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Salutation to the dawn 

 

Look to this day! 

For it is life, the very life of life. 

In its brief course 

Lie all the verities and realities of your 

existence: 

The bliss of growth 

The glory of action 

The splendor of beauty, 

For yesterday is but a dream 

And tomorrow is only a vision, 

But today well-lived makes every 

yesterday a dream of happiness 

And every tomorrow, a vision of hope. 

Look well therefore to this day! 

Such is the salutation to the dawn. 

 

Kalidasa  
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Existem três espaços vitais no cosmos. 

  O mar, onde o peixe não fala 

 A Terra, onde os animais gritam 

 O céu, onde os pássaros cantam 

O homem participa destes três espaços 

 Das profundezas do mar 

 Do peso da terra 

  Da imensidão do céu 

Ele possui o direito de ficar calado, de 

gritar e de cantar. 

Mas ao homem sem superação, é dada 

apenas a capacidade de gritar. 

 

 

   Mahatma Gandhi 
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  RESUMO 

 

A doença de Chagas ou tripanossomíase americana, causada pelo protozoário Trypanosoma 

cruzi, é uma doença de caráter multifatorial que envolve basicamente a persistência do 

parasita, o processo inflamatório e a fibrose tecidual. O objetivo deste trabalho foi o de 

avaliar a presença tecidual de citocinas  pró e anti-inflamatórias e da expressão da iNOS 

através da imunohistoquímica e associar os resultados com as análises  dos perfis clínicos 

desenvolvidos por nossa coorte de macacos rhesus em 25 anos de infecção experimental, 

além  das análises histopatológicas e morfométricas. A avaliação clínica foi realizada 

através do levantamento dos dados dos exames radiográficos, eletrocardiográficos e 

ecocardiográficos realizados neste período. Para categorizar os animais, adotamos os 

parâmetros de classificação clínica indicados pelo Consenso Brasileiro em Doença de 

Chagas. Todos os animais apresentaram IgG específica para T. cruzi, com exceção do 

animal 99 que acreditamos ter apresentado cura espontânea. Foi possível verificar uma 

dissociação entre a presença do processo inflamatório, de caráter multifocal com 

predominância de células mononucleares e as alterações cardíacas na coorte avaliada. A 

análise histopatológica revelou uma hipertrofia miocárdica de caráter multifocal e 

degeneração vacuolar em todos os animais infectados sob variados graus de acometimento 

com exceção do animal 99. Somente o animal 95 apresentou foco de necrose de liquefação 

em átrio esquerdo, desprovido de atividade inflamatória local. Nenhum elemento 

parasitário típico foi encontrado nas amostras cardíacas avaliadas. O padrão de distribuição 

da fibrose foi avaliado através da coloração de Tricomio de Masson e foi caracterizada 

como sendo multifocal nos ventrículos e difuso no átrio esquerdo dos animais infectados. 

Evidenciamos um aumento significativo da densidade de volume dos vasos em ventrículo 

direito dos animais infectados em relação aos animais controles sadios (3,7  0,1%; 1,6  

0,5%, p=0,05). A avaliação da presença de citocinas e da iNOS em ventrículo esquerdo 

mostrou uma forte tendência à marcação de células em meio a infiltrados inflamatórios e 

em regiões perivasculares dos animais infectados avaliados. Concluímos que este modelo é 

satisfatório para o estudo clínico da doença de Chagas aguda e crônica. 
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ABSTRACT 
 

Chagas’ disease or american tripanosomiasis, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi 

is a multifactorial disease that involves basically parasite persistence, inflammatory process 

and fibrosis. The aim of this work were to evaluate the tissue presence of inflammatory and 

anti inflammatory cytokines and the iNOS expression by immunohistochemistry analysis 

and associate the results with the clinical follow up presented by our coort of rhesus 

monkeys in 25 years of experimental infection, and also the histopathological and 

morphometrical analysis. The clinical evaluation was performed analyzing the features 

found in the X-ray, eletrocardiogram and ecocardiogram exams in the period of infection. 

For the clinical characterization, we adopted the Clinical Classification proposed by the 

Brazilian Consensus on Chagas Disease. All the subjects presented specific anti- T. cruzi 

IgG, except animal 99, which we believe to develop an spontaneous cure. Microscopically, 

the findings suggested a mutifocal hypertrophy and vacuolar  degeneration in all infected 

subjects.  The inflammatory process was composed mainly by mononuclear cells in 

variable degrees of damage. It was possible to verify an dissociation between the presence 

of inflammation and the cardiac alterations, however the presence of iNOS and IFN was 

proportional to the inflammatory damage found in the studied slices. The distribution of 

fibrosis was characterized by a difuse process in the atrium and multifocal in ventricles of 

the infected animals. A significant increase of the vascular density of volume in right 

ventricles was found in the infected animals in relation with the healthy control ones (3,7  

0,1%; 1,6  0,5%, p=0,05). The evaluation of the presence of cytokines and iNOS in left 

ventricle showed a strong tendency of marked cells in inflammatory infiltrates and in 

perivascular regions of the infected animals. We concluded our present work indicating that 

the model is satisfactory for clinical studies of acute and chronic Chagas disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

A tripanossomíase americana ou doença de Chagas é uma antropozoonose que 

existe no Continente Americano principalmente nas Américas Central e do Sul. É endêmica 

em 21 países, estendendo-se, sobretudo, do México até o sul da Argentina e estima-se hoje 

que 16 a 18 milhões de pessoas estejam infectadas e cerca de 100 milhões de pessoas sob 

risco de infecção (WHO/TDR, 2004). Também constitui um problema de saúde pública no 

nos Estados Unidos, principalmente pela transmissão por transfusão de sangue e doação de 

órgãos (Cross, 2005). 

 Acredita-se que a doença de Chagas é antiga, advinda de populações nativas da América, 

onde se expandiu na era pós-colombiana devido a intensas mudanças no âmbito 

demográfico e ecológico, causados pelas conquistas hispânicas e portuguesas, 

possivelmente entre os séculos XVIII e XIX, onde o deslocamento populacional 

proporcionou o contato entre homem, vetores, parasitas e reservatórios (Dias & Coura, 

1997). Sua maior incidência pode ter ocorrido na primeira metade do século XX, onde a 

partir da década de 40 a endemia se urbanizou devido às intensas migrações das populações 

rurais para as cidades (revisto por Coura et al., 1999). 

  

 

1.1 Etiologia e Ciclo Evolutivo 

 

A doença de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi, um protozoário flagelado 

pertencente à classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida e à família Trypanosomatidae. 

Apresenta como vetores os insetos hematófagos (triatomíneos) da ordem Hemíptera, 

família Reduviidae, subfamília Triatominae, sendo as espécies Triatoma infestans, T. 

brasiliensis, T. sordida, T. pseudomaculata e Panstrongylus megistus as de maior 

importância médica no Brasil.  São denominados popularmente, de acordo com a região, 

como barbeiros, bicho-de-parede, bicimo, chupão, fincão, procotó ou vum-vum. (Burleich 

& Andrews, 1995). 
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1.1.1. No Hospedeiro Invertebrado 

 

Os triatomíneos são os hospedeiros intermediários da doença de Chagas, infectam-

se quando picam hospedeiros vertebrados contaminados, ingerindo as formas 

tripomastigotas sanguícolas que passam por uma série de transformações morfológicas 

irreversíveis no trato gastrointestinal do inseto, resultando na liberação das formas 

infectantes – os tripomastigotas metacíclicos – que são liberados nas fezes do inseto no 

momento da picada. Estas transformações morfológicas se iniciam no estômago do inseto, 

onde as formas tripomastigotas se diferenciam em esferomastigotas, que migram para o 

intestino e se diferenciam em epimastigotas para então, na ampola retal, assumirem a forma de 

tripomastigotas metacíclicas, que serão eliminadas por toda a vida do vetor (Chagas, 1909), como ilustrado na 

Figura 1.  

 

 

 

Figura 1: Ciclo Evolutivo da doença de Chagas. A. No hospedeiro invertebado. B. No hospedeiro vertebrado. 

Fonte: WHO/TDR (2004) . 
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1.1.2. No Hospedeiro Vertebrado 

 

As formas tripomastigotas metacíclicas infectam o hospedeiro vertebrado através da picada 

dos vetores, ganham a corrente sanguínea ou invadem as células ficando inicialmente em 

um vacúolo ligado à membrana e iniciam seu ciclo intracelular que pode durar em média de 

4 a 6 dias. O primeiro passo do ciclo é a ruptura do vacúolo que ocorre de 1 a 2 horas após 

a infecção e a multiplicação no citoplasma. Ao atingirem o citoplasma, os parasitos se 

diferenciam em amastigotas. Após um período de aproximadamente 20 horas, estas  se 

diferenciam em tripomastigotas por divisão binária e rompem as células atingindo a 

corrente sanguínea. Em seguida as formas tripomastigotas sanguícolas podem invadir novas 

células e/ou serem ingeridas por um inseto vetor e completar o ciclo de vida ( revisto por 

Burleich & Andrews, 1995), como ilustrado na Figura 1. 

 

1.1.3 Invasão Celular 

 

A invasão das  formas tripomastigotas em macrófagos não ativados é facilitada pela 

agmatina ou poliaminas secretadas. Uma vez no citoplasma as formas amastigotas 

proliferam utilizando a putrecina e a L-arginina para formar poliaminas. Após diversos 

ciclos de divisão binária, ocorre a transformação das amastigotas em tripomastigotas, que 

vão causar a ruptura da célula e a liberação destes, propagando-se assim a infecção. IFN 

TNF e IL-1 (citocinas Th1) ativam macrófagos para eliminar os parasitas através da 

indução de determinadas enzimas, incluindo a iNOS, que gera NO em níveis micromolares.  

A fagocitose através de receptores de IgG leva a ativação da NADPH oxidase e produção 

do íon peróxido, potencializando a citotoxicidade do NO pela formação do peroxinitrito, 

moléculs com ação tripanocida. A invasão pelo T. cruzi aumenta a expressão de receptores 

de vitronectina  (VnR) nos macrófagos e a ingestão de células apoptóticas do hospedeiro  

através desse receptor levando a secreção de TGF. Esta citocina vai dirigir o metabolismo 

da L-arginina pra a síntese de putrecina através da indução da arginase I e a supressão da 

iNOS e este favorecimento facilita a proliferação das formas amastigotas. O crescimento 

dos parasitas pode ser limitado pela pressão do sistema imune em parte através da produção 
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de altos níveis de NO (Peluffo et al., 2004). Contudo outros mecanismos podem ser 

responsáveis pela destruição das células cardíacas, dentre eles aqueles modulados pela 

presença de radicais intermediários de nitrogênio - RIN. Os RIN são formados a partir do 

aminoácido L-arginina  por uma família de enzimas, as óxido nítrico sintases, produzidas por 

diversos tipos celulares. Radicais de nitrogênio (óxido nítrico - NO) são ativos apenas por 

segundos, e necessitam reagir com água e oxigênio para gerar nitrito e nitrato. Vários 

microrganismos são susceptíveis aos radicais de nitrogênio, como Toxoplasma gondii, 

Leishmania major, Cryptococcus neoformans e Schistosoma mansoni (Nathan & Hibbs, 

1991). 

 

1.2 Transmissão, epidemiologia e controle 

  

Classicamente as vias de transmissão da doença de Chagas incluem a transmissão 

por transfusão sanguínea, a vetorial, a congênita, por  transplante de órgãos,  por via oral e 

por acidentes laboratoriais. No entanto, diversos fatores alteraram consideravelmente o 

perfil e transmissão da doença no país e na América, devido a intensos programas de 

controle instituídos primariamente para erradicação da transmissão vetorial. As migrações 

rurais para áreas urbanas durante as décadas de 70 e 80 alteraram o padrão epidemiológico 

tradicional da doença de Chagas, fazendo com que ela se tornasse uma doença urbana 

transmitida principalmente pela transfusão de sangue. Entre 1960 e 1989, a prevalência de 

sangue infectado em bancos de sangue, em algumas cidades da América do Sul, como São 

Paulo, era de 1,7% comparado com 50% em Santa Cruz, na Bolívia, mostrando uma 

porcentagem de longe muito mais elevada que a da hepatite e o HIV. A perda econômica 

para o continente devido à prematura mortalidade e morbidade em jovens adultos 

produtivos somou cerca de US$ 8.156 milhões, equivalente a 2,5% da dívida externa de 

todo o continente em 1995 (WHO/TDR, 2004). 

