase aguda (60 dpi) e crônica (90 – 210 dpi) de infecção 

por T. cruzi está associada ao aumento de fibrilas de COL1 e FN no miocárdio, 

bem como a contínua expressão de ET-1 nesses animais. Como reportado, 

membros da família MAPK, incluindo ERK1/2, estão envolvidos na regulação de 
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fibrose e podem ser modulados por ET-1 (Rodriguéz-Pascual et al., 2014). Este 

evento pode ser regulado por diferentes mecanismos como a indução de 

vasoespasmo por ET-1 resultando em isquemia miocárdica focal e, 

consequentemente mionecrose, acarretando fibrose e hipertrofia (Tanowitz et 

al., 2005); o efeito sinérgico de ET-1 e TGF-β modulado por ERK1/2/MAPK, 

como proposto na patogênese da hipertensão arterial pulmonar (Lambers et al., 

2013); a estimulação de miofibroblastos decorrente de injúria do miocárdio e 

sobrecarga cardíaca ou mesmo por moléculas sinalizadoras como ET-1, FGF e 

TGF-β (Liu et al., 2017), entre outros.  

Um mecanismo chave da insuficiência cardíaca é a remodelação do 

coração decorrente da lesão tecidual e fibrose miocárdica (Heusch et al., 2014). 

A resposta inflamatória do hospedeiro contra T. cruzi gera dano tecidual seguido 

de deposição de colágeno fibrilar como mecanismo de reparo tecidual. O 

aumento nos níveis de ET-1 tem sido correlacionado com a disfunção cardíaca 

(Petkova et al., 2001; Tanowitz et al., 2005). No entanto, além de ET-1 

apresentar efeito pró-fibrótico, diversas citocinas (TNF‐α, IL-1, IL-5, TGF-β, entre 

outras) podem participar do processo de gênese e regulação da fibrose, 

ampliando assim os danos no coração. Estudos reportam que ET-1 é capaz de 

modular positivamente a expressão de TGF-β, ativar miofibroblastos e exacerbar 

a produção de MEC (Wermuth et al., 2016). A fibrose acarreta rigidez mecânica 

e alteração diastólica e, progressivamente, disfunção sistólica e hipertrofia 

(revisto por Chaves et al., 2019; revisto por Freeman, et al., 2014). Na infecção 

por T. cruzi, a disfunção do nó sinusal, arritmias ventriculares, BAV, ondas Q 

anormais, segmento ST, ondas T e ainda, disfunção autonômica constituem as 

anormalidades eletrocardiográficas mais frequentes (Salles et al. 2003; Garcia 

et al. 2005). Nossos achados eletrocardiográficos também revelaram anomalias 

no sistema de condução elétrica do coração, principalmente na fase crônica de 

infecção. Os camundongos C57BL/6 infectados com T. cruzi cepa Brasil 

apresentaram importantes arritmias cardíacas, com BRA e BAV sendo os 

eventos mais frequentes no estágio tardio da infecção crônica (150 – 180 dpi). 

Estes parâmetros eletrocardiográficos estão diretamente relacionados com baixa 

frequência cardíaca e prolongamento do intervalo PR evidenciados em nosso 

estudo e característicos de insuficiência cardíaca. No entanto, na infecção 

experimental por T. cruzi, o grau do comprometimento cardíaco parece evoluir 
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de forma distinta a depender da linhagem do camundongo e cepa de T. cruzi. 

Alterações eletrocardiográficas e fenótipo hipertrófico são evidentes em C57BL/6 

infectados com T. cruzi cepa colombiana entre 30 a 90 dpi enquanto a cepa 

Brasil apresenta uma evolução gradativa destes fenótipos (> 100 dpi). Acentuado 

aumento de BRA e prolongamento dos intervalos PR e QTc durante o curso da 

infecção, assim como, alterações na condução do impulso elétrico 

acompanhados de arritmias e BAV, foram evidenciados em camundongos 

C57BL/6 infectados com colombiana em 90 dpi (Silvério et al., 2012). Ainda, 

aumento da massa do ventrículo esquerdo e diâmetro do ventrículo direito foram 

observados por ecocardiograma a partir de 30 dpi com a cepa colombiana 

(Roman-Campos et al., 2013). Por outro lado, ausência de alterações no ECG 

foi reportado em camundongos C57BL/6 infectados com cepa Brasil em períodos 

curtos de infecção (13 semanas) (Eickhoff et al., 2010) enquanto alterações 

ecocardiográficas, características de hipertrofia dilatada, foram relatadas mais 

tardiamente neste modelo experimental (>100 dpi; Tanowitz et al., 2005), 

revelando uma lenta evolução da cardiomiopatia crônica. Estes dados 

corroboram nossos achados de insuficiência cardíaca na infecção crônica tardia, 

sem alterações eletrocardiográficas relevantes na infecção aguda (60 dpi).  

As anomalias eletrocardiográficas evidenciadas na fase aguda de 

infecção parecem retratar os distúrbios na mecanotransdução previamente 

descritos na infecção de cardiomiócitos in vitro e in vivo, comprometendo a 

fisiologia cardíaca durante o curso da infecção (Melo et al., 2004, 2019). A 

desorganização da distribuição costamérica de vinculina e alinhamento irregular 

dos discos intercalares foram observados em áreas do miocárdio contendo 

ninhos de amastigotas e infiltrado inflamatório, contribuindo com a desconexão 

entre MEC – integrina – citoesqueleto nos cardiomiócitos e, consequentemente, 

com a redução da força de contração durante a transmissão elétrica no coração 

(Melo et al., 2004; revisto por Chaves et al., 2019).  Além disso, a expressão 

reduzida das proteínas mecanossensitivas (talina e paxilina) e mudanças na sua 

distribuição espacial também foram evidenciadas durante a progressão do ciclo 

intracelular de T. cruzi (72 hpi) nos miócitos cardíacos, juntamente com a 

depleção na fosforilação de FAK (Melo et al., 2019). No entanto, na fase crônica, 

onde ninhos de amastigotas são raros, a progressão da fibrose compromete a 

contração muscular e agrava progressivamente as arritmias cardíacas.  
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Neste cenário de sobrecarga cardíaca, a ET-1 liberada ativa proteínas 