Em junho de 1991, os Ministérios da Saúde dos Países do Cone Sul (Argentina, 

Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai) iniciaram o programa de iniciativa para a eliminação da 

doença de Chagas, criando uma comissão intergovernamental composta de representantes 

técnicos de cada ministério, que teve como função implementar e avaliar os programas de 

controle em cada país membro. A Colômbia em 1997, juntamente com o Equador, Peru e 
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Venezuela criou um plano de ação que tem como objetivo interromper a transmissão 

vetorial e transfusional até 2010. Dois países já foram declarados livres de transmissão: 

Uruguai em 1997 e Chile em 1999. Doze de 19 províncias endêmicas da Argentina foram 

declaradas livres da transmissão vetorial em 2000 e 2001. Dados atuais de bancos de 

sangue e resultados sorológicos em grupos de pessoas jovens indicam que a Bolívia e o 

Paraguai estão se movendo em prol da interrupção da transmissão (WHO/TDR, 2004).  A 

Comissão Internacional de Especialistas constituída pela Organização Panamericana de 

Saúde (OPAS) e pelos países do Cone Sul, com a finalidade de avaliar a situação 

epidemiológica de cada país, conferiu o certificado de interrupção da transmissão vetorial 

pelo T. infestans a dez estados brasileiros: São Paulo, Rio de Janeiro, Paraíba, Mato Grosso, 

Mato Grosso do Sul, Goiás, Minas Gerais, Pernambuco, Tocantins e Piauí (Ministério da 

Saúde, 2004). 

Após o cumprimento das ações de controle da transmissão da doença de Chagas, 

observou-se que o quadro epidemiológico da doença foi alterado novamente no país. 

Segundo o Consenso Brasileiro em Doença de Chagas de 2005, o risco de transmissão 

depende, em menor escala, da: i. persistência de focos residuais do T. infestans em alguns 

estados; ii. da existência de grande número de espécies autóctones ou potencialmente 

vetoras, ou ainda de novas espécies de vetores (T. rubrovaria, Panstrongylus lutzi); iii. da 

emergência de transmissão endêmica na Amazônia por mecanismos excepcionais (vetorial 

domiciliar sem colonização, vetorial extradomiciliar e oral); iv. de episódios de transmissão 

oral e v. das regiões originalmente de risco para a transmissão vetorial (no Brasil, 

compreende os estados de Alagoas, Bahia, Ceará, Distrito Federal, Goiás, Mato Grosso, 

Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Maranhão, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Paraná Rio 

Grande do Norte, Sergipe, São Paulo e Tocantins). 

 Mesmo tendo atingindo um estágio de controle vetorial e transfusional, e mesmo 

não tendo mostrado a mesma freqüência assinalada em outros países, a transmissão 

congênita do T. cruzi no Brasil (com uma prevalência de 1% comparada a de 4 a 12% nos 

países do Cone Sul) passa a ser o principal mecanismo de transmissão da doença no país. É 

considerada em crianças nascidas de mães com sorologia positiva para T. cruzi com 

identificação de parasitas no sangue do recém nascido e/ou anticorpos não maternos após 6 

a 9 meses de idade. Através do Programa Nacional de Triagem Neonatal, com a instituição 
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do “teste do pezinho”, tornou-se possível a identificação de casos positivos, com 

notificação obrigatória. Estes casos são então encaminhados ao Serviço de Referência da 

Triagem Neonatal, onde mãe e neonato passam por testes sorológicos e são acompanhados 

durante o curso da doença. Por outro lado, a via de transmissão oral, raramente 

documentada, recentemente foi relatada como responsável por um grave surto da doença no 

estado de Santa Catarina, a partir da ingestão de caldo de cana, em um único ponto de 

venda nas margens da BR 111 (Barracão Penha II), no município de Navegantes em 13 de 

Fevereiro de 2005.   A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) acompanhou 

os trabalhos de investigação desenvolvidos pelo órgão de vigilância sanitária estadual, 

visando avaliar a situação através de pesquisas epidemiológicas e a propor medidas de 

controle de âmbito nacional (ANVISA, 2005; FIOCRUZ, 2006)  

 

1.3  Patogenia 

 

A infecção chagásica inicia-se quando o T. cruzi atinge a corrente sanguínea, 

caracterizada por uma fase aguda que pode ou não ser sintomática, ausente de sintomas 

patognomônicos, com duração de aproximadamente dois meses. Após o rompimento das 

células pelo T. cruzi, o processo inflamatório se inicia desencadeando a ativação da 

resposta imunológica que irá controlar ambos, parasitismo e processo inflamatório até a sua 

aparente resolução (Talvani et al., 2000). A presença de anticorpos IgM específicos contra 

as formas circulantes do parasita são normalmente encontrados em altos níveis durante o 

curso da infecção aguda.  A progressão da fase aguda para a fase crônica na doença de 

Chagas coincide com o desaparecimento dos parasitas da circulação sanguínea, limitando-

se apenas a raros ninhos teciduais. Este período pode durar até cerca de 20 anos e é 

conhecido como a período ou forma indeterminada da fase crônica da infecção, onde os 

sintomas clínicos ou lesões histopatológicas significantes não são claramente evidenciados 

(Soares & Santos, 1999).   A fase crônica tradicionalmente é dividida em quatro formas: i: a 

forma indeterminada, que consiste de um longo período de pouca ou nenhuma 

sintomatologia e ausência de parasitemia circulante; ii: a forma cardíaca, que envolvem as 

lesões cardíacas e/ou cardiomiopatia; iii: a forma digestiva, que é caracterizada pela 

presença de megacólon e/ou megaesôfago e iv: a forma mista, mais rara, com 
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acometimento cardíaco e digestivo. Cerca de 70% dos indivíduos infectados permanecem 

na forma indeterminada da fase crônica da doença, sendo que de 5 a 10% destes podem 

desenvolver uma denervação da musculatura lisa parietal do trato digestivo, desenvolvendo 

a forma digestiva. A fase crônica sintomática desenvolve-se em cerca de 25 a 30% dos 

indivíduos infectados, 5 a 30 anos após a infecção primária (Teixeira et al., 1990; Anez et 

al., 1999; Cunha-Neto & Kalil, 2001), sendo as patologias desta fase as causas responsáveis 

pelos índices de morbidade e mortalidade diretamente relacionados com a doença de 

Chagas (Moore & Rowland, 2004). 

A correlação entre a fase aguda e o desenvolvimento da fase crônica sintomática na 

doença de Chagas tem sido alvo de vários estudos. Higuchi et al.(1993) mostraram que a 

intensidade de miocardite em fase crônica estava diretamente correlacionada com os níveis 

de antígenos de parasitas no tecido cardíaco humano. Marinho et al. (1999) apontaram que 

a carga parasitária durante a fase aguda da infecção pelo T. cruzi afetou a parasitemia, a 

patologia e a resposta imune na fase crônica tardia da doença em camundongos infectados 

com 105 formas sanguícolas de T. cruzi (cepa Y), havendo miocardite e miosite graves 

comparados com os camundongos infectados com dose menor de parasitas. Do mesmo 

modo, estudos sobre marcadores com possíveis valores prognósticos são desenvolvidos no 

intuito de identificar precocemente os indivíduos infectados que possivelmente 

desenvolveriam quadros mais graves na evolução da doença. Georg (2005) verificou que 

em pacientes com cardiopatia mais avançada os níveis séricos de IgE total se apresentaram 

acima da faixa de normalidade, independentes do período de evolução da doença. López et 

al. (2006) verificaram uma associação entre a fase evolutiva da doença de Chagas e as 

concentrações  séricas de IL-6 e da proteína C reativa (PtC ou CRP). A concentração sérica 

de PtC aumentou apenas durante a fase mais avançada da doença e as altas concentrações 

de IL-6 indicaram uma associação com o aumento do índice de massa ventricular de 

pacientes chagásicos. Contudo, o acometimento cardíaco, que varia desde anormalidades 

silenciosas até as formas graves, como a insufiência cardíaca ou morte súbita, é sem dúvida 

alvo de diversos estudos. 

As manifestações mais importantes da doença de Chagas são as lesões de caráter 

irreversível no tecido cardíaco, caracterizadas por miocardite aguda e crônica com 

alterações eletrocardiográficas e insuficiência cardíaca progressiva. O órgão se apresenta 
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dilatado e, ao nível histológico, observa-se comumente infiltrados inflamatórios focais ou 

difusos com degeneração e necrose de fibras musculares, além da fibrose (Laranja et al., 

1956; Rosembaum, 1964; Carrasco et al., 1987; D’Avila Reis et al., 1993). Durante a fase 

aguda, as células miocárdicas encontram-se parasitadas com amastigotas que se 

multiplicam e rompem as células. Na fase crônica, ocorre o desenvolvimento da 

cardiomiopatia chagásica crônica, que é uma cardiomiopatia dilatada inflamatória que pode 

levar à morte, caracterizada por uma miocardite difusa, predominantemente mononuclear, 

rica em linfócitos T CD8+, com extensa fibrose onde raramente são encontrados ninhos de 

parasita nos cardiomiócitos. (Pereira et al., 1986; Mady et al., 1999; Cunha-Neto & Kalil, 

2001). A gênese e a distribuição da inflamação explica o tipo de fibrose que 

progressivamente se desenvolve desde o início da infecção, porém apenas na 

cardiomiopatia chagásica crônica, se evidencia uma fibrose de caráter intenso e com 

características peculiares. A fibrose é difusa ou focal e na sua maioria interfascicular, 

advinda primeiramente do endomísio como uma substituição da perda de cardiomiócitos ou 

como fibrose cicatricial de foco inflamatório em resolução. Um aumento de estruturas 

tendíneas e colágeno são observados no perimísio juntamente com um aumento difuso do 

colágeno do endomísio. A fibrose focal ou difusa interrompe parcial ou totalmente os feixes 

musculares, atingindo o perimísio, alterações estas que acarretam sérios distúrbios no ritmo 

cardíaco (revisto por Caliari et al., 2002)   

 

 

1.3.1 O Coração 

 

Os primeiros estudos topográficos em corações chagásicos crônicos mostraram que 

as lesões inflamatórias afetam primeiramente os ventrículos, especialmente o ventrículo 

esquerdo, para depois atingirem os átrios (Laranja et al., 1951; Torres, 1941). Com relação 

ao parasitismo na fase crônica, colorações histológicas convencionais, por sua vez, podem 

não identificar os parasitas no tecido, porém a técnica de imuno histoquímica pode 

identificar antígenos de T. cruzi, principalmente no septo e parede livre do ventrículo 

esquerdo de indivíduos que desenvolveram a fase crônica da doença (Higuchi et al., 1993). 

As únicas formas de detecção de dano miocárdico podem ser as alterações discretas e 

inespecíficas  do  eletrocardiograma. Posteriormente, o  dano se  manifesta  como  uma 
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síndrome que inclui a insuficiência cardíaca, arritmias ventriculares graves e 

tromboembolismo pulmonar e sistêmico, muitas vezes culminando na colocação de 

marcapassos para garantia de vida. O traçado eletrocardiográfico tem sido utilizado como 

critério clínico por muitos investigadores devido ao lento desenvolvimento das lesões 

cardíacas em pacientes chagásicos, uma vez que os dados eletrocardiográficos, aliados à 

clínica e, ainda aos achados ecocardiográficos são necessários para classificar os pacientes 

e avaliar sua sobrevida (Xavier et al.; 2005). Além disso, estudos com novas aplicações 

terapêuticas estão sendo realizados utilizando-se os traçados eletrocardiográficos como 

referência de progressão ou regressão da cardiopatia chagásica.  Zulantay et al. (2005) 

estudaram a persistência dos parasitas em pacientes chagásicos crônicos tratados com 

itraconazol e alopurinol e sua relação com a evolução ou regressão da doença baseados nos 

achados eletrocardiográficos. Desta forma foi verificado que os efeitos benéficos dos 

fármacos sobre a evolução do traçado eletrocardiográfico parecem ser independentes da 

condição parasitológica dos pacientes. 

 

1.4 Modelos Experimentais 

 

Desde a sua descoberta por Carlos Chagas em 1909, a doença de Chagas vem sendo 

estudada em diferentes espécies animais no intuito de responder a diversas questões 

referentes aos mecanismos fisiopatológicos que levam à expressão clínica da doença após 

muitos anos de infecção, uma vez que muitas são as limitações para as investigações diretas 

no homem. No entanto, ainda não foi proposto um modelo experimental que fosse 

satisfatório em reproduzir aspectos da doença em padrões comparativos à infecção humana. 