com atividade tirosina quinase e modula a resposta hipertrófica na 

cardiomiopatia patológica (Kovacic-Milivojevic et al., 2001). O conhecimento de 

que a endotelina ativa Src e modula a fosforilação de p130Cas e FAK em 

miócitos cardíacos consolidam a participação desse neuro-hormônio, em 

cooperação com proteínas de adesão focal, estimulando a atividade promotora 

dos genes para ANP (Kovacic-Milivojevic et al., 2001). Estudos com miócitos 

ventriculares de camundongos neonatos (NRVMs) demonstraram que o estímulo 

crônico com ET-1 induz a sinalização de FAK e paxilina e aumento na 

biossíntese de proteínas miofibrilares e na reorganização sarcomérica (Eble et 

al., 2000). Adicionalmente, ensaios com inibidores farmacológicos da via 

RhoA/ROCK em NRVMs revelaram que essa via é crítica para a ativação de 

FAK, em condições de estresse mecânico, e que a atuação conjunta dessas vias 

regula a expressão da cadeia pesada de β-miosina e, consequentemente, atuam 

sobre o programa genético hipertrófico (Torsoni et al., 2005). Ainda, tem sido 

mostrado que a interação FAK-integrina β3 é elevada em corações hipertróficos 

submetidos ao aumento de pressão e que MEC podem ativar FAK em um 

mecanismo de crescimento de cardiomiócitos induzido por fenilefrina e 

dependente da fosforilação de ERK1/2 (Kuppuswamy et al., 1997; revisto por 

Franchini, 2012; revisto por Murphy et al., 2020). Pesquisas complementares 

utilizando camundongos transgênicos com superexpressão de FAK cardíaca 

revelaram presença de hipertrofia concêntrica nos miócitos cardíacos e ainda, 

que o tratamento com rapamicina reverte a hipertrofia nesses animais, sugerindo 

que a via PI3K/AKT/mTOR estaria disparada durante o estresse crônico 

(Clemente et al., 2012). Além disso, o silenciamento do RNAm de FAK 

miocárdica previne e reverte a hipertrofia do ventrículo esquerdo, apesar da 

persistência da sobrecarga cardíaca, aumentando a sobrevida dos 

camundongos após o tratamento com o RNA de interferência (Clemente et al., 

2007). Em complementação, a inibição farmacológica dessa PTK também foi 

descrita como atenuante da diferenciação de miofibroblastos e da fibrose 

cardíaca, além de preservar parcialmente a função do ventrículo esquerdo 

(Zhang et al., 2016; Zhao et al., 2016). Portanto, partindo do pressuposto que 

FAK é uma importante molécula mediadora da hipertrofia e fibrose, múltiplas 
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cascatas de sinalização foram descritas mediando a atuação dessa PTK nas 

células musculares cardíacas (revisto por Franchini 2009).  

A atuação do complexo FAK/c-Src como mensageiro intracelular conta 

com a indução de importantes cascatas de sinalização, dentre as quais estão 

incluídas as vias AKT/mTOR, JNK/c-Jun e ERK1/2 regulando a expressão de 

RNAm de genes hipertróficos (Nadruz et al., 2005; revisto por Franchini, 2012). 

A amplitude de cascatas sinalizadoras e o reconhecimento de que a fosforilação 

de ERK1/2 está diretamente relacionada com a via de FAK no disparo da 

resposta compensatória cardíaca idiopática (revisto por Franchini, 2012), 

levantou à hipótese de que as vias de FAK e ERK1/2 poderiam atuar 

sinergicamente durante a resposta hipertrófica induzida por T. cruzi. Desse 

modo, a elevada expressão de FAK fosforilada nos resíduos Y397 e S910 

durante o curso crônico da infecção, mais precisamente a partir de 90 e 120 dpi, 

respectivamente, demonstrada nesse estudo, sugere dois possíveis 

mecanismos de  ativação de FAK durante a hipertrofia cardíaca: um mediado por 

estresse biomecânico em um mecanismo de ligação de FAK com integrinas, 

acarretando autofosforilação do seu resíduo Y397, e outro, desencadeado pela 

interação de ET-1 com os GPCRs que culmina na ativação específica do resíduo 

S910 da molécula de FAK, conforme previamente descrito (Chu et al., 2011; 

revisto por Samarel, 2014). Esses achados sugerem que a ativação da via FAK 

– ERK1/2 modula a transcrição dos genes hipertróficos na cardiomiopatia 

chagásica.  

Neste estudo, houve um aumento significativo na expressão do RNAm de 

ANP, que foi evidenciado a partir de 150 dpi, embora o número de transcritos 

apresente tendência ao aumento desde 120 dpi. Este resultado coincide com os 

níveis mais elevados de fosforilação de FAK-Y397 (120 dpi) e de FAK-S910 (120 

e 180 dpi), sugerindo que essa PTK atue ativamente na manutenção da 

hipertrofia cardíaca durante a fase crônica da infecção parasitária. 

Notavelmente, os índices elevados de ET-1 plasmática foram observados 

durante todo curso da infecção estudado, sobretudo, entre 90 a 150 dpi, e seu 

decréscimo foi iniciado mais tardiamente, contrastando com a intensa produção 

de transcritos de ANP nesse mesmo período. Estes resultados estão de acordo 

com a via de regulação de ET-1, onde o aumento nos níveis deste peptídeo, 

sintetizado por miócitos e fibroblastos cardíacos, aumenta a proliferação de 
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fibroblastos e a síntese de ANP em miócitos ventriculares (revisto por Kerkelä et 

al., 2015), enquanto a elevada produção e secreção de ANP modula 

negativamente a expressão do gene de ET-1 nos fibroblastos pela inibição da 

via de ERK (Glenn et al., 2009).  

Mediante a multiplicidade de vias indutoras da resposta cardiopatológica, 

nossa hipótese (Figuras 23) é que o aumento dos níveis plasmáticos de ET-1, 

proporcionando um microambiente de focos inflamatórios e dano tissular, 

induziria a ativação da via de sinalização de ERK1/2 resultando no aumento da 

produção de MEC (COL1 e FN) por miofibroblastos.  A sobrecarga cardíaca, 

decorrente de fibrose a partir de 60 dpi, dispara, via integrina, a cascata de 

sinalização de FAK, evidenciada a partir de 90 dpi pela autofosforilação de seu 

resíduo Y397. Em paralelo, a persistência de níveis elevados de ET-1 e ERK1/2 

fosforilada induzem a fosforilação do resíduo S910, sendo observado que o pico 

de ativação de ERK1/2 coincide com a elevada expressão de fosforilação de 

S910 e o perfil hipertrófico evidenciado pelo aumento da transcrição do gene de 

ANP (Figura 24).  

 

Figura 23. Esquema representativo da sinalização de FAK na hipertrofia chagásica. A 
ativação bidirecional de FAK mediada por ET-1 e integrinas pode ativar as vias interligadas FAK 
– ERK1/2 e induzir a transcrição de RNAm de ANP, conduzindo ao fenótipo de hipertrofia 
cardíaca. Formas amastigotas (*) são representativas de um tecido cardíaco infectado com T. 
cruzi (à esquerda). (Adaptado de Tucci et al., 2020). 
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Estes processos modulados por estresse mecânico e agentes humorais 

implicam na manutenção da elevada expressão de ERK1/2 responsável pela 

transcrição de genes hipertróficos (Figura 24).     

 

 

 
Figura 24: Representação temporal dos eventos observados no modelo murino cronicamente 
infectado com T. cruzi desde a fase aguda (60 dpi) até os estágios tardios da infecção 
experimental (90- 210 dpi) e o cenário multifatorial responsável pelo fenótipo hipertrófico cardíaco 
evidenciado neste estudo. 
 
 

No entanto, a ativação de FAK pode desencadear uma cascata de 

sinalização envolvendo diferentes vias de sinalização associadas ao perfil 

hipertrófico.  A autoativação de FAK, por exemplo, recruta proteínas da família 

c-Src e ativa proteínas Grb2 e a via subjacente PI3K/AKT/ERK1/2 (Brancaccio 

et al., 2006; Franchini, 2012; Franchini et al., 2000). Além disso, a fosforilação 

de S910 pode desestabilizar a interação FAK-paxilina e facilitar a interação do 

seu resíduo Y925 com a proteína Grb2 durante o crescimento hipertrófico 

(revisto por Mohanty, & Bhatnagar, 2018). Além destas vias, os mecanismos de 

crescimento hipertrófico regulados por FAK também podem disparar a 

fosforilação de membros da família MAPK, como JNK e a proteína quinase p38 

ativada por mitógeno (Parsons, 2003) e ainda coordenar a sinalização de NF-κB 

nos cardiomiócitos em resposta às desordens mecânicas (Crosara-Alberto, et 

al., 2009). FAK também modula positivamente a via de AKT e mTOR e essa 

ação conjunta medeia a resistência de miócitos cardíacos após estresse 

mecânico e promove a sobrevivência, a redução da proteólise e impede a 

autofagia nestas células (revisto por Franchini, 2012; Oudit & Penninger, 2009). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crosara-Alberto%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19361463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crosara-Alberto%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19361463
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Um estudo detalhado do disparo da via de sinalização de FAK por ET-1 

na hipertrofia de NRVMs demonstrou que esta ativação é mediada por proteína 

quinase C delta (PKCδ), resultando na ativação de ERK (Eble et al., 2000; 