O modelo animal ideal deve ser resistente ao T. cruzi na fase aguda e deve manifestar 

a fase crônica tardia, desenvolvendo assim todas as fases da doença que ocorrem em 

humanos naturalmente infectados, desenvolvendo também todos os aspectos 

patofisiológicos encontrados em humanos (Teixeira et al.,1983). A maioria dos estudos 

concentra-se na utilização de camundongos e ratos como modelos experimentais para a 

doença de Chagas, por serem animais de fácil aquisição e por desenvolverem a doença num 

curto período de tempo, porém não demonstram todos os perfis patológicos que são 
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desenvolvidos na doença humana. Contudo, mesmo nestas condições, estes modelos 

propiciam dados importantíssimos que oferecem aos pesquisadores um acesso rápido a 

informações de pesquisa básica que muitas vezes não seriam reprodutíveis em tempo hábil 

em outros modelos. 

Diferentes linhagens de camundongos são utilizadas para o estudo da infecção 

experimental, uma vez que é um modelo que apresenta grande heterogeneidade em relação 

ao curso e intensidade da doença, características estas intimamente relacionadas com a 

combinação entre as cepas do T. cruzi (e ainda o inóculo) e a linhagem do camundongo 

escolhida. É um modelo capaz de proporcionar ao pesquisador sua manipulação genética, 

podendo ser produzidos camundongos mutantes ou knock outs (Araújo-Jorge, 2000). As 

linhagens de camundongos mais utilizados entre os pesquisadores em doença de Chagas 

são o Balb/c e em seguida C3H (425 referências encontradas na base de dados Medline 

com as palavras-chave “Balb/c e Chagas disease” e 240 com as palavras-chave “C3H e 

Chagas disease”  em fevereiro de 2006).  

O rato desenvolve uma infecção lenta e pouco evidente, necessitando de altos 

inóculos para que a infecção se instale de forma a compreender todos as fases da doença. 

São utilizados para estudos histopatológicos do coração, trato digestivo e do sistema 

nervoso central pois desenvolvem lesões similares às encontradas na doença de Chagas 

humana (396 referências encontradas na base de dados Medline com as palavras-chave 

“Rats e Chagas disease” em fevereiro de 2006). 

  Kummer et al. (2005), estudando os efeitos do desenvolvimento de ganglionite em 

tecido cardíaco de ratos na fase crônica da doença de Chagas, descobriram que estes 

animais apresentavam uma abundância de células apresentadoras de antígenos (APC) que 

foram correlacionadas com um aumento na permeabilidade das barreiras celulares e 

endoteliais o que promoveria uma proteção maior nestes indivíduos à partir de fatores 

sanguíneos e teciduais. Fabrino et al., (2004) verificaram que as células mononucleares do 

sangue periférico, recrutadas durante a fase aguda da infecção chagásica, teriam sua 

produção de NO inibida por mecanismos envolvidos com a ativação da arginase, enzima 

que afeta a síntese de NO. 
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Os cães são os únicos que desenvolvem as diversas formas clínico-patológicas da 

doença de Chagas humana (Araújo-Jorge, 2000). Guedes, et al (2002), investigaram o papel 

dos cães como modelos experimentais nas fases aguda e crônica da doença antes e após o 

tratamento com as drogas utilizadas no esquema terapêutico humano, sugerindo a 

relevância destes animais para os estudos sobre a quimioterapia da doença de Chagas. 

Bahia et al (2002) estudaram a influência  da fonte do inóculo e a via de inoculação na 

evolução da infecção de cães, sugerindo que em hospedeiros vertebrados estes fatores 

interferem na taxa de infectividade e na evolução da infecção pelo T. cruzi. Estudos 

relativos às alterações histológicas em tecido cardíaco de cães foram comparados com as 

alterações eletrocardiográficas comumente encontradas na cardiopatia chagásica crônica em 

humanos, onde se encontrou relação entre a fibrose e a mudança do comportamento 

mecânico do miocárdio destes animais (Caliari et al., 2002). 

O coelho vem sendo utilizado para o estudo da infecção chagásica desde a 

descoberta da doença por Carlos Chagas. (161 referências encontradas na base de dados 

Medline com as palavras-chave “Rabbits e Chagas disease” em fevereiro de 2006). 

  Teixeira et al em 1975 foram os primeiros a realizar estudos nesta espécie no intuito 

de avalia-la enquanto modelo experimental. Em 1983 Teixeira et al demonstraram notáveis 

observações relativas às alterações miocárdicas em coelhos infectados pelo T. cruzi, dentre 

elas aumento da área cardíaca, insuficiência cardíaca congestiva, fenômenos 

tromboembólicos, alterações eletrocardiográficas e megacólon Além disso, Silva, et al, 

1996 notou que esses animais repetem algumas lesões similares as encontradas em 

pacientes chagásicos, especialmente aquelas da forma indeterminada. 

 

1.4.1 Primatas não humanos 

O interesse nos primatas como modelos experimentais advém de trabalhos pioneiros 

de Carlos Chagas que inoculou o Callithrix penicillata no intuito de observar o 

desenvolvimento da parasitemia que ocorreu 3 a 4 semanas após a inoculação (Chagas,  

1909). Somente em 1934, após muitos anos de ausência de relatos sobre a utilização de 

primatas no estudo da doença, é que Wood retomou os experimentos com primatas não 

humanos, entre eles, os macacos rhesus (Macaca mulatta), verificando que mesmo com 
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uma parasitemia patente os macacos não apresentaram sintomatologia ou mortalidade. 

România (1939) verificou a formação de edema orbital em macacos infectados pelo T. 

cruzi; o inchaço unilateral encontrado comumente em humanos nesta região recebeu, mais 

tardiamente, o nome de Sinal de Romaña. Davis em 1943 infectou 10 jovens macacos 

rhesus através da inoculação de fezes de triatomíneos infectados na mucosa ocular 

constatando que todos os animais se tornaram infectados e todos apresentaram o sinal de 

Romaña no curso inicial da infecção. Com o intuito de utilizar culturas de T. cruzi tratadas 

com mertiolate, capaz de matar os parasitas, Muniz (1946) utilizou  esta espécie para 

verificar o potencial vacinal desta preparação, e verificou que não houve proteção dos 

animais tratados com a  ingestão da cultura em relação aos animais não tratados. 

Posteriormente, Torres e Tavares (1958) estudaram as diferentes vias de infecção nos 

macacos rhesus, utilizando-se das vias conjuntivais, cutânea e outras superfícies mucosas, 

verificando diferenças entre estas vias de inoculação e o curso da doença. Á partir da 

década de 70, Seah et al. (1974), em um trabalho envolvendo macacos rhesus vacinados 

com uma cultura liofilizada de T. cruzi, descreveram a fase aguda e fase crônica inicial da 

doença, que compreendeu do 217º ao 1258º dia pós infecção, demonstrando que não houve 

diferenças entre os animais vacinados e os controles (confirmando o trabalho desenvolvido 

por Muniz em 1946), e que os níveis de parasitemia por eles apontados eram compatíveis 

com a doença humana, apesar do foco do estudo ser direcionado a imunização. 

No entanto, somente na década de 80, Bonecini-Almeida et al (1991) e Meirelles et al 

(1991) iniciaram um estudo pioneiro em macacos rhesus com o propósito de avaliar a fase 

aguda da doença correlacionando as alterações hematológicas e imunológicas com as 

manifestações clínicas da doença, incluindo avaliações eletrocardiográficas. Alguns 

animais foram ainda mantidos para que se pudesse alcançar a fase crônica tardia da doença. 

Desta forma, Carvalho et al (2003) acompanharam a fase crônica tardia e demonstraram 

não somente que estes animais desenvolvia alterações cardíacas compatíveis com a doença 

humana neste estágio, mas que também alguns permaneciam na forma indeterminada da 

fase crônica da doença, sem alterações cardíacas e digestivas. Os resultados detalhados da 

história clínica de alguns destes animais serão apresentadas posteriormente no item 4.1.2. 
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1.5 Imunopatogenia 

 

Patógenos intracelulares podem rapidamente induzir a ativação de resposta imune 

efetora celular e humoral no hospedeiro infectado. No caso do T. cruzi, os mecanismos que 

favorecem seu crescimento persistente em diversos tecidos de mamíferos ainda não foram 

completamente caracterizados, porém existem razões para se acreditar que a diversidade 

molecular do T. cruzi pode afetar a dinâmica do envolvimento tecidual. Neste sentido, as 

várias formas clínicas da doença de Chagas podem estar relacionadas a essa diversidade 

genética e biológica de clones de T. cruzi que circulam nos reservatórios silvestres e 

domésticos (Diego et al., 1998; Scharfstaein & Morrot, 1999). Além disso, as diversas 

formas clínicas da doença de Chagas, e por sua vez as diferenças na severidade destas 

formas são influenciadas e estão relacionadas ao hospedeiro e ao parasita. Contudo, os 

mecanismos exatos que interferem na patogênese e resistência ainda precisam ser 

elucidados. É proposto que, grande parte das manifestações clínicas da doença de Chagas 

se deva à resposta imune dirigida ao parasita. No homem, a infecção pelo T. cruzi 

sensibiliza diferentes compartimentos do sistema imune, levando ao aparecimento de 

respostas humorais e celulares específicas contra o parasita (Higuchi, 1997). 

Embora inúmeros trabalhos em modelos experimentais tenham definido a 

importância das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ na infecção pelo T. cruzi, esse 

aspecto não se encontra totalmente definido na doença de Chagas. Em camundongos, a 

supressão de genes de MHC de classe I e/ou II mostra uma correlação direta entre a 

presença de linfócitos T CD8+ e CD4+ na patogênese da miocardite chagásica (Tarleton et 

al.,1996). Clones de células T obtidos a partir das células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) de pacientes chagásicos assintomáticos são predominantemente TCD4+, 

enquanto aqueles obtidos a partir de pacientes com sintomas cardíacos ou gastrintestinais 

são preferencialmente células CD8+, sugerindo uma possível participação dessas células 

nos mecanismos imunopatológicos (Cuña & Cuña, 1995).  De fato, observações por 

imunohistoquímica em tecido cardíaco, obtidas em autopsias de pacientes com 

cardiomiopatia chagásica grave, mostraram que as lesões inflamatórias eram 

principalmente caracterizadas por linfócitos T CD8+, muitos dos quais expressavam 

granzima A, além de macrófagos expressando TNF- e poucas células NK e linfócitos B. 
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Esses achados são compatíveis com conceitos envolvendo citotoxicidade e fibrose e 

sugerem a participação das células T CD8+ na destruição da miofibra cardíaca na 

cardiopatia chagásica.  Além disso, observou-se a expressão aumentada de moléculas de 

HLA-classe I nas células miocárdicas de pacientes chagásicos com cardiopatia crônica, 

reforçando-se que elas podem ser alvos para a citotoxicidade mediada por linfócitos TCD8+ 

(Reis et al., 1993; Santos et al., 2001).   

Foi observado no modelo murino que o predomínio de células T CD8+ ativadas no 

tecido cardíaco está associado à presença das quimiocinas RANTES e MIP-1, citocinas 

pró-inflamatórias, IFN-,  TNF-, e da molécula de adesão VCAM-1 no endotélio dos 

vasos sanguíneos cardíacos (Santos et al., 2001). Estes resultados sugerem que a interação 

das moléculas de adesão (VLA-4) presentes nas células circulantes com as moléculas de 

adesão (VCAM-1) presentes nas células endoteliais do tecido cardíaco participem do 

processo de migração das células T CD8+ ativadas para o tecido infectado, sendo este 

processo orquestrado pela liberação de IFN-, TNF- ,RANTES e MIP-1

tecido infectado, os linfócitos T CD8+ podem participar dos processos de controle do 

parasitismo e/ou perpetuação dos processos inflamatórios, através de sua ação citotóxica ou 

das citocinas produzidas (Santos et al., 2001).  

A identificação de poucos focos de parasitismo nos pacientes crônicamente 

infectados, levou a hipótese de que o parasitismo em si não seria suficiente para causar a 

infiltração inflamatória, sugerindo um possível envolvimento da autoimunidade na 

patogênese da cardiomiopatia chagásica crônica. Como as células mais comumente 

recrutadas são os linfócitos T, com a ativação de um padrão Th1 de resposta, aliado ao 

aumento na expressão de HLA classe I pelos cardiomiócitos, a geração de dano tecidual 

poderia estar associada a indivíduos suscetíveis. Nestes casos o repertório de linfócitos T 

poderia desenvolver uma reação cruzada com algum antígeno próprio cardíaco, causando 

uma hipersensibilidade tardia mediada por linfócitos que migrariam ao tecido e causariam 

lesão (Cunha-Neto & Kalil, 2001).  
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1.5.1 O Óxido Nítrico e o controle da patogenia  

          A partir de estudos sobre o metabolismo da nitrosamida na carcinogênese e da 

atividade anti-tumoral de macrófagos, nas décadas de 80 até a década de 90 surgiram 

evidências de que os macrófagos poderiam gerar moléculas de ação citotóxica e que mais 

tardiamente seriam denominadas de radicais intermediários de nitrogênio - RIN, e que 

contribuiriam com a habilidade de macrófagos em inibir uma grande variedade de 

patógenos intra e extracelulares (Revisto em Nathan & Hibbs, 1991). Desde esta 

descoberta, uma ampla atenção foi sendo dada especialmente ao NO, como uma nova 

classe de molécula mensageira que apresenta uma variedade de funções em diferentes 

tecidos (Madison, 1993). 

O NO é uma das dez menores moléculas da natureza. Era considerado somente 

como um produto de degradação resultante da combustão dos derivados do petróleo que 

aparece na fumaça emitida pelos motores e por conseqüência, um contaminante tóxico para 

atmosfera que causa a chuva ácida e que destrói a camada de ozônio (Luksic, 2005). Para a 

biologia, não é somente um gás, mas apresenta propriedades dos radicais livres (RL) com 

grande instabilidade e vida curta, difundindo-se por qualquer ponto da membrana da célula 

produtora para atuar intercelularmente sem a necessidade de transportadores. Está 

implicado em diversos processos biológicos como ativação de fatores de transcrição, 

translocação de RNAm, metabolismo de ferro, mutagênese, apoptose, glicólise, transporte 

de elétrons mitocondriais, adesão plaquetária e de neutrófilos, proliferação dos promotores 

de células mielóides, produção de células T, queratinócitos e células tumorais, liberação de 

hormônios pituitários, regulação do tônus brônquico e dos esfíncteres, regulação do 

peristaltismo esofágico, contração do estômago, intestino, útero e coração, regulação 

pulmonar, ereção da pele e regulação da memória, sono e pressão sanguínea. Em processos 

patológicos são encontrados altos níveis de produção de NO associados com a 

citotoxicidade celular não específica mediada pela ativação de processos imunes e, 

portanto, relacionado com certas afecções crônicas, como por exemplo, os processos 

inflamatórios autoimunes (Revisto por Rodrigo et al., 2000). 

O NO é um radical livre relativamente estável e difusível que em baixas 

concentrações funciona como molécula mensageira através da ativação da guanilato ciclase 

solúvel. Em processos patológicos, encontra-se em altas concentrações (micromolar) e age, 
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neste caso, como uma molécula citotóxica do sistema imune. É sintetizado a partir do 

substrato L-arginina, reação esta catalizada por uma família de enzimas denominadas óxido 

nítrico sintases – NOS. As NOS podem ser constitutivas ou induzidas e podem coexistir em 

diferentes tipos celulares (Green & Nacy, 1994). As formas constitutivas são dependentes 

da calmodulina, proteína fixadora de cálcio, que se ativam através de estímulos tais como 

acetil colina, bradicinina e ADP, e são subdivididas nas formas endotelial (e-NOS, NOS 

tipo III, NOS-3, ecNOS), neuronal (n-NOS, NOS-1, bNOS, ncNOS) e a mitocontrial 

(mtNOS) (Revisto por Molina, et al., 2004). Já a forma induzida da NOS, a iNOS (NOS 

tipo II, NOS-2, macNOS, hepNOS) é ativada principalmente em macrófagos ativados. 

 A L-arginina é um aminoácido semi-essencial para os humanos e suas 

concentrações diferem dependendo do tipo celular numa média de 0,1 a 1 milimolar. É 

adquirida pelas células a partir da captação via transportadores específicos e o metabolismo 

da L-arginina nas células de mamíferos é composto de diversas vias metabólicas (Figura 2). 

Durante a oxidação da L-arginina pela NOS, um componente intermediário, a NG-hidroxi-

L-arginina (NOHA) é formado, servindo como um potente inibidor da arginase, enzima 

responsável pela formação da ornitina, que dará origem as poliaminas agmatina, putrecina e 

espermidina. Estas poliaminas são aminas alifáticas que estão amplamente distribuídas 

entre as espécies e apresentam funções distintas durante a proliferação celular e 

diferenciação e síntese de macromoléculas. Existem duas isoformas da enzima arginase nas 

células de mamíferos: a arginase I que é citosólica e é induzida por citocinas Th2 e a 

arginase II, que é mitocondrial e constitutivamente expressa. Alternativamente, a L-

arginina pode ser descarboxilada pela arginina descarboxilase (ADC) e produzir agmatina 

que, por sua vez, é hidrolisada pela agamatinase, gerando putrecina e uréia. Finalmente, a 

L-arginina é precurssora da fosfocreatina e fosfoarginina, que servem como fontes de 

renovação de ATP (revisto por Peluffo et al., 2004). 

Como existem diversos trabalhos que indicam a atividade microbicida realizada por 

macrófagos ativados, estudos têm sido propostos para avaliar os possíveis estímulos que 

desencadeariam tal atividade. Green e Nacy (1994) indicam que os estímulos que induzem 

a atividade microbicida incluem citocinas e produtos de origem microbiana. No entanto, o 

IFN é o responsável por induzir com mais propriedade os altos níveis de NOS numa 
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Infecção, atuando em sinergismo com LPS, MDP (muramil dipeptídeo) e TNF ou  com 

toxinas bacterianas e protozoários que também são potentes ativadores de TNF . 

Estudos experimentais confirmaram que no miocárdio de animais chagásicos 

agudos ocorre a persistência de iNOS em altos níveis até quinze dias pós-infecção, além da 

ativação precoce do sistema NOS com danos oxidativos para o tecido (Chandrasekar, et al., 

2000). O NO pode contribuir para o controle da infecção aguda e o estabelecimento da 

infecção crônica pelo T. cruzi, pois exerce um papel crítico na resposta imune que controla 

a infecção (Millar & Kahn, 2000). Da mesma forma Chandra et al. (2002) demonstraram 

que além da presença de iNOS no tecido cardíaco, citocinas como IL-1, IL-6, TNF- e 

IFN- estavam presentes e que os radicais de nitrogênio liberados poderiam ser 

responsáveis pelo desenvolvimento e progressão da dilatação ventricular e disfunção 

sistólica na cardite chagásica experimental aguda.   
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 Figura 2: Vias metabólicas da L-arginina nas células de mamíferos e no T. cruzi. Fonte:  Peluffo et al., 

2004. 
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Existem muitas fontes de NO no coração e no sistema nervoso autônomo e ambas as 

formas podem ativar vias bioquímicas discretas. Além disso, os mecanismos que governam 

a biodisponibilidade do NO são muitos e altamente sensíveis a fatores físicos e 

bioquímicos. Este NO gerado pelas formas constitutivas pode modular a função miocárdica 

e em situações de exercício ou ativação do sistema nervoso simpático (situações de 

estresse, por exemplo), pode ter ainda ações variadas na musculatura cardíaca de indivíduos 

portadores de doença cardíaca, potencializando-a. Por exemplo, um aumento da expressão 

de eNOS miocárdica tem sido observado em humanos com insuficiência cardíaca e em 

animais com cardiomiopatia dilatada. A nNOS pode estar aumentada após o infarto do 

miocárdio,  sugerindo que as formas constitutivas sintetizam NO em situações fisiológicas 

e de estresse patofisiológico e podem ser responsáveis pelas alterações da sinalização 

autonômica-cardíaca vistas em atletas ou em doenças cardíacas (Danson, 2005). 

Recentes relatos indicam que pacientes chagásicos crônicos possuem elevados 

níveis de óxido nítrico circulante, além de TNF- e a superóxido desmutase – SOD,  

levando a cardite chagásica (Perez-Fuentes et al., 2003). 

De modo interessante o próprio parasita desenvolveu mecanismos antioxidantes 

para escapar dos radicais de nitrogênio como peroxinitrito, podendo servir como 

mecanismo de escape e facilitando sua sobrevivência no ambiente intracelular (Thomson et 

al., 2003).  

Assim, tanto a presença de radicais de nitrogênio, como citocinas inflamatórias e 

anti-inflamatórias no tecido cardíaco durante a fase crônica da doença poderiam induzir as 

alterações miocárdicas descritas na cardiopatia chagásica crônica. Desta forma, temos como 

hipótese que a presença de iNOS estaria relacionada com a extensão das lesões cardíacas de 

fase crônica, sugerindo um possível papel deste radical na patogênese da lesão miocárdica 

crônica na doença de Chagas. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Estudar o perfil clínico de macacos rhesus infectados por T. cruzi, associando os 

dados com alguns aspectos histopatológicos e imunológicos da infecção crônica cardíaca. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar a expressão de iNOS e abundância de células CD68+ no músculo cardíaco; 

2. Avaliar a expressão de IFN-, IL-4, IL-10 e IL-12 no tecido cardíaco 

3. Avaliar a extensão da lesão miocárdica pela análise histopatológica, morfométrica e 

estereológica; 

4. Associar a expressão da iNOS e citocinas com o desenvolvimento clínico da doença de 

Chagas experimental. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais de experimentação.  

Macacos rhesus (Macaca mulatta), adquiridos da colônia mantida pelo Centro de 

Primatologia do Centro de Criação Animal da Fundação Oswaldo Cruz, foram infectados 

quando possuíam em média 5,0 ( 0,71) anos de idade utilizando-se 1,5 x 103 formas 

tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi (cepa Colombiana) por quilo de peso. Os animais 

utilizados neste estudo foram infectados a cerca de 20 anos por Bonecini-Almeida e 

colaboradores (1991) e avaliados durante a fase aguda em relação à i: persistência da 

parasitemia, relacionada com a positividade da hemocultura e do xenodiagnóstico; ii: 

presença de anticorpos anti-T. cruzi e EVI (anti-endocárdio, vasos sanguíneos e interstício 

normais) e iii: análises eletrocardiográficas por até 3 anos após a infecção. Após este 

período (cerca de 16 anos da primo infecção), os animais foram novamente avaliados, 

longitudinalmente por um período de 20 meses, quanto à persistência da parasitemia, 

hemocultura, xenodiagnóstico, presença de kDNA circulante por PCR, análise biométrica 

(peso, temperatura corporal, perímetro torácico, comprimento do corpo e comprimento da 

cauda), alterações hematológicas (hemograma completo) e estudos sorológicos, 

radiológicos, eletrocardiográficos e ecocardiográficos (Carvalho et al., 2003). Mais 

recentemente, Carvalho et al. (2006, tese de doutorado) descreveram os perfis clínico, 

parasitológico e a resposta imune celular através de i: identificação da presença de parasitas 

ou kDNA do T. cruzi no sangue ou no tecido cardíaco; ii: estudo da produção de anticorpos 

e da resposta linfo-proliferativa de células T; iii: caracterização do potencial efetor da 

resposta imune através da dosagem dos metabólitos estáveis do NO e de citocinas séricas; 

iv: caracterização das populações celulares dos infiltrados inflamatórios e os mecanismos 

moleculares potencialmente envonvidos na migração celular e da expressão de moléculas 

de adesão e receptores de quimiocinas; v: identificação da produção de citocinas pelas 

células TCD4+ e CD8+ e monócitos, além de sua capacidade de co-estimulação; vi: 

avaliação da fibrose e da expressão de conexina 43 (Anexos 1 e 2). 

Nenhuma terapêutica indicada para o tratamento da doença de Chagas foi adotada 

nos animais infectados durante todo o período de infecção avaliado. Após 20 anos, os 

animais foram eutanasiados e submetidos à necropsia e amostras de sangue e tecidos foram 
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armazenadas no Serviço de Imunologia do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas – 

FIOCRUZ.  

 

3.2 Ensaio Imunoenzimático   

 

           Durante a fase aguda, todos os animais apresentaram anticorpos anti-T. cruzi. Para 

podermos analisar longitudinalmente o desfecho parasitológico, estes dados foram 

levantados a partir de Bonecini-Almeida et. al, 1991. Na fase crônica, três análises foram 

realizadas, utilizando-se soros obtidos a partir de amostras armazenadas a –200C, bem 

como a amostra obtida no momento da eutanásia, que compreendiam 15,6, 19,3 e 20 anos 

pós-infecção.     