Franchini et al., 2012). A atuação dessa via conduz a fosforilação de FAK S910 

a partir da cascata Raf-1–MEK1/2–ERK1/2 e, paralelamente, pela fosforilação 

de proteínas MEK5–ERK5. Contudo, também foi evidenciado que as proteínas 

c-Src podem regular simultaneamente as vias ERK1/2 e ERK5 fosforilando o 

resíduo S910 durante o evento hipertrófico (Chu et al., 2011). Portanto, a 

ativação de FAK-S910 pode ser mediada concomitantemente e pelas vias 

bidirecionais de PKCδ e c-Src mediante estímulo por ET-1 (Chu et al., 2010; Chu 

et al., 2011). Assim, os dados de ativação de FAK-S910 na cardiomiopatia 

hipertrófica idiopática reforçam nossa hipótese sobre o envolvimento da rota ET-

1/ ERK1/2 estimulando a fosforilação de FAK-S910 e transcrição dos genes 

responsivos à hipertrofia na infecção por T. cruzi.  

Dentre as vias de sinalização ativadas por FAK, algumas já foram 

descritas no disparo de hipertrofia modulada por T. cruzi.  

Neste contexto, evidências reportaram que a ação conjunta da infecção 

por T. cruzi e o estímulo com ET-1 em miócitos atriais HL-1 levaram a produção 

de COX-2 e de ANP mediante via Ca2+/calcineurina/ NFAT na cardiomiopatia 

chagásica (Corral et al., 2013). Coincidentemente, estudos sobre a etiologia da 

hipertrofia cardíaca idiopática revelaram que a ativação da via calcineurina/ 

NFAT e MAPK (ERK e JNK) eram codependentes e coordenavam a resposta 

patológica hipertrófica, a fibrose e também a expressão de ANP e BNP (Cui et 

al., 2018; revisto por Molkentin, 2004; Sanna et al., 2005). Ainda, estudos 

retratam que a infecção aguda por T. cruzi em cardiomiócitos primários humanos 

acarreta aumento na biogênese mitocondrial e na síntese de proteínas da 

respiração celular, via sinalização de AKT/mTORC1, que culmina com o 

aumento da respiração oxidativa e produção de ROS e, mais tardiamente, em 

danos nos cardiomiócitos que contribuem para o desenvolvimento do fenótipo 

patológico, como observado nas cardiomiopatias hipertrófica e dilatada (Libisch 

et al., 2018). Além disso, a ligação estabelecida entre o heterodímero TLR2/6 da 

membrana dos cardiomiócitos e as moléculas presentes na superfície dos 

tripomastigotas, ou secretadas por este parasito, ativam NF-κB que induz a 

expressão da citocina pró-inflamatória IL-1β coordenando o crescimento 
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hipertrófico dos miócitos cardíacos (Petersen et al., 2005). Ainda, a elevada 

síntese de TGF-β durante a infecção aguda e crônica por T. cruzi,  também 

evidenciada no modelo murino, é responsável pela ativação constante da via 

AKT/PI3K/NO, a qual estimula a produção permanente e crescente de NO 

durante todo o curso da doença, podendo influenciar no aumento da liberação 

de Ca2+ sarcoplasmático e no prolongamento do potencial de ação que são 

compatíveis com os distúrbios eletrofisiológicos analisados na fase crônica da 

infecção (Roman-Campos et al., 2013). Interessantemente, cardiomiócitos 

humanos derivados de pacientes cronicamente infectados também 

apresentaram elevado efluxo de Ca2+ do retículo sarcoplasmático, em 

consequência da elevada expressão de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) sob 

presença de ET-1 ou bradicinina, o que indica que o aumento crônico desse íon 

gera efeito deletério nas células cardíacas e acarreta disfunções miocárdicas 

graves na DC (Mijares et al., 2020). Em paralelo, a desregulação de Ca2+ 

também é evidenciada em camundongos com superexpressão cardíaca dos 

receptores IP3 tipo 2, em resposta ao estímulo por ET-1, e indica que o aumento 

citoplasmático de Ca2+ pode conduzir ao fenótipo hipertrófico mediante ativação 

da via calcineurina/NFAT também na cardiomiopatia idiopática (Nakayama et al., 

2010). Estudos adicionais reforçam essa temática ao demonstrar que a inibição 

de osteopontina (OPN), uma citocina pleiotrópica envolvida na ativação da 

resposta imune Th1 e Th17, é capaz de reduzir a diferenciação de 

miofibroblastos, produção de COL1 e a miofibrose na cardiomiopatia dilatada 

idiopática por um mecanismo depende de FAK (Zhao et al., 2016). Este achado 

é altamente relevante, uma vez que OPN também é sintetizada na infecção 

crônica por T. cruzi (cepa Brasil) e contribui com o estabelecimento de intensa 

resposta inflamatória e fenótipos hipertrófico e fibrótico no modelo murino 

(Caballero et al., 2018). Nesta vertente, é reconhecido que diferentes vias de 

sinalização ativadas na cardiopatologia idiopática, mediadas por FAK, também 

podem participar dos eventos de cardiomiopatia induzida por T. cruzi (Castillo et 

al., 2013; Crosara-Alberto, et al., 2009; Huang et al., 2003; Parsons, 2003).  

 Em conjunto, esse estudo contribui com novos conhecimentos sobre as 

interações biomoleculares envolvidas na hipertrofia cardíaca induzida por T. 

cruzi sendo, especificamente, demonstrado que a via de sinalização de FAK, 

desencadeada por estresse biomecânico – induzido por aumento de MEC e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crosara-Alberto%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19361463
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sobrecarga cardíaca – ou por ET-1, pode disparar diferentes cascatas 

sinalizadoras que coordenam a ativação dos genes associados à hipertrofia 

(ANP). Esses dados ampliam o entendimento acerca da sinalização celular 

envolvida na cardiomiopatia chagásica e abrem novas perspectivas quanto a 

aplicação de inibidores da via de sinalização de FAK na terapia da doença de 

Chagas.   
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VII. CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir: 

 

1. A infecção de camundongos C57BL/6 por T. cruzi cepa Brasil induz alterações 

eletrocardiográficas características de insuficiência cardíaca, sobretudo na fase 

crônica da doença de Chagas (> 120 dpi), sendo o comprometimento na 

condução atrioventricular e a redução na frequência cardíaca os principais 

distúrbios cardíacos evidenciados neste estudo. 

 

2. Elevados níveis plasmáticos de ET-1 nos camundongos cronicamente 

infectados parecem modular a ativação ERK1/2 – FAK-S910 enquanto a 

ativação da via FAK-Y397 – ERK1/2 pode ser regulada por integrinas devido à 

sobrecarga hemodinâmica decorrente da fibrose cardíaca. 

 

3. O disparo da via de FAK ativa o programa dos genes fetais que codificam para 

ANP e sugere a indução dos processos de sarcomerogênese e miofibrilogênese 

em cardiomiócitos infectados por T. cruzi. 

 

4. A fibrose do miocárdio, evidenciada por um aumento na expressão de FN e 

COL 1 no final da fase aguda (60 dpi) até infecção tardia (≥ 90 dpi), indica uma 

resposta de reparo tecidual progressiva nesta fase da infecção que é compatível 

com a insuficiência cardíaca grave reportada na doença cardíaca chagásica. 
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Conclusão geral:  

 

O dano tecidual miocárdico gerado pela infecção por T. cruzi induz 

aumento na produção de ET-1, resposta de remodelamento cardíaco e 

significativas anormalidades eletrocardiográficas em camundongos 

cronicamente infectados. Esse cenário desencadeia uma resposta cardíaca 

adaptativa com ativação das vias ET-1 – ERK1/2 – FAK-S910 e integrina– FAK-

Y397 – ERK1/2, a qual induz a transcrição dos genes responsivos à hipertrofia 

cardíaca. Assim, nossos resultados indicam que a via de sinalização de FAK 

regula a hipertrofia cardíaca evidenciada na cardiomiopatia chagásica.  
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Cardiac hypertrophy and dysfunction are a  significant complication of chronic Chagas dis-

ease,  with heart failure, stroke, and sudden death related to disease progression. Thus,

understanding the signaling pathways involved in the chagasic cardiac hypertrophy may

provide potential targets for pharmacological therapy. Herein, we investigated the implica-

tion of focal adhesion kinase (FAK) signaling pathway in triggering hypertrophic phenotype

during acute and chronic T. cruzi infection. C57BL/6 mice infected with T. cruzi (Brazil strain)

were  evaluated for electrocardiographic (ECG) changes, plasma levels of endothelin-1 (ET-1)

and activation of signaling pathways involved in cardiac hypertrophy, including FAK and

ERK1/2, as well as expression of hypertrophy marker and components of the extracellular

matrix  in the different stages of T. cruzi infection (60–210 dpi). Heart dysfunction, evidenced

by  prolonged PR interval and decrease in heart rates in ECG tracing, was associated with high

plasma ET-1 level, extracellular matrix remodeling and FAK signaling activation. Upregula-

tion  of both FAK tyrosine 397 (FAK-Y397) and serine 910 (FAK-S910) residues phosphorylation

as  well as  ERK1/2 activation, lead to an enhancement of atrial natriuretic peptide gene

expression in chronic infection. Our findings highlight FAK-ERK1/2 signaling as a  regulator

of  cardiac hypertrophy in Trypanosoma cruzi infection. Both mechanical stress, induced by

cardiac extracellular matrix (ECM) augment and cardiac overload, and ET-1 stimuli orches-

trated FAK signaling activation with subsequent activation of the fetal cardiac gene program

in  the chronic phase of infection, highlighting FAK as an attractive target for Chagas disease
therapy.
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hagas disease (CD), a neglected tropical disease caused by
rypanosoma cruzi, is  considered an  important public health
roblem responsible for high rates of morbidity and mor-
ality in Latin America.1 Epidemiological surveillance has
stimated that 8 million people are chronically infected
orldwide, with more  than 10,000 deaths per year.2 Acute

nfection is  mostly asymptomatic, whereas chronic infection
ay  remain without signs (indeterminate form), in 60–70% of

nfected people, or progress to distinct clinical symptoms as
eurological, digestive (megacolon and megaesophagus) and
eart manifestations.3–5 Cardiomyopathy is a  relevant man-

festation of CD,  affecting 30% of infected individuals, and
ndemic countries such as  Brazil (1.2 million infected peo-
le) and Argentina (1.5 million infected people) concentrate
2% of all Chagasic cardiopathy cases.6 Cardiac damage is
rogressive and classified into different stages (A, B, C and
) according to the severity of cardiac dysfunction.7 Chroni-
ally infected individuals with an unaltered electrocardiogram
ECG) are considered in the  indeterminate phase of CD (stage
) while disease progression leads to ECG abnormalities (stage
), including arrhythmias or conduction disorders (B1) and
ecreased left ventricular (LV) ejection fraction (B2), and also
igns of heart failure (stage C  and D).7 Sudden cardiac death
ue to  CD cardiomyopathy reaches annual mortality rates
etween 0.2 and 19.2%,8 highlighting the urgency of managing
his silent disease in public policies.

Myocardial hypertrophy, an important pathological out-
ome of chronic chagasic cardiomyopathy (CCC), is an
daptative response to cardiac hemodynamic overload trig-
ered by multifactorial processes, including cardiac injury
ue to severe myocarditis and fibrosis.9 Multiple signaling
athways, including NF-kB, mediated by Toll-Like receptor 2

TLR2) that modulates pro-inflammatory cytokines (IL-1�),10,11

hosphatidylinositide 3-kinases (PI3K)/AKT/Nitric oxide (NO)
licited by increased tumor necrose factor-alpha (TNF-�)
nd/or NF-kB12 and also mitogen-activated protein kinase
MAPK) through extracellular signal-regulated protein kinases

 and 2 (ERK1/2)13–15 or Ca2+/Calcineurin/nuclear factor of acti-
ated T cells (NFAT)-dependent mechanism16 mediated by
ndothelin-1 (ET-1), have been implicated in the upstream sig-
aling of cardiac hypertrophic effectors induced by T. cruzi,
esulting in the activation of hypertrophic-responsive genes
hat regulate cardiac growth.17

ET-1, a  vasoactive peptide that acts through G-protein cou-
led receptors (GPCRs), endothelin receptor A  (ETAR) and B

ETBR), is overexpressed in both acute and chronic phases
f CD showing elevated plasma levels and high cardiac tis-
ue concentration.18,19 ET-1, that acts in an autocrine and
aracrine manner, potentiates the pro-inflammatory process
y up-regulating cellular adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-
, and e-selectin), favoring immune system cell traffic and
hereby exacerbating myocardial cell damage.17 Persistence of
he parasite in the chronic phase of the disease modulates the
nflammatory response that sustains high levels of ET-1, capa-

le of inducing cardiac hypertrophy and fibrosis. A  remarkable
eature is that ET-1 also modulates hypertrophic phenotype
n dilated idiopathic cardiomyopathy (DCM) triggered by focal
0;2 4(5):386–397 387

adhesion kinase (FAK).20 However, the participation of the FAK
signaling pathway in chagasic cardiac hypertrophy has yet not
been evaluated.

FAK, a  non-receptor protein tyrosine kinase essential for
cardiac physiology, has emerged as a  protagonist molecule
of hypertrophy and heart failure.21,22 FAK signaling regulates
mechanotransduction and sustains cardiac hemodynamics
through integrin signaling pathway23 but may  also be acti-
vated through transmembrane receptors as heparan sulfate
proteoglycans (HSPG)24 and GPCRs,25 the latter has been sug-
gested as an  activator of the hypertrophic response mediated
by ET-1.26 FAK is  a multidomain scaffold protein composed of
a band 4.1, ezrin, radixin, moesin (FERM) domain, a  central
kinase domain and a  focal adhesion targeting (FAT) domain.
The autophosphorylation of FAK tyrosine residue 397 (Y397)
triggers the recruitment and activation of Src-kinase fam-
ily amplifying kinase activity through the phosphorylation
of other tyrosine residues (Y576/577, Y861 and Y925), regu-
lating biological events as adhesion, migration, proliferation,
and survival.27,28 Additionally, FAK serine residues phospho-
rylation (S722, S843, S846, and S910) modulates hypertrophic
response29 and, interestingly, ET-1 is  a  key inducer of FAK-
S910 phosphorylation promoting sarcomere reorganization
and cardiac hypertrophy,20 thus raising questions about the
role of FAK signaling cascade in  triggering chagasic cardiac
hypertrophy.

In this study, we evaluated whether FAK signaling may act
as a  regulator of cardiac hypertrophy in  Chagas cardiomyopa-
thy. FAK activation was assessed by FAK-Y397 and FAK-S910
phosphorylation and its downstream effector in both acute
and chronic phases of the murine model of T. cruzi infection.