 A determinação de anticorpos anti T. cruzi foi realizada através da utilização do Kit 

de Biomanguinhos (E.I.E – Chagas, Biomanguinhos), e os procedimentos seguiram as 

recomendações do fabricante. Cem microlitros de soro diluído dos controles do kit 

(controle positivo baixo, controle positivo alto e controle negativo) e dos animais controle e 

infectados, foram diluídos 1:100 e adicionados aos orifícios de uma microplaca 

previamente sensibilizada com antígenos solúveis e purificados de T. cruzi e incubados por 

30 minutos a 37º C. Em seguida, seis lavagens com o tampão de lavagem do kit foram 

realizadas utilizando-se 200 l por orifício. À seguir, 100l da solução de conjugado (anti-

Ig total humana conjugada com peroxidase) foi adicionada à microplaca e incubada por 30 

minutos a 37º C . Novamente foram feitas 6 lavagens para proceder a incubação por 30 

minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz com 100 l de peróxido associado ao 

cromógeno TMB (tetrametilbenzidina diluídos no tampão do substrato do kit). Sem 

desprezar o conteúdo da placa, 50 l de ácido sulfúrico 2M foram adicionados em cada 

orifício a fim de bloquear a reação, para então ser feita a leitura da densidade ótica em 

espectofotômetro com filtro de 450 nm. As amostras foram consideradas positivas quando 

apresentaram densidade ótica igual ou superior ao valor do “Cut-off”, utilizando-se a 

seguinte equação para cálculo: 

                                            

                                                        CO = X CPB+X CN 

           2 



 

23 

 

onde: CO: cut-off; X CPB: densidade óptica do controle positivo baixo; X CN: densidade 

óptica do controle negativo 

 

 

3.3 Eutanásia 

 

Após a contenção física feita através do dispositivo da própria gaiola em que os 

animais eram mantidos, foi realizada a contenção química através da administração 

intramuscular de cloridrato de quetamina, sob a dose de 70 mg/kg para obtenção de plano 

anestésico profundo. Os animais foram então eutanasiados por hipovolemia através de 

punção do sangue por via intracardíaca (Carvalho, 2006). À necropsia, fragmentos de 

diversos tecidos e órgãos, inclusive o coração, foram preservadas em OCT (Optimal cutting 

temperature compound – Tissue Teck, Sakura, USA) e em formalina a 10% e armazenados 

em nitrogênio líquido e à temperatura ambiente, respectivamente, para posterior análise. O 

tecido cardíaco remanescente foi mantido imerso em solução de formalina a 10%. A 

eutanásia foi realizada com supervisão do médico veterinário Renato Sérgio Marcheviski 

(Biomanguinhos- FIOCRUZ). 

 

3.4 Obtenção de fragmentos cardíacos 

 

Fragmentos de parede livre com aproximadamente 1 cm foram coletados do  átrio 

esquerdo e ventrículos direito e esquerdo em sua porção média a partir do material mantido 

em formalina a 10% com o auxílio do Dr. Carlos Alberto Mandarim de Lacerda 

(Laboratório de Morfometria – UERJ) e do Dr. Marcelo Pelajo (Laboratório de Patologia – 

IOC – FIOCRUZ). 
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3.4.1 Cortes aleatórios e uniformemente isotrópicos (AUI) 

 

Para que se pudessem adquirir cortes aleatórios e uniformemente isotrópicos do 

tecido cardíaco dos animais infectados e controles, foi utilizado o “método do orientador” 

descrito por Mattfeldt (1990). Um fragmento de parede livre foi seccionado em dois cortes 

consecutivos, sendo o primeiro corte realizado em um ângulo determinado aleatoriamente. 

Após o corte, a face deste foi apoiada no plano da mesa e novamente o tecido foi 

seccionado em um ângulo aleatório. Os fragmentos obtidos foram então colocados em 

cassetes de forma randomizada, sem que houvesse a referência da posição das amostras no 

primeiro corte realizado. As amostras então foram fixadas em solução de formalina 10%, 

sendo mantidas nesta solução por no mínimo duas semanas para serem, então, submetidas 

ao preparo das lâminas. 

 

3.4.1.1 Preparo das lâminas para coloração 

 

Os fragmentos de tecidos acondicionados nos cassetes foram desidratados em 

banhos de soluções alcoólicas de concentrações crescentes (3 banhos de 3 minutos de 

álcool 70%, seguido de 1 banho de álcool 95% por 3 minutos e 3 banhos de 3 minutos  

cada de álcool absoluto). Posteriormente, as amostras foram diafanizadas em xilol (3 

banhos por 3 minutos) para permitir a inclusão das mesmas em parafina filtrada.Em seguida 

foram realizados cortes AUI de 4m os quais foram secos, desparafinizados e re-hidratados 

(3 banhos de 3 minutos de xilol, 3 banhos de álcool absoluto por 3 minutos, 1 banho de 

álcool 95% por 3 minutos, 1 banho de álcool 70% por 3 minutos e 1 banho de água 

destilada por 5 minutos) e corados com hematoxilina e eosina e Tricômio de Masson 

Todas as colorações foram realizadas no Laboratório de Patologia do IOC- 

FIOCRUZ e submetidas à avaliação estereológica com a supervisão do Dr. Carlos Alberto 

Madarim de Lacerda (Laboratório de Morfometria da UERJ), histopatológica, com 

supervisão da Dra. Janice C. Coelho (Laboratório de Anatomia Patológica – IPEC) e 

morfométrica (Laboratório de Produção e Tratamento de Imagens – IOC).  
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3.4.1.1.1 Hematoxilina e Eosina 

 

Os cortes foram corados conforme o Procedimento Operacional Padrão do Serviço 

de Anatomia Patológica do IPEC. As lâminas foram embebidas em hematoxilina por 3 a 5 

minutos e lavada em seguida em água corrente. Os cortes foram diferenciados em álcool 

ácido a 1%, lavados em água corrente até a oxidação (10 minutos aproximadamente), 

tornando os cortes azulados. Em seguida, as lâminas foram mergulhadas em eosina por 1 

minuto, escorridas e submetidas à desidratação em 4 a 6 trocas de álcool absoluto, levando 

1 a 2 minutos em cada cuba. Foi realizado o clareamento em três trocas de xilol PA, 1 a 2 

minutos por cuba para permitir a montagem de lâmina e lamínula. 

 

3.4.1.1.2 Tricômio de Masson 

 

Os cortes foram corados conforme o Procedimento Operacional Padrão do Serviço de 

Anatomia Patológica do IPEC. As lâminas foram embebidas por 10 minutos em 

hematoxilina férrica a 1% por 10 minutos, lavadas em água corrente até os cortes 

adquirirem a coloração azul e por último um banho de água destilada. Em seguida, as 

lâminas foram embebidas por 12 minutos em solução de Biebrich Escarlet, lavadas em água 

acética e embebidas por 12 minutos em ácido fosfotungstico e fosfomolibídico. Após, 

procedeu-se mais duas colorações, a primeira com solução de Orange por 5 minutos, com 

posterior lavagem em água acética e a segunda com solução de azul de anilina por 5 

minutos e novamente lavagem em água acética. Rapidamente após este procedimento, as 

lâminas foram lavadas em água corrente, desidratadas em 4 a 6 trocas de álcool absoluto, 

clareadas com 3 trocas de xilol PA e submetidas à montagem de lâmina e lamínula.  
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3.5 Estereologia 

 

Dezoito campos de cada coloração foram escolhidos aleatoriamente para a avaliação 

de cada compartimento cardíaco (átrio esquerdo e ventrículos direito e esquerdo) dos 

animais controles e infectados, através de um sistema de teste contendo 36 pontos testes, 

sobreposto à tela do monitor de vídeo (Sony Triniton), acoplado ao microscópio óptico 

(Leica DMRBE) e a uma câmera de vídeo (Kappa CF 15/5), utilizando-se objetiva num 

aumento de 20 vezes (Gundersen et al. 1988). Foi calculada a densidade de volume (Vv) de 

cardiomiócitos (número de cardiomiócitos em um determinado volume) (VvCmy em %), 

de vasos (VvVe em %) e  de tecido conjuntivo (Vvct em %), além do comprimento dos 

vasos (Lv ve em mm/mm³) e área de cardiomiócitos (A cmy em µm² - área de  tecido 

cardíaco ocupada por cardiomiócitos) determinados pela contagem dos pontos, 

considerando-se os pontos que tocavam os miócitos, os vasos e o interstício cardíaco de 

acordo com a fórmula: 

 

Vv (estrutura) = Pp (estrutura) 

                                                              PT 

 

sendo Pp[estrutura]= pontos sobre a estrutura em estudo e Ptotais = 36 

 

 

3.6 Morfometria 

 

A análise morfométrica dos cortes AUI para quantificação de área de fibrose foi 

realizada em átrio esquerdo e ventrículos direito e esquerdo (corados com Tricômio de 

Masson) de animais infectados e controles através do software de análise Image Pro Plus 

(versão 4.5). Foram escolhidos aleatoriamente ao microscópio ótico 10 campos em 

aumento de 40 vezes, onde áreas totais e de processo fibrótico foram quantificadas. A partir 
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dos resultados coletados (em m2), foram feitas análises individuais obtendo-se a 

porcentagem de área com lesão em relação à área total dos campos avaliados. 

Para avaliação da área de infiltrado inflamatório, foram utilizados cortes AUI 

corados com hematoxilina e eosina. As representações foram realizadas através da 

contagem do número de células contidas em cada campo. Foram escolhidos aleatoriamente 

32 campos em aumento de 400 vezes. Foram mais uma vez avaliadas amostras de átrio 

esquerdo, ventrículos direito e esquerdo de animais infectados e controles e a quantificação 

de cada compartimento foi representada pela média do número de células encontradas por 

campos. 

 

3.7 Imunohistoquímica em cortes criopreservados 

 

 A análise da expressão das citocinas, IL-4, IL-10 e IL-12, da molécula de superfície 

CD68 e da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) foi realizada em amostras de 

ventrículo esquerdo  preservados em OCT  e armazenados em nitrogênio líquido. Cortes de 

3 m de espessura foram fixados em lâminas previamente embebidas em álcool absoluto 

por 5 minutos e filmadas com uma solução de silano (3-aminopropiltretoxisilano - Sigma, 

USA) à 4% e acetona por 5 minutos para a realização da técnica de imunohistoquímica. Os 

cortes foram fixados por 20 minutos em acetona gelada e posteriormente lavados duas 

vezes em PBS contendo 0,1 % de saponina (Sigma, USA) por 10 minutos. Posteriormente, 

foi realizada a inibição endógena com o reagente de bloqueio da peroxidade do kit En 

Vision (Dako Cytomation, USA) por 10 minutos em temperatura ambiente, seguida de duas 

lavagens com água destilada e PBS com 0,1% de saponina. A inibição de ligações 

inespecíficas foi realizada utilizando-se soro de cavalo (Vector, USA) diluído 1:100 em 

PBS com 0,1% de saponina por 30 minutos à temperatura ambiente. Após remoção do soro, 

cada corte foi circundado com um marcador hidrofóbico (Pap Pen, Zymed - USA) para ser 

iniciada a incubação com os anticorpos primários em câmara úmida por 16 horas a 4ºC. Em 

seguida, três banhos de 5 minutos cada em PBS com 0,1% de saponina foram realizados 

para iniciar a incubação do anticorpo secundário correspondente em câmara úmida por 30 

minutos à temperatura ambiente (Tabela 6). Em seguida, foram necessárias três lavagens de 
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5 minutos cada em PBS com 0,1% de saponina para proceder a revelação com o DAB (Kit 

En Vision – DAKO - USA), controlando a reação através do uso de microscopia óptica. 

Para que a reação do cromógeno cessasse, as lâminas foram lavadas duas vezes em água 

destilada por cerca de 2 a 3 minutos cada. A contra-coloração foi feita com hematoxilina de 

Harris (Merck, Germany) pura por alguns segundos, sendo lavadas em água destilada. 

Posteriormente, os cortes passaram pelo processo de desidratação que consiste em banhos 

consecutivos de álcool 70% por 3 minutos, álcool 96% por 3 minutos, álcool absoluto por 3 

minutos e xilol por 5 minutos e submetidos à secagem em temperatura ambiente para 

posterior montagem de lâmina e lamínula (Entellan –MERCK) e leitura em microscopia 

óptica (Leica - DMLB). Para a escolha dos anticorpos que apresentassem reação cruzada 

com macacos rhesus, um extenso levantamento bibliográfico foi realizado e os clones 

foram selecionados a partir de referências já anteriormente publicadas, como demonstrado 

na Tabela 5. 