Materials  and  methods

T.  cruzi  experimental  infection

C57BL/6 lineage male mice (15–20 g), obtained from the  Insti-
tute of Science and Technology in Biomodels (ICTB, Fiocruz),
were housed at a maximum of five animals per cage, kept
in a specific-pathogen-free (SPF) room at 20–22 ◦C under a
12/12 h light/dark cycle, 50–60% humidity and provided ster-
ilized water and chow ad libitum. All experimental animal
procedures were performed following the  license (L–015/2017)
approved by the Ethics Committee for Animal Use  of the
Oswaldo Cruz Institute (CEUA/IOC) and also following Brazil-
ian Law 11.794/2008 and regulations of the National Council
of Animal Experimentation Control (CONCEA). In order to
preserve animal welfare, a  daily observation was supervised
by a  PhD veterinary doctor aiming to avoid animal suffering
and pain. Animals were humanely euthanized whenever early
endpoints of animal suffering became apparent such as motor
disturbance, exploratory activity and/or moribund condition.

A  total of 42 mice was divided into two groups: noninfected
(12) and T. cruzi-infected (30) animals. Mice were intraperi-
toneally (i.p.) infected with trypomastigotes forms of T. cruzi

Brazil strain (105 parasites/animal), while noninfected animals
were inoculated with sterile phosphate-buffered saline (PBS).
Parasitemia was evaluated by Pizzi-Brener method.30 Briefly,
fresh blood samples (5 �L) were collected by the incision of
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Table 1 – Primers and standard curve parameters for hypertrophic marker amplification in C57Bl/6 mice infected with
Trypanosoma cruzi.

Mouse
gene
target

Primer sequences Reference Amplicon
length

Slope Intercept Coefficient of
linearity (r2)

Amplification
efficiency (%)

GAPDH Fw  5’-GGT TGC CAA ACC TTA TCA
GAA ATG-3’

Ribeiro-
Romão et al.
[50]

169 bp  −3.34 11.71 0.99 99.3

Rv 5’-TTC ACC  TGT TCC ACA GCC
TTG-3’

HPRT Fw  5’
TCCCAGCGTCGTGATTAGCGATG-3’

Barreto-
Albuquerque
[51]

178 bp  −3.44 21.15 0.98 95.3

Rv 5’-
GGCCACAATGTGATGGCCTCCC-3’

ANP Fw  5’-
GGATTTCAAGAACCTGCTAGACC-3’

This study 167 bp  −3.27 19.69 0.99 102.1
Rv
5′-CGTCTCTCAGAGGTGGGTTG-3

the tail vein and examined by light microscopy. The circulat-
ing parasite load was  monitored daily from 5th day of infection
until 50  days post-infection (dpi). Acute infection (30–60 dpi)
was determined by positive parasitemia and tissue parasitism.
The surviving animals were monitored during the  course of
the chronic infection (90–210 dpi).31 The heart was  harvested
from both noninfected and T. cruzi-infected mice from 60 to
210  days. After longitudinally sectioned, half of the cardiac
tissue was cryopreserved with Tissue-Tek for immunohisto-
chemical analysis and the remaining tissue was fragmented
and processed for protein and RNA extraction. Two indepen-
dent experiments were performed.

Electrocardiographic  analysis

Electrocardiographic parameters were evaluated in non-
sedated mice by using transducers carefully placed under the
skin, in accordance with a  chosen preferential derivation (DII).
Traces were recorded with a digital system (Power Lab 2/20)
connected to a bio-amplifier at 2 mV  for 1 s (PanLab Instru-
ments). The filters were standardized between 0.1 and 100 Hz,
and the traces were analyzed by using Scope software for
Windows V3.6.10 (PanLab Instruments). We  measured cardiac
frequency (beats per minute, bpm) and duration of the PR,
QRS, and QT intervals in milliseconds (ms) through (i) P  wave:
atrium chambers, (ii) PR interval: atrioventricular electric con-
duction, (iii) QRS interval: ventricular depolarization, (iv) QT
interval: heart repolarization, and (v) heart rate, corresponding
to the cardiac frequency (bpm). Moreover, ECG traces allowed
for a qualitative analysis of heart rate changes (arrhythmias).
We individually assessed the relations between the QT inter-
val and the RR interval to obtain physiologically relevant
values for heart rate-corrected QT interval (QTc) by giving a
normalized RR interval (RR100 = RR0/100 ms). Next, the value
of the exponent (y) in the formula QT0 = QTc × RRy100 was
assessed, in  which QT0 is  the observed QT and both QT and

QTc are given in milliseconds (ms). By taking the natural loga-
rithm of each side of the formula (QT0) = In(QTc) + yln(RR100),
the slope of the linear relation between the log-transformed
QT and RR100 thus defined the exponent to which the RR
interval ratio should be raised to  correct the QT for the heart
rate.32

Indirect  immunofluorescence

Samples of cardiac tissue, from both noninfected and T. cruzi-
infected mice, were frozen in Tissue-Tek O.C.T  Compound
(Sakura, Zoeterwoude, The Netherlands) and stored in liquid
nitrogen. Heart cryosections were fixed in cold acetone, air-
dried and stored at -20 ◦C. Sections were washed in PBS and
then blocked with PBS containing 4% serum albumin bovine
(BSA; PBS + BSA) before immunostaining. The samples were
incubated overnight at 4 ◦C with anti-fibronectin (1:600, Sigma
Chemical Co., St Louis - USA) or type 1 Collagen (1:400; Life
Technologies Co., Carlsbad, CA - USA) antibodies followed by
washing with PBS + BSA. The antigen-antibody complex was
detected by incubation for 1  h at 37 ◦C with TRITC-conjugated
secondary antibody (1:400, Sigma). After washing, the sections
were incubated with 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), a
DNA staining, and mounted with the anti-fading DABCO®

(Sigma). Images were acquired under a  Zeiss Axio Imager
M2 fluorescence microscope using AxioVision (Zeiss) digital
image processing software.

For the type I collagen bioimage analysis, at least five dif-
ferent fields were captured from each group (uninfected and
infected), and fluorescence images were segmented and the
mean intensity measured using Knime workflow.33

Protein  extraction  and  immunoblotting  assays

Noninfected and T. cruzi-infected cardiac tissue frag-
ments were extracted with lysis buffer (Tris 50mM, NaCl
150 mM,  Triton X-100 1%, pH  8,0) containing protease ([4-
(2-Aminoethyl)-benzenesulfonyl-fluoride hydrochloride
(AEBSF), aprotinin, bestatin, Antipain-hydrochloride, E-64–[N-
(trans-Epoxysuccinyl)-l-leucine 4-guanidinobutylamide,

Leupeptin hemisulfate salt, Pepstatin A; Sigma Chemical
Co.) and phosphatase (Cantharidin, (–)-p-Bromolevamisole
oxalate and Calyculin A; Sigma) inhibitors. A  small aliquot of
the cell lysate (25 �L) was separated for protein dosage, using
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Fig. 1 – Evaluation of cardiac electrical conduction system in uninfected and Brazil strain T. cruzi-infected C57BL/6 mice. (A)
Scheme of cardiac electrical impulses showing the atrial conduction (P wave), the transition between atrium and ventricle
(PR interval), ventricular depolarization (QRS interval) and cardiac repolarization (QT interval). ECG analysis of uninfected
(circle) and T.  cruzi-infected mice (squares) demonstrated no significant difference in P  wave (B), QRS (D) and QTc (E) intervals
during the course of infection. However, a  significant increase in the PR interval (C) and a slight decrease in  heart rate (F)
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he Follin–Lowry method, and the loading buffer (62.5 mM
ris–HCl, pH 6.8; 2% SDS; 10% glycerol; 0.01% bromophenol
lue; and 5% �-mercaptoethanol) added to the rest of the pro-
ein extract followed by heating for 5 min  at 100 ◦C. A  total of
0–40 �g of protein was resolved by SDS–PAGE (10%) according
o the antigen analyzed. The proteins were transferred to
itrocellulose membranes (BioRad, Hercules, CA) in transfer
uffer (25 mM Tris–HCl 192mM glycine and 10% methanol, pH
.3). Membranes were blocked for 40 min  with 5% skim milk
n Tris-buffered saline (TBS; 50mM Tris-Cl, pH 7.5, 150 mM
aCl) containing 0.05% Tween 20  (TBST) prior to  an overnight
ncubation (4 ◦C) with specific antibodies (anti-FAK and anti-
RK 1/2 antibodies (1:1000) and anti-fibronectin antibody,
:2500), except for phosphorylated proteins whose antibodies
ve to p ≤ 0.01 between infected and uninfected mice.