 

Tabela 5: Anticorpos primários e secundários utilizados para a reação de 

imunohistoquímica  

 

 

 

1 Mabtech, USA; 2 Dako Cytomation, USA;  3Santa Cruz Biotechnology, USA. 

Rat:Polyclonal Rabbit Anti-Rat Immunoglobulins/Biotinylayted; Mouse:En Vision Anti-

mouse and Anti-rabbit Labelled Polymer, HRP –  Dako Cytomation, USA. 

Fontes :Calarota et al. (2003); Fuller et al. (2002);  Makitalo et al. (2002); Zarlingo et al. 

(1997). 

IL-4
1

82,4 mAb purificado 1:50 Mouse

IL-10
1

9D7 mAb purificado 1:50 Rat

IL-12
1

IL-12 I mAb purificado 1:50 Mouse

CD68
2

KP1 mAb purificado 1:50 Mouse

IFN
1

GZ-4 mAb purificado 1:25 Mouse

iNOS
3

N-20 pAb 1:50 Rabbit

Anticorpo 

Secundário
2

Anticorpo 

Primário
Clone Tipo Diluições
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3.8 Diagnóstico Clínico  

 

Os animais infectados foram diagnosticados conforme a gravidade da forma clínica 

(forma indeterminada da fase crônica ou fase crônica cardíaca) em estágios de acordo com 

as especificações da nova classificação da insuficiência cardíaca da American Heart 

Association (AHA) adotada pelo Consenso Brasileiro de Doença de Chagas de 2005 

(Siciliano et. al.; 2006) e receberam um score de acordo com a classificação: 

 Estágio A: ECG alterado e ECO normal 

 Estágio B1 : ECO alterado com fração de ejeção maior que 45% sem 

insuficiência cardíaca 

 Estágio B2 : ECO alterado com fração de ejeção menor que 45% sem 

insuficiência cardíaca 

 Estágio C: Insuficiência cardíaca compensada 

 Estágio D: Insuficiência cardíaca refratária 

 Os animais assintomáticos receberam o score no valor de zero. Os animais 

infectados que não apresentaram quadro sintomatológico próprio da doença e com 

resultados eletrocardiográfico de repouso, estudo radiológico de tórax, esôfago e cólon 

normais, foram caracterizados como pertencentes à forma indeterminada da doença de 

Chagas. Os pertencentes ao estágio A receberam score um e os pertencentes ao Estágio B1 

o score 2. 

 

3.8.1 Avaliação da Forma Cardíaca 

 

Embora o acometimento cardíaco na doença de Chagas inclua amplo espectro de 

manifestações que vão desde anormalidades silenciosas à insuficiência cardíaca refratária e 

morte súbita, caracterizamos os animais como portadores de cardiopatia chagásica crônica 

quando apresentaram arritmias (com alteração em freqüência e complexidade do quadro 

clínico) e distúrbios da condução do estímulo átrio ventricular e intraventricular. 
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3.9. Diagnóstico histopatológico 

 

A avaliação gravidade do acometimento histopatológico foi baseada a contagem das 

células inflamatórias e na quantificação da fibrose conforme descritos no item 3.8. Deste 

modo, obtivemos o diagnóstico histopatológico conforme o processo inflamatório e  o 

acometimento fibrótico tecidual, onde utilizamos o sistema de score para classificar estes 

animais conforme o grau de lesão inflamatória e fibrótica. Recebeu o score 3 os animais 

que obtiveram maior acometimento (considerados graves), seguidos do score 2 (para os 

moderadamente acometidos) score 1 (levemente acometidos) em relação aos animais 

controles. 

 

3.10 Avaliação final  

 

Somamos os score de cada animal referentes ao diagnóstico clínico e ao diagnóstico 

histopatológico para, desta maneira, classificarmos os animais por gravidade.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Animais de experimentação 

 

Nesta avaliação, foram incluídos cinco animais machos infectados pelo T. cruzi e 

dois animais controle mantidos sob as mesmas condições de manejo por um período de 20 

anos.  

Um estudo retrospectivo, realizado com o objetivo de coletar dados referentes a 

parasitemia patente, alterações eletrocardiográficas e ecocardiográficas durante a fase 

aguda e crônica dos animais foi realizado para a obtenção do histórico clínico de cada 

animal quanto a evolução da doença de Chagas experimental de longa duração. Após a 

eutanásia dos animais, foi proposto um estudo prospectivo, onde análises histopatológicas, 

morfométricas e estereológicas, juntamente com a determinação de citocinas pró e anti-

inflamatórias, macrófagos e a enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) foram então  

associados ao histórico clínico e caracterização da evolução clínica da cardiopatia 

chagásica.  

 

4.1.1 Histórico clínico 

 

A avaliação do histórico clínico compreendeu todo o período de análises realizadas 

durante a fase aguda e crônica da infecção experimental pelo T. cruzi por Bonecini et al., 

1990, Meirelles et al., 1990 e Carvalho et. al., 2003 e 2006.  

 

4.1.1.1 Macaco 64  

 

O animal 64 nasceu no ano de 1975 e foi infectado com 1,2 x 10³ formas 

tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi por quilo de peso aproximadamente aos 6 

anos de idade. Na época pesava cerca de 12 kg. 
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4.1.1.1.1 Fase aguda 

 

Durante a fase aguda apresentou uma perda progressiva de peso até a 9ª semana p.i., 

tendo perda de 16,67% nesta semana. Este animal não apresentou chagoma de inoculação 

nem alterações em linfonodos axilares quanto à consistência, elasticidade e aderência. Não 

houve presença de hepatoesplenomegalia. A parasitemia direta foi detectada da 2ª a 7ª 

semana p.i., apresentando um pico de parasitemia (5 x 105 parasitas/ml) entre as semanas 4 

e 7 p .i.  

 O exame eletrocardiográfico apresentou-se normal, porém a avaliação radiográfica 

revelou alteração do índice cárdio-torácico (ICT = 0,47 – 0,49), durante 20 a 26 dias p. i.. 

Nenhuma alteração digestiva foi encontrada. 

 Anticorpos IgM totais estavam aumentados logo a partir da 1a semana p.i. (2 vezes o 

valor médio anterior à infecção, para este animal), tendo um aumento médio de cerca de 

317,36% entre as semanas 1 e 8, enquanto os anticorpos IgM específicos anti T. cruzi foram 

detectados da 5ª a 18ª semana p.i. Anticorpos IgG totais não foram avaliados para este 

animal nesta fase. No entanto, anticorpos IgG específicos anti T. cruzi foram detectados à 

partir da semana 9 p. i..  

 

4.1.1.1.2 Fase Crônica 

 

 Nas avaliações radiológicas de fase crônica, este animal não apresentou alteração no 

ICT. Contudo, o eletrocardiograma apresentou modificação das ondas S e T e repolarização 

ventricular anormal aos 19 anos pós infecção. 

A detecção de anticorpos IgG específicos anti T. cruzi foi possível até o momento 

da eutanásia.  

Os parasitas foram isolados por hemocultura e xenodiagnóstico na semana 115 p. i, 

e apresentando resultado negativo na semana 169 p.i.. Na fase crônica tardia, foi possível 

isolar o parasito por xenodiagnóstico após 18,4 anos.  

O histórico clínico deste animal mostra que houve perda de peso que progrediu até a 

fase crônica tardia. Embora tenha apresentado alteração do índice cárdio-torácico, 
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visualizado pelos exames radiográficos, este animal não demonstrou quaisquer 

manifestações clínicas da doença durante todo o período da infecção experimental. 

 

 

4.1.1.2 Macaco 90 

 

O animal 90 nasceu em 22/11/1978 e foi infectado com 1,7 x 10³ formas 

tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi por quilo de peso aproximadamente aos 5,7 

anos de idade. Na época pesava cerca de 9,0 kg. 

 

4.1.1.2.1 Fase aguda 

 

Durante a fase aguda apresentou perda progressiva de peso até a 12ª semana p. i., 

que variou em cerca de 10,88%. Este animal não apresentou chagoma de inoculação. Os 

linfonodos axilares apresentaram-se infartados com consistência elástica e não aderentes. 

Não houve presença de hepatoesplenomegalia. A detecção de parasitas foi avaliada por 

métodos diretos e indiretos, compostos por avaliação da parasitemia, hemocultura e 

xenodiagnóstico. A parasitemia direta foi detectada entre a 3ª e 7ª semanas p. i., 

apresentando um pico de parasitemia na 6ª semana p. i. (4 x 105 parasitas/ml de sangue). Os 

parasitas foram isolados por hemocultura até a 32ª semana p. i. e o xenodiagnóstico 

apresentou positividade apenas na 11ª semana p. i..  

 Foram encontradas alterações eletrocardiográficas compatíveis com bloqueio átrio-

ventricular de Grau I (BAV-I) e baixa voltagem de QRS (BVQRS) entre a 4ª e 8ª semanas 

p. i.. Nesta fase não foram realizadas avaliações ecocardiográficas.  

 O exame radiológico não apresentou alterações quanto ao índice cárdio-torácico 

(ICT=0,39 - 0,42). Nenhuma alteração foi visualizada no cólon e esôfago. 

Anticorpos IgM totais foram detectados à partir da 3ª semana p. i., apresentando um 

aumento progressivo de 207,81% entre as semanas 5 e 10. Os anticorpos IgM específicos 

anti T. cruzi foram detectados entre as semanas 2 a 12 p. i.. A presença de anticorpos IgG 

totais foi verificada à partir da semana 0, apresentando aumento progressivo de 256,26%  



 

34 

 

entre as semanas 5 e 11 p. i..  Anticorpos IgG anti-T. cruzi  foram identificados a partir da 

1º semana p.i. com pico na semanas 11 e 12 p.i.. 

  

4.1.1.2.2 Fase crônica 

 

 Na fase crônica tardia da infecção, o xenodiagnóstico apresentou resultados 

negativos. 

 Os exames eletrocardiográficos mostraram, após cerca de 16 anos de infecção, extra 

sístole ventricular e RVA. O ecocardiograma não revelou qualquer alteração. 

 Ao raio X, foram encontradas alterações no ICT (0,62), porém nenhuma alteração 

digestiva foi visualizada. 

A detecção de anticorpos IgG específicos anti T. cruzi foi possível até o momento 

da eutanásia.  

 

4.1.1.3 Macaco 95 

 

O animal 95 nasceu em 01/12/1979 e foi infectado com 1,5 x 103 formas 

tripomastigotas da cepa Colombiana por quilo de peso aos 4,8 anos de idade. 

 

 

4.1.1.3.1 Fase Aguda 

Durante a fase aguda, houve uma perda progressiva de peso até a 9ª semana p.i.  que 

variou em cerca de 9,04%. A presença de chagoma de inoculação foi observada a partir do 

110 d. p. i., permanecendo até o dia 18 p.i., caracterizando-se por uma lesão eritematosa 

ovóide. Os linfonodos axilares apresentavam-se com consistência elástica e não aderentes. 

Não houve presença de hepatoesplenomegalia. A detecção de parasitas foi avaliada por 

métodos diretos e indiretos, compostos por avaliação da parasitemia, hemocultura e 

xenodiagnóstico. A parasitemia direta foi detectada entre a 3ª e 5ª semana pós-infecção 

demonstrando um pico de parasitemia de 2,5 x 104 parasitas por ml de sangue. Os parasitas 

foram isolados por hemocultura até a 32ª semana p.i e o xenodiagnóstico permaneceu 

negativo. Foram encontradas alterações eletrocardiográficas compatíveis com bloqueiro 
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átrio-ventricular de primeiro grau (BAV I) e repolarização ventricular anormal entre a 4ª e 

12ª semanas p.i.. Nesta fase, não foram realizadas avaliações ecocardiográficas. 

O exame radiológico apresentou alterações quanto ao índice cárdio-torácico (ICT) 

do 30º ao 54º  dias p.i (ICT=0,50). Nenhuma alteração foi visualizada ao exame radiológico 

de cólon e esôfago. 

Anticorpos IgM totais foram detectados à partir da semana zero, apresentando um 

aumento progressivo de 427,08% entre as semanas 5 e 10. Os anticorpos IgM específicos 

anti T. cruzi foram detectados entre as semanas 2 a 12 p. i.. A presença de anticorpos IgG 

totais foi verificada à partir da semana 0, apresentando aumento progressivo de 302,24 %  

entre as semanas 1 e 10 p. i..  Anticorpos IgG anti-T. cruzi  foram identificados a partir da 

2º semana p.i. com pico na semana 12 p.i.. 

 

 

 

4.1.1.3.2 Fase crônica 

 

 Na fase crônica tardia da infecção, o xenodiagnóstico foi positivo cerca de 16 anos 

p.i.. Não ocorreram alterações hematológicas significativas entre este animal e os animais 

controles. As alterações de fase crônica foram observadas pelas avaliações radiológica, 

eletrocardiográfica e ecocardiográficas. O exame radiológico cardíaco mostrou-se com ICT 

alterado (0,69) aos 14,7 anos p.i., porém as radiografias realizadas em cólon e esôfago 

permaneceram sem alterações. Os exames eletrocardiográficos mostraram, após cerca de 17 

anos de infecção, bloqueio de ramo esquerdo do feixe de His (BRE) e repolarização 

ventricular anormal. O ecocardiograma revelou alteração no septo ventricular deste animal 

também aos 17 anos p.i..  

 A detecção de anticorpos IgG específicos anti T. cruzi foram detectados até o 

momento da eutanásia. 
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4.1.1.4 Macaco 99 

 

O macaco 99 nasceu em 21/10/1979 e foi infectado com 1,9 x 10³ formas 

tripomastigotas da cepa Colombiana por quilo de peso aos 4,6 anos de idade. 

 

4.1.1.4.1 Fase aguda 

 

Durante a fase aguda houve perda progressiva de peso até a 9ª semana p. i. que 

variou em cerca de 11,11%. A presença de chagoma de inoculação foi verificada dos 13 aos 

19 dias p. i., composto por lesão maculosa e eritematosa. Os linfonodos axilares 

apresentaram-se palpáveis do 11° ao 19° dias p. i., de consistência elástica e não aderentes. 

Não houve presença de hepatoesplenomegalia. A detecção de parasitas foi avaliada por 

métodos diretos e indiretos, compostos por avaliação da parasitemia, hemocultura e 

xenodiagnóstico. A parasitemia direta foi detectada entre a 2ª e 7ª semanas p. i., com pico 

de parasitemia na 4ª semana p. i. (2 x 105 parasitas/ml de sangue). Os parasitas foram 

isolados por hemocultura até a 32ª semana p. i. e o xenodiagnóstico apresentou positividade 

da 11ª a 29ª semana p. i..  

 Não foram encontradas alterações eletrocardiográficas e radiológicas neste animal 

(ICT= 0,39 - 0,42). Nesta fase não foram realizadas avaliações ecocardiográficas.   

Anticorpos IgM totais foram detectados à partir da 5ª semana p. i., apresentando um 

aumento de 125 % entre as semanas 5 e 8 p. i. Os anticorpos IgM específicos anti T. cruzi 

foram detectados entre as semanas 2 a 12 p. i.. A presença de anticorpos IgG totais foi 

verificada à partir da semana 0, apresentando aumento progressivo de 207,14%  entre as 

semanas 5 e 11 p. i..  Anticorpos IgG anti-T. cruzi  foram identificados a partir da 5º 

semana p.i.. 

 

4.1.1.4.2 Fase crônica 

 

 Na fase crônica tardia da infecção, o xenodiagnóstico não apresentou positividade. 

 Não foram encontradas alterações  eletrocardiográficas e ecocardiográficas. 
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 Ao RX, houve um aumento do ICT (0,58), porém nenhuma alteração digestiva foi 

visualizada. 

 A detecção de anticorpos IgG específicos anti T. cruzi foi possível até cerca de 16 

anos p.i.. No entanto, as análises sorológicas realizadas com as amostras de sangue 

coletadas no momento da eutanásia revelaram  a negativação da parasitemia, confirmada 

pela realização do teste de imunofluorescência. 

  

4.1.1.5 Macaco 103 

 

O animal 103 nasceu em 13/11/1979 e foi infectado com 1,7 x 10³ formas 

tripomastigotas da cepa Colombiana por quilo de peso aos 4,7 anos de idade. 

 

4.1.1.5.1 Fase aguda 

 

Durante a fase aguda houve perda progressiva de peso até a 9ª semana p. i. que 

variou em cerca de 4,12%. A presença de chagoma de inoculação foi observada dos 13 aos 

19 dias p.i., composto por mácula eritematosa de 4,5 cm de diâmetro. Os linfonodos 

axilares apresentaram-se palpáveis, com 2 cm de diâmetro e não aderentes, dos 13 aos 19 

dias p. i. Não houve presença de hepatoesplenomegalia. A detecção de parasitas foi 

avaliada por métodos diretos e indiretos, compostos por avaliação da parasitemia, 

hemocultura e xenodiagnóstico. A parasitemia direta foi detectada entre a 2ª e 7ª semanas p. 

i., com pico de parasitemia na 5ª semana p. i. (2,5 x 105 parasitas/ml de sangue). Os 

parasitas foram isolados por hemocultura  e xenodiagnóstico à partir da 1ª  semana p. i.. 

 Foram encontradas alterações eletrocardiográficas entre a 6ª e 8ª semanas p. i., 

compatíveis com BAV-I e RVA. Nesta fase não foram realizadas avaliações 

ecocardiográficas.  

 O exame radiológico não apresentou alterações quanto ao ICT (0,39 - 0,42). 

Nenhuma alteração foi visualizada no cólon e esôfago. 

 Anticorpos IgM totais foram detectados entre a 3ª e 21ª semanas p.i. apresentando 

um aumento progressivo de 289,18% entre as semanas 6 e 11 e os anticorpos IgM 

específicos anti T. cruzi  foram detectados entre a 5ª e 12ª semana p. i..  
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A presença de anticorpos IgG totais foi verificada à partir da semana 0, 

apresentando aumento progressivo de 174,02 %  entre as semanas 2 e 8 p. i..  Anticorpos 

IgG anti-T. cruzi  foram identificados a partir da 5º semana p.i. com pico na semanas 11 e 

12 p.i.. 

 

4.1.1.5.2 Fase crônica 

 

 Na fase crônica tardia da infecção, o xenodiagnóstico e a hemocultura foram 

positivos até cerca de 16 anos p. i.. 

  Foram encontradas alterações eletrocardiográficas e radiológicas. O ECG 

continuou revelando BAV-I  e RVA, porém também revelou taquicardia sinusal. O exame 

radiológico cardíaco demonstrou aumento do ICT (0,71). Contudo, nenhuma alteração 

digestiva foi visualizada. O ecocardiograma não revelou qualquer alteração. 

 A detecção de anticorpos IgG específicos anti T. cruzi foi possível até cerca de 20 

anos p.i. ate a eutanasia 

Os resultados obtidos através do eritrograma revelaram uma anemia normocítica e 

normocrômica, entre a 3ª e 7ª semana p.i. em todos os animais infectados. O leucograma 

revelou leucocitose por linfocitose entre a 8º e18º semanas p.i.. principalmente pelo 

aumento do número de linfócitos T CD4 e CD8 em relação ao animais controles. 

 

4.1.1.6 Macacos 81 e 94 

 

O animal 81 nasceu em 28/10/1979 e o animal 94 em 26/11/1978. Estes dois 

animais foram utilizados como controle experimental. Por todos os anos do experimento, 

receberam as mesmas condições de alojamento e alimentação que os animais infectados. 

Durante o acompanhamento da fase aguda da infecção, estes animais não apresentaram 

perda progressiva de peso. Os linfonodos axilares apresentaram-se normais quanto a 

consistência, elasticidade e aderência. O hemograma completo não revelou qualquer 

alteração. Nenhuma alteração eletrocardiográfica, radiológica ou ecocardiográfica foi 

observada nestes animais. Não foram detectados anticorpos específicos anti T. cruzi (IgM e 

IgG). 
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4.2 Estudos Post mortem 

 

4.2.1 Avaliação estereológica  

 

 Foram feitas análises estereológicas quanto à densidade de volume de 

cardiomiócitos (Vv cmy em %), densidade de volume de vasos (Vv ve em %), densidade de 

volume de tecido conjuntivo (Vv ct em %), comprimento dos vasos (Lv ve em mm/mm³) e 

área de cardiomiócitos (A cmy em µm²) em átrio esquerdo (AE), ventrículo direito (VD) e 

ventrículo esquerdo (VE) dos animais infectados e controles. Infelizmente não foi possível 

analisar o animal 90 por ter apresentado lesões microscópicas típicas de alterações post 

mortem.  Da mesma forma não obtivemos material suficiente de AE do animal 94 

(controle) para estas análises. Somente foi evidenciado um aumento estatisticamente 

significativo da densidade de volume de vasos (Vv ve em %) em VD nos animais 

infectados quando comparados aos controles sadios (3,70,1%; 1,60,5% respectivamente; 

p = 0,03), podendo refletir um aumento na angiogênese em VD nos animais infectados. 

Contudo, alguns parâmetros como a densidade de volume de tecido conjuntivo (Vv ct) 

estava 1,56 vezes maior nos animais infectados em comparação aos animais controles; da 

mesma forma em relação ao comprimento dos vasos (Lv ve; 2,3 vezes em VD e 2,4 vezes 

em VE), corroborando com a possibilidade de se ter uma maior densidade de volume de 

vasos (Tabela 6). 
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AE VD VE AE VD VE AE VD VE AE VD VE AE VD VE

Infectados

64 88,7 78,3 76,3 10,5 18,1 20,8 0,8 3,6 2,9 150,8 465,1 414,8 910,14 788,73 912,99

95 84,4 85,4 89,4 12,7 11,7 7,4 2,9 2,9 3,2 414,8 271,5 452,5 714,46 381,78 448,79

99 85,3 82 90,3 13,1 13,2 7 1,5 4,8 2,7 301,7 515,3 603,3 592,98 836,62 951,32

103 79,9 77,9 83,2 19,3 18,6 13,4 0,8 3,5 3,4 553 1068,4 754,1 655,66 750,8 678,74

Média ± DP 84,6 ± 0,4 80,9 ± 0,4 84,8 ± 0,6 13,9 ± 0,4 15,4 ± 0,3 12,2 ± 0,6 1,5 ± 0,1 3,7 ± 0,1 3,0 ± 0 355,1 ± 170,6 580,1 ± 342,1 556,2 ± 155,1 947,6 ± 526,3 938,3 ± 584,9 1227 ± 1,09

Controles

81 89,7 85,1 88,3 8,9 13,7 11 1,5 1,2 0,6 289,1 238,8 163,4 762,93 720,34 1011,37

94 _ 89,5 90,7 _ 8,6 6,2 _ 1,9 3,2 _ 268,7 490,2 _ 586,04 833,9

Média ± DP 89,7 87,3 ± 3,1 89,5 ± 1,6 8,9 11,1 ± 3,6 8,6 ± 3,4 1,5 1,6 ± 0,5 1,9 ± 1,8 289,1 253,7 ± 21,1 231,1 ± 0,21 762,93 653,2 ± 95,0 922,6 ± 125,5

teste t 0,23 0,1 0,39 0,24 0,23 0,52 0,19 0,03 0,23 0,22 0,27 0,21 0,29 0,54 0,72

a 
 
Densidade de volume de cardiomiócitos; b Densidade de volume do tecido conjuntivo, c Densidade de volume de vasos, d Comprimento dos vasos, e Área de cardiomiócitos

Tecido cardíaco compreende átrio esquerdo (AE), ventrículo direito (VD) e ventrículo esquerdo (VE)

A cmy (µm²) 
e

Tabela 6: Avaliação estereológica do tecido cardíaco de macacos rhesus (Macaca mulatta ) na fase crônica tardia da Doença de Chagas experimental: Densidade de volume de cardiomiócitos, tecido conjuntivo e vasos, 

comprimento dos vasos e área de cardiomiócitos

Vv cmy (%) 
a

Vv ct (%) 
b

Vv ve (%) 
c

Lv ve (mm/mm³) 
d
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4.2.2 Análise Histopatológica e morfométrica 

 

4.2.2.1 Análise do Infiltrado inflamatório 

 

Ao avaliarmos o número de células inflamatórias presentes no tecido cardíaco (átrio 

esquerdo -AE, ventrículo direito - VD e ventrículo esquerdo - VE) dos animais infectados, 

observamos diferentes perfis no padrão de distribuição do processo inflamatório (Tabela 7), 

representado pelo acúmulo de células inflamatórias. Assim, o VE foi o compartimento 

cardíaco onde o maior número de células inflamatórias foi identificado  entre os animais 

infectados, apresentando 14,5 ± 8,1 (média ± erro padrão) células por campo (média de 

células por 32 campos escolhidos aleatoriamente), seguido pelo AE (2,8 ± 1,95) e VD (2,0 

± 1,0), enquanto que nos animais controle poucas células foram identificadas (0,3 ± 0,28; 