(anti-FAK-Y397, anti-FAK-S910 or anti-pERK1/2; 1:1000) were
incubated in TBST containing 1% BSA. Then, the membranes
were incubated for 1  h with the appropriated horseradish
peroxidase-conjugated second antibody (1:20,000). The
antigen-antibody complex was detected by chemilumines-
cence kit reagents (PIERCE; Thermo Scientific, Rockford, IL)
and the membranes were exposed to  HyperfilmTM ECL (GE
Healthcare). All assays were normalized by glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression, used as  the
internal control. Densitometric analysis was performed using
ImageJ quantification software to measure the relative band

intensity.
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Fig. 2 – Electrocardiographic analysis of C57BL/6 mice infected with T. cruzi Brazil strain. Heart arrhythmias typification by
ECG traces: (A) uninfected animals (NI); (B) T. cruzi-infected mice with atrioventricular block (AVB; black circle), (C) sinus
bradycardia (BRA; black line), (D) ventricular extrasystole (VE; arrow) and (E) sinus arrhythmia (SA: traced line). Quantitative
analysis of arrhythmia incidence in uninfected and T.  cruzi-infected mice (F). A marked increase in cardiac arrhythmias was

noticed during the course of T. cruzi chronic infection.

RNA  extraction  and  reverse  transcription

The hypertrophic marker atrial natriuretic peptide (ANP) gene
expression was evaluated on heart fragments using a combi-
nation of TRIzol® (Invitrogen, California, USA) and RNeasy®

mini kit (Qiagen, Austin, Texas, USA) for RNA extraction.
Cardiac fragments (10 mg)  were incubated with TRIzol® (Invit-
rogen) and stored at liquid nitrogen until use. Afterward, the
cardiac tissue was homogenized with the Ultra-Turrax tissue
Dispenser (IKA, Wilmington, USA) for 30 s. After 200 �l  chloro-
form addition and vigorous homogenizing, RNA was  extracted
from aqueous phase using a RNeasy kit, according to the man-
ufacturer’s recommendations. The amount of total RNA was
determined by measuring the absorbance at 260 nm and purity
at 260/280 and 260/230 nm ratios, using a  Spectophotome-
ter Pico 200 (Picodrop Ltd., Saffon Walden, United Kingdom).
Then, RNA (2 �g) was  reverse transcribed using the SuperScript
III cDNA Synthesis Kit  (Invitrogen) according to the manufac-
turer’s protocol. The cDNA concentration was measured using

®
Qubit ssDNA Assay Kit  (Life Technologies, Eugene, Oregon,
USA) and adjusted to 10 ng/�L final concentration.
Real-time  quantitative  PCR

ANP gene expression was compared between noninfected
and T. cruzi-infected cardiac tissues using Power SYBR®

Green Master Mix  (Life Technologies, CA, USA) RT-qPCR sys-
tem. Forward and reverse primer sequences are shown in
Table 1. PCR cycling conditions were: the first step at 95 ◦C
for 10 min, followed by 40 cycles at 95 ◦C for 15  s and 60 ◦C
for 1 min. The relative quantification of amplified prod-
ucts was  calculated by the comparative Ct method (��Ct)
using glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
and hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT)
as endogenous controls.34 The amplifications were carried
out in an  ABI Prism 7500 Fast device (Applied Biosystems,
USA). Gene expression was expressed as  fold change (2-��Ct),
compared to  samples from uninfected mice used as  calibra-
tors. For the selection of reference gene candidates and gene
expression analysis, the Expression Suite Software v1.1 (Life
Technologies) was used.
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Fig. 3 – ET-1 plasma level in Brazil strain T.  cruzi-infected
C57BL/6 mice. Elevated ET-1 level was observed in the acute
(60 dpi) and chronic (90–210 dpi) phases of T. cruzi infection.
A 3.4-fold increase of ET-1 level (4.5 pmol/mL) was  detected
at 120 dpi compared to the uninfected animals (1.3
pmol/mL). ET-1 levels were expressed as mean (± SD) pM in
the plasma of infected and uninfected C57BL/6 mice.
b  r  a  z j i  n f e c t d  i  s  .

tatistical  analysis

tatistical analysis and graphics were performed using R  (ver-
ion 3.6.0) and R Studio. Statistical difference was considered if
-value ≤ 0.05 using t-test. All RT-qPCR assays were performed
ith biological triplicates in  two independent experiments.
esults were expressed as the means ± standard deviations.
tatistical tests from the �Ct values (student t-test or Mann-
hitney rank-sum test) were performed with GraphPad Prism

oftware version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San
iego, CA, USA).

esults

n an attempt to unravel the role of the FAK signaling pathway
n T. cruzi cardiomyopathy, C57BL/6 mice were infected with
. cruzi Brazil strain and FAK signaling and its downstream
ffector (ERK1/2), acting on cardiac hypertrophy program, were
nalyzed on an  acute and chronic infection. The peak of
arasitemia (7 × 104 parasites/mL) was  observed at 26 days
ost-infection (dpi) and then declined to an undetectable

evel after 45 dpi (data not shown). All mice survived the
cute infection (30–60 dpi) and progressed to chronic infec-
ion, showing alterations in the cardiac electric conduction
ystem observed by ECG parameters. The main electrocardio-
raphic change was  the slowing of atrioventricular (AV) nodal
onduction, resulting in  a prolonged PR interval (Fig. 1). A sig-
ificant increase in the duration of the PR interval (p ≤ 0.05)
as observed in T. cruzi-infected mice (43.7 ± 10.2 ms)  com-
ared to uninfected groups (37.1 ±  5.0 ms), reflecting a delay in
lectrical conduction through AV node in chronically infected
57BL/6 mice. Another striking change was the incidence of
trioventricular blocks (AVB) in 67% of the infected mice at 150
pi (Fig. 2). A  trend towards a decrease in heart rate, or sinus
radycardia (BRA), was also observed between the groups of
ninfected animals (627 ± 42 bpm) and those infected with
. cruzi (598 ± 140 bpm), with 50% of infected animals at 180
pi (Fig. 2). The other parameters evaluated (P wave, QRS and
T intervals) showed no significant difference in chronically

nfected mice, remaining similar to uninfected animals (Fig. 1).
When assessing the kinetics of infection, we found a low

ncidence of cardiac arrhythmias (20%) at the acute infection
60 dpi) with a  prevalence of BRA and sinus arrhythmia (SA)
mong infected animal groups. Progressively, the presence of
ardiac arrhythmias became more  prevalent in the electrocar-
iographic traces, ranging from 50 to 67% from 120 dpi with
RA, AVB and supraventricular extrasystole (VE) as relevant
vents in chronic infection (Fig. 2).

In view of the fact that our electrocardiographic findings
ere indicative of heart failure, revealed by  the impairment
f the cardiac electrical conduction system during the chronic
hase of the infection causing severe arrhythmias, such as

 decrease in heart rate, sinus bradycardia and promoting
ardiovascular shock, we conducted our analysis for the detec-
ion of endothelin-1 (ET-1), a hypertrophic agonist capable of

ctivating the  FAK signaling pathway. Then, we assessed the
lasmatic level of ET-1 during the course of T. cruzi infection
y ELISA. Elevated plasma levels of ET-1 were detected in both
cute and chronic T. cruzi infections (Fig. 3). Infection times
Student’s t-test: *p  < 0.05, **p < 0.01.

from 60  to 180 dpi  showed a significant increase in ET-1 plasma
level compared to  the baseline level of the uninfected group
(1.3 pmol/mL). Plasma levels of ET-1 increased 3.4-fold and
peaked at 120 dpi, reaching a  maximal value of 4.5 pmol/mL
(Fig. 3).

We  further assessed if the abnormalities in cardiac hemo-
dynamics and the  increase of plasma ET-1 level induced
activation of the FAK signaling pathway, since this protein
tyrosine kinase (PTK) has been highlighted in response to
changes in  mechanotransduction mediated by cell stretching
and cardiac overload. Our findings demonstrated the activa-
tion of FAK signaling in cardiac tissue of T. cruzi-infected mice,
evaluated by phosphorylation of both tyrosine 397 (Y397) and
serine 910 (S910) residues (Fig. 4). Although total FAK level
was unaltered in T. cruzi-infected heart, FAK autophosphoryla-
tion at tyrosine residue 397 (Y397) was significantly increased
after 90 dpi  (0.9 ±  0.2), showing an  activation peak at 120 dpi
(1.04 ± 0.3) with 3.4-fold increased phosphorylated levels of
FAK-Y397 (Fig. 4). A similar FAK activation curve was observed
for phosphorylated FAK-S910 expression. However, high levels
of FAK-S910 were noticed at 120 (1.0 ±  0.1) and 180 (1.12 ± 0.2)
dpi, increasing 3.3 to 3.6-fold, respectively, compared to stan-
dard activation levels of uninfected animals (0.3 ±  0.08) (Fig. 4).
Interestingly, FAK activation correlates with the ET-1 plasma
level elevation and the  enhancement of bradycardia (50%) in
infected mice. Thus, since ERK1/2, a  member of mitogen-
activated protein kinases (MAP kinase) signaling pathway,
has been implicated in the hypertrophic response modulated
by FAK, the expression of total and phosphorylated ERK1/2
(pERK1/2) were also analyzed. Total ERK1 expression was prac-

tically invariable, except for the decline at 210 dpi, while its
level of phosphorylation increased throughout the course of
the infection (60–210 dpi) (Fig. 4).  An interesting fact is that
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Fig. 4 – Activation of FAK signaling in T. cruzi chronic infection. (A) Representative immunoblot images of FAK, FAK-Y397
and FAK-S910. (B) An increase in FAK autophosphorylation (FAK-Y397) in the cardiac tissue occurred at the early chronic
infection (90 dpi) and peaked at  120 dpi. (C) High levels of phosphorylated FAK-S910 was noticed from 120 to 180 dpi
without alteration in total FAK expression (D). (E) Representative immunoblot images of ERK1 and phospho-ERK1/2
(pERK1/2). (F) pERK1/2 expression increased during the course of T. cruzi infection (60–210 dpi), peaking at 180 dpi. However,
no change in  ERK1 expression was observed in the cardiac tissue of infected animals, except the decline in  ERK1 level at
210 dpi (G). GAPDH was used as an internal loading control. Student’s t-test: ns - not significant, *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01;
***p ≤ 0.001; ****p ≤ 0.0001.
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Fig. 5 – Trypanosoma cruzi chronic infection induces
hypertrophic gene expression. Increased ANP mRNA
expression, evaluated by RT-qPCR, was observed in the
myocardium of C57BL/6 mice chronically infected with T.
cruzi (150–210 dpi). HPRT and GAPDH genes were  used as
endogenous controls. The mean Ct values between control
and infected groups were evaluated using Student’s t-test
or non-parametric Mann-Whitney rank sum test. *p  ≤ 0.05,
**p ≤ 0.01.
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promotes cardiac hypertrophic remodeling.43 As expected,
Brazil strain C57BL/6 mice infection induced ET-1 plasma
he activation of ERK1/2 occurred prior to the activation of
AK, but coincided with the ET-1 plasma level increases. Phos-
horylated ERK1/2 (pERK1/2) level peaked at 180 dpi  (4.7 ± 0.7),
oinciding with the FAK-S910 peak (Fig. 4).

To address whether the cardiac hypertrophy program was
riggered in response to the activation of the FAK (Y397 and
910 residues)—ERK1/2 signaling cascade, we investigated the
trial natriuretic peptides (ANP) mRNA expression, a  hyper-
rophic marker, by RT-qPCR. Marked upregulation of ANP

RNA  expression was revealed in  the  myocardium of infected
ice. Our results demonstrated that the ANP mRNA  level

ended to increase at 120 dpi, but a significant 2-fold increase
n the expression of this hypertrophic marker was noticed in
he Brazil strain infected mice from 150 dpi onwards (Fig. 5).

Additionally, the remodeling of the cardiac extracellular
atrix (ECM) has been shown to be  associated with myocar-

ial hypertrophy and heart failure.35 Thus, the myocardial
brosis profile was  also analyzed in  the myocardium of
. cruzi-infected C57BL/6 mice. The spatial distribution and
CM components expression, as  type 1 collagen (COL1) and
bronectin (FN), were assessed in the cardiac tissue. A thin
eposition of COL1 (Fig. 6)  and FN (Fig. 7) was  observed in
he myocardial interstitium of uninfected animals. A slight
ncrease in COL1 deposition, as  revealed by fluorescence
mages, was observed in the infected tissue at 60 and 90 dpi,
ecoming a dense fibrillar COL1 fluorescence signal at a  later
ime of infection (120–210 dpi) (Fig. 6). The quantitative analy-
is, using Knime bioimage tools, also confirmed the augment
n the COL1 expression in  the  myocardium of the  infected mice
Fig. 6). Likewise, FN spatial distribution analysis also revealed
n intense fluorescent signal, mainly after 60 dpi, with a  dense
N deposition in the infected cardiac tissue (Fig. 7). Infected

nimals also showed enhancement in FN level, demonstrated
y immunoblotting assay, showing a  significant increase in
0;2 4(5):386–397 393

FN expression from 60 dpi compared to cardiac tissue from
uninfected mice (Fig. 7).

Discussion

A  plethora of signaling pathways have been implicated in the
pathophysiology of cardiac hypertrophy. Thus, delineating the
cellular and molecular mechanisms underlining the chagasic
cardiac hypertrophy sheds light on Chagas disease pathogen-
esis. In this study, we addressed the role of FAK signaling in T.
cruzi induced cardiac hypertrophy and heart failure.