1,1 e 0,4 ± 0,14 respectivamente). Contudo, ao analisarmos os animais infectados 

individualmente foi possível notar que o animal 64 (Figura 3, Tabela 7) apresentou um 

maior número médio de células inflamatórias por campo em todos os compartimentos 

cardíacos (VE, 44,9; AE, 10,3; VD, 6,2 média de células; sendo estas 150; 9,4 e 15,5 vezes 

maior que os animais controle respectivamente). Além disso, não houve associação com as 

alterações elétricas e/ou miocárdicas, visto que este animal não apresentou tais alterações 

na fase crônica tardia Anexo 1). Em relação aos animais 103 e 95 (Figura 4 e 5 

respectivamente), que apresentaram focos inflamatórios somente em VE (com aumento de 

53 e 36 vezes maior que os animais controles), observamos que estes animais 

demonstraram comprometimento cardíaco compatível com a fase crônica da doença de 

Chagas (Bloqueio átrio-ventricular grau 1 -BAV 10 e bloqueiro de ramo direito do feixe de 

his grau 1 -  BRD 10 para o animal 103 e bloqueio do ramo esquerdo do feixe de his grau 2 

- BRE 20 grau, repolarização ventricular anormal - RVA e alterações ecocardiográficas) 

(Anexos 1 e 2) e índice cárdio-torácico alterado (Anexo 1). O animal 90 (Figura 6 e Tabela 

7) apesar de apresentar comprometimento cardíaco compatíeis com a doença de Chagas 

crônica (BRE 10 grau, extrasístoles atriais e ventriculares e RVA), este animal não 

apresentou focos inflamatórios em nenhum compartimento cardíaco avaliado. De modo 

interessante, o animal 99 (Figura 7) se comportou como os animais sadios, não 
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apresentando focos inflamatórios em nenhum dos compartimentos cardíacos, possivelmente 

associados a negativação da sorologia e ausência de alterações cardíacas no momento da 

necropsia. O histórico deste animal mostra que a infecção foi branda e assintomática 

durante todo o curso da doença (Anexo 1). Apesar desta amostra ser muito reduzida, foi 

possível verificar claramente a dissociação entre a presença do processo inflamatório e 

alterações clínicas cardíacas. 

A análise histopatológica mostrou que em nenhum dos cortes foram observados 

elementos parasitários típicos (formas amastigotas) na coloração por HE. Todos os animais, 

com exceção do animal 99 e dos animais controle, apresentaram hipertrofia miocárdica 

multifocal com deposição de lipofuccina, caracterizando dano de fibra. Em especial no 

animal 95 notou-se uma área focal de necrose de liquefação em átrio esquerdo desprovida 

de infiltrado inflamatório (dado não mostrado). 

A degeneração vacuolar esteve presente em todos os animais infectados sob graus 

variados e de difícil quantificação por serem de caráter multifocal e muitas vezes isolados 

em um pequeno número de células miocárdicas. 

Os animais controle 81 e 94 (Figuras 8 e 9, respectivamente e Tabela 7) exibiram um 

endocárdio de aspecto usual. O miocárdio apresentou-se composto por fibras de espessura 

habitual, desprovido de sinais de inflamação, necrose e de elementos parasitários típicos na 

coloração por H. E.  
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Tabela 7: Análise da presença de células inflamatórias no tecido cardíaco de macacos 

rhesus (Macaca mulatta) na fase crônica tardia da Doença de Chagas experimental: número 

de células inflamatórias por campo histológico, distribuídas nos compartimentos cardíacos.  

          

  

* Média do número de células inflamatórias analisadas em 32 campos 

SD – desvio padrão 

EP – Erro padrão 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AE VD VE

64 10,3 6,2 44,9

90 0,9 2,0 1,0

95 1,1 1,3 10,7

99 1,1 0,0 0,2

103 0,5 0,7 15,8

média 2,8 2,0 14,5

SD 4,2 2,4 18,2

EP 1,9 1,0 8,1

81 1,1 0,3 0,6

94 _ 0,6 0,0

média 1,1 0,4 0,3

SD _ 0,2 0,4

EP _ 0,14 0,28

Controles

nº células/campo*Infectados 
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Figura 3 - Infiltrado inflamatório: Corte histológico do ventrículo esquerdo do animal 64 infectado 

experimentalmente pelo Trypanosoma cruzi demonstrado pela coloração HE (10X). Detalhe em maior 

aumento (40X). Setas indicam infiltrados inflamatórios.  
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Figura 4 - Infiltrado inflamatório – Corte histológico do ventrículo esquerdo do animal 103 infectado 

experimentalmente pelo Trypanosoma cruzi demonstrado pela coloração HE (10X): epicardite multifocal 

(seta) permeando adipócitos (cabeça de sata). 
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Figura 5 - Infiltrado inflamatório: Corte histológico do ventrículo esquerdo do animal 95 infectado 

experimentalmente pelo Trypanosoma cruzi demonstrando  infiltrado inflamatório (seta) pela coloração HE 

(10X);  Detalhe evidenciando depósito de lipofuccina (ponta da seta) em cardiomiócitos  (40X).  
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Figura  6 - Tecido cardíaco – Cortes histológicos corados com HE demonstrando o tecido cardíaco do animal 

90 (Infectado): A:Ventrículo direito (10X); B: ventrículo esquerdo (10X); C: átrio esquerdo (10X) . Como 

este animal apresentou artefatos teciduais pré analíticos decorrentes de fixação e presença de congestão 

vascular decorrente de efeitos de morte,  não foi possível avaliar a deposição de fibrose pela coloração de 

Tricômio de Masson.  
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Figura 7 - Tecido cardíaco – Cortes histológicos corados com HE demonstrando o tecido cardíaco do 

animal 99 (infectado): Ventrículo direito (A), ventrículo esquerdo (B) e átrio esquerdo (C). D: átrio 

esquerdo corado com Tricômio de Masson para demonstração da deposição normal de fibras colágenas 

(10X). 
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Figura 8 - Tecido cardíaco – Cortes histológicos corados com HE demonstrando o tecido cardíaco do animal 

81 (controle): A:Ventrículo direito (10X); B: ventrículo esquerdo (20X); C: átrio esquerdo (20X); D: átrio 

esquerdo corado com Tricômio de Masson, para evidenciar o padrão de distribuição de fibras colágenas no 

animal não-infectado. (10X).  
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4.2.2.2 Fibrose 

 

Foram quantificadas as áreas de fibrose tecidual em átrio esquerdo e em ventrículos 

direito e esquerdo, corados com Tricômio de Masson, dos animais infectados e controles 

através do uso do software Image Pro Plus versão 4.5. Excluímos a análise do átrio direito 

dos animais infectados, pois somente conseguimos amostras de apenas dois animais (95 e 

103). Dez campos escolhidos aleatoriamente de cada compartimento foram observados em 

microscopia óptica (aumento de 20x) e quantificados quanto a sua área total e a área de 

fibrose e os valores expressos em m2.  A proporção de fibrose encontrada em relação à 

área total avaliada foi expressa em porcentagem. 

  Conforme mostra a Tabela 8, observamos que a fibrose estava presente em todos os 

animais infectados, com exceção do animal 95. Para que pudéssemos descartar que este 

processo degenerativo das fibras cardíacas não estivesse presente também no átrio direito 

do animal 95, este compartimento foi também analisado e verificamos uma extensa área 

fibrótica (dados não mostrados – Figura 12). Este foi o animal com maior 

comprometimento cardíaco demonstrado pelos exames eletrocardiográficos e 

ecocardiográficos (Tabela 4) e apresentando um infiltrado inflamatório considerado de 

moderado a leve.    

O padrão de distribuição da fibrose foi caracterizado como sendo multifocal nos 

ventrículos e difuso no átrio esquerdo, acometendo exclusivamente o miocárdio. Assim, a 

quantificação da fibrose revelou um maior acometimento em átrio esquerdo em 3 de 4 

animais infectados do que nos demais compartimentos, com exceção do animal 103  que 

apresentou maior acometimento em VE (17,6 % de área cardíaca acometida; Tabela 8). O 

animal 64 (Figura 11) manteve, como descrito para a presença de foco inflamatório, o 

maior comprometimento em AE (7,1 % de área acometida), contudo não evidenciamos 

presença de fibrose neste animal em VD e VE (0 e 0,9% de área acometida, 

respectivamente). Os animais 90 e 99 apresentaram respectivamente 2,1 e 3,8% de área 

acometida em AE, sendo 21 e 38 vezes maiores que o animal controle (0,1% - Tabela 8).  
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Figura 10 – Fibrose: Corte histológico do átrio direito do animal 95 infectado experimentalmente 

pelo Trypanosoma cruzi, demonstrando extensa fibrose, demonstrada pela coloração de Tricômio 

de Masson (10X).  
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Tabela 8: Avaliação histopatológica do tecido cardíaco de macacos rhesus (Macaca 

mulatta) na fase crônica tardia da Doença de Chagas: Porcentagem de fibrose distribuída 

nos compartimentos cardíacos dos animais infectados e controles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AE VD VE

64 7,1 0,0 0,9

90 2,1 0,0 1,2

95 0,0 0,0 0,0

99 3,8 0,0 0,0

103 6,5 2,2 17,6

média 3,9 0,4 3,9

SD 2,7 0,9 6,8

EP 0,1 0,0 0,3

81 0,1 2,8 0,0

94 _ 0,0 0,1

média _ 1,4 0,1

SD _ 2,0 0,1

EP _ 1,4 0,1

Infectados Porcentagem

Controles
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Figura 11– Fibrose: Corte histológico do átrio esquerdo do animal 64 infectado experimentalmente pelo 

Trypanosoma cruzi, demonstrada pela coloração de Tricômio de Masson (20X). Detalhe no mesmo aumento 

da lesão visualizada na coloração HE.  
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4.2.2 Avaliação da presença de citocinas e iNOS em VE 

 

Como foi demonstrado que o VE foi o compartimento cardíaco que mais apresentou 

focos inflamatórios em todos os animais infectados, optamos por avaliar esta área cardíaca 

quanto a presença de citocinas (IFN-, IL-4, IL-10 e IL-12), da molécula de superfície 

CD68 (marcador sugestivo de macrófagos) e iNOS através da técnica de 

imunohistoquímica em cortes criopreservados.  Para esta análise tínhamos disponíveis 

fragmentos de VE dos animais infectados 64 (Figura 12), 95 ( Figura 13), 99 e os animais 

controle. Como a quantidade de células positivas nos animais controle e no animal 99 

foram consideradas pequenas comparadas aos animais infectados, não mostramos os cortes 

corados destes animais. 

Para analisarmos o número de células expressando cada uma das citocinas, iNOS e 

CD68, o corte foi analisado em pelo menos 50 campos em aumento de 200 vezes e o 

número médio de células presentes em VE descrito na Tabela 9. 

Foi possível identificar que as células que demonstraram marcação para IFN- 

estavam dispostas em meio a infiltrados inflamatórios e estavam presentes nos animais 

infectados, exceto no animal 99. O número de células em 50 campos expressando IFN- foi 

de 11 e 1 (animais 64 e 95 respectivamente). Estes números parecem relativamente baixos, 

mas nenhuma marcação foi observada nos dois animais controles.  

A expressão de IL-4 em VE foi identificada apenas no miocárdio dos animais 64 e 

95 ( 4 e 1 células, respectivamente). Nenhuma marcação foi observada mais uma veznos 

dois animais controles e no animal 99.   

A expressão de IL-10 esteve presente apenas no animal 64 (5 células marcadas).  Da 

mesma forma, a presença de IL-12 foi evidenciada somente no animal 95 (5 células 

marcadas).  

Ao avaliarmos a expressão da molécula CD68 nos cortes histológicos de ventrículo 

esquerdo, observamos positividade em todos os animais infectados e todas as marcações 

restritas a focos inflamatórios de menor ou maior grau (Figuras 12 e 13). A expressão de 

iNOS pareceu estar associada a presença de infiltrado inflamatório e comumente 

encontrada em regiões perivasculares nos animais 64, 95 e 99 infectados (média  EP: 79  

46; controles: 6  5). Os animais controle demonstraram marcação focal e dispersa no 
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tecido, não estando associada a células inflamatórias. Nos parece possível que as marcações 

que não foram encontradas em células inflamatórias possam representar uma ativação da 

iNOS por cardiomiócitos ou fibroblastos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 : Imunohistoquímica de cortes criopreservados de ventrículo esquerdo do 

animal 64. A: IFN (40 X); B: IFN (100 X); C: iNOS (40 X); D: iNOS (100 X); E: IL