FAK signaling emerged as  a key cardiac hypertrophic reg-
ulator in response to biomechanical stress and humoral
stimuli.36 Our data suggest that both mechanical and hyper-
trophic agonist stimuli are  involved in T. cruzi cardiac
hypertrophic response. Integrin, a  transmembrane recep-
tor involved in force transmission, connects the contractile
muscle apparatus to  extracellular matrix components (ECM),
regulating the mechanical force. FAK, a  key molecule in
mechanosignalling, interacts with integrin through structural
proteins, as talin and vinculin, in focal adhesion sites and
costameres.37 Pressure overload induces FAK tyrosine phos-
phorylation and promotes c-Src activation in  addition to
downstream effectors of FAK, as ERK1/2 and AKT via GRB2
and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K).21,26,38,39 Our findings
demonstrated that changes in integrin-mediated mechani-
cal force, induced by fibrosis leading to pressure overload,
activates FAK signaling and its downstream effector involved
in hypertrophic response. The abnormal ECM deposition,
revealed by enhancement of COL-1 and FN expression in
cardiac tissue, causes its stiffness and disturbs mechanical
homeostasis, altering integrin-mediated mechanotransduc-
tion. Additionally, disruption of vinculin costameres in T. cruzi
infected myocardium may also contribute to alterations in
the transmission of cardiac contraction force.40 In this sce-
nario, elevated FAK-Y397 phosphorylation level coincides with
the ECG abnormalities, showing reduced heart rate, prolonged
PR interval and increased rate of arrhythmias (from 90  dpi)
suggestive of cardiac hypertrophy and heart failure. Interest-
ingly, an in vitro model of acute infection by T. cruzi with high
parasitic load revealed loss of spatial organization and down-
regulation of mechanosensitive proteins in  cardiomyocytes,
such as  talin and paxilin, inducing a downregulation of the
FAK signaling pathway activation and therefore, suggesting
a disruption of integrin-dependent signaling transduction.41

FAK signaling activation has also been shown to be a benefi-
cial event in ischemia/reperfusion, promoting cardiomyocytes
survival under stress conditions. Activation of the  NF-kB sur-
vival signaling pathway, as downstream of FAK activation,
modulates FAK-dependent cardioprotection by reducing pro-
apoptotic genes level.42

In addition to integrin-regulated FAK activation, this tyro-
sine kinase is also activated by ET-1, the hypertrophic agonist.
ET-1, a  potent vasoconstrictor involved in Chagas disease
pathogenesis, has been reported to trigger FAK activation and
level increase and cardiac dysfunction in both acute and
chronic infection. High ET-1 plasma level has been reported
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Fig. 6 – Enhancement of type 1 collagen (COL1) expression in the myocardium of T. cruzi-infected mice. (A) Distribution of
COL1 (red) in the cardiac tissue of uninfected mice. A gradual increase in COL1 deposition was  noticed in the myocardium at
later acute (60 dpi; B) and early chronic infection (90 dpi; C). Dense COL1 fibrils were clearly seen at 120 (D), 150 (E),  180 (F)
and 210 dpi (G). The increase in COL1 expression was confirmed by measuring the COL1 fluorescence signal with Knime

ent’s

Activation of hypertrophic response program in response
workflow (H). DAPI (blue) stained nucleus. Bar = 10 �m.  Stud

in patients with Chagas cardiomyopathy44 and also in a
mouse model of T. cruzi chronic infection (Brazil strain),
which evolved to right ventricular enlargement.15,19 In our
findings, elevated ET-1 levels were associated with ERK1/2
phosphorylation up-regulation, still in the acute phase of
infection (60 dpi). Also, increased ERK1/2 activation pre-
ceded FAK-S910 phosphorylation (120 dpi), suggesting that
FAK undergoes FAK-S910 phosphorylation via ERK1/2 signal-
ing as  previously reported for dilated cardiomyopathy (DCM).20

ET-1 stimulated neonatal rat ventricular myocyte (NRVM) cul-
tures, in an  ETAR-dependent protein kinase C  delta (PKC�)
activation, induced ERK1/2 activation through Raf-1—MEK1/2
effectors, resulting in  FAK-S910 phosphorylation and sarcom-
ere assembly during cardiac myocyte hypertrophy.20 Also,
bi-directional crosstalk between Src and PKC�  has been
proposed with ET-1 stimulating PKC�-MEK1-ERK1/2 and Src-
MEK1-ERK1/2 pathways20,45 or Src-MEK5-ERK5.20 Sustained
MEK1-ERK1/2 activation has been shown to  promote cardiac
hypertrophy and anti-apoptotic effect.46 Additionally, ET-1 has

also been highlighted in T. cruzi infection due to  its role in
triggering the Ca2+/calcineurin (Cn)/nuclear factor of activated
T cells (NAFT) signaling pathway, causing the  activation of
fetal gene program.16 C57BL/6 and Balbc mice infected with
 t-test: **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001; ****p ≤ 0.0001.

T. cruzi Y strain showed high levels of ET-1 and eicosanoids
(cyclooxygenase-2; COX2) associated with high tissue para-
sitism and myocarditis. The cooperative action between ET-1
and T. cruzi infection regulates the increase in COX2 expression
by activating the Cn/NAFTc4 signaling pathway in HL-1 atrial
myocytes, leading to ANP production.16 Curiously, our results
demonstrated a  significant increase in ANP mRNA  expres-
sion only from 150 dpi, but with a tendency to increase by
120 dpi. Although hypertrophy has been well established in
Brazil strain infected C57BL/6 mice, this experimental model
of T. cruzi infection gradually develops dilated cardiomyopa-
thy with an increase in right ventricular internal diameter
after 100 dpi.15 In contrast, a  study analyzing the electrocar-
diographic profile of different mice lineage and T. cruzi strains,
as a  model for experimental chagasic cardiomyopathy, did not
show significant changes in the ECG of B6 mice infected with
Brazil strain, probably due to the short period of infection ana-
lyzed (up to  13  weeks).47
to T. cruzi infection has been shown to depend on Toll-like
receptor 2  and NF-kB activation, leading to an increase in the
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Fig. 7 – Fibronectin (FN) expression in chronically infected C57BL/6 mice. (A) FN spatial distribution in  the myocardium of
uninfected mice. (B–G) Thick deposition of FN was observed in the cardiac tissue of T. cruzi-infected mice. Intense
fluorescence signal in the myocardium interstitium was observed at 60 (B), 90 (C), 120 (D), 150 (E), 180  (F) and 210 dpi (G).
Representative immunoblotting image and densitometric analysis showing a significant increase of FN expression in acute
(60 dpi) and chronic infection (90–210 dpi) (H). DAPI (blue) stained the nucleus. Bar = 10  �m. GAPDH was used as an internal
c **p ≤
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ontrol for protein normalization. Student’s t-test: *p ≤ 0.05; 

L-1� level and cardiomyocyte hypertrophy (Petersen et al.,
005).11 On the other hand, PI3K-AKT/nitric oxide (NO) sig-
aling has been demonstrated to be implicated in  the  cardiac
yocyte remodeling of chagasic cardiomyopathy.12 C57BL/6
ice infected with Colombian strain induced PI3K-AKT/NO

ignaling pathway activation with cardiac hypertrophy evi-
enced in the acute (30 dpi) and the early chronic phase (90
pi) of T. cruzi infection, showing increased mRNA  level of
ypertrophic markers.12 A  remarkable feature is  that ERK1/2
nd AKT have been highlighted as a downstream effector of
AK activation37,48 and FAK signaling may  also regulate NF-
B activation,49 suggesting that chagasic cardiac hypertrophy
ay be  regulated by complex regulatory interactions involving

nterlaced networks of multiple signaling pathways.
 0.01; ***p ≤  0.001.

Conclusion

Our data contribute with new insights on the regulation
of cardiac hypertrophy induced by T. cruzi infection. We
demonstrated that the FAK signaling pathway regulates the
hypertrophic process in chronic chagasic cardiomyopathy.
Cardiac overload induced by ET-1-mediated extracellu-
lar matrix remodeling and tissue damage triggers the
hypertrophic response via ET-1-ERK1/2-FAKS910 and integrin-
FAKY397-ERK1/2, leading to activation of the  fetal gene
program, heart failure and hypertrophy. Further studies will
be carried out to evaluate the effect of FAK signaling inhibitors
in the therapy of Chagas disease.
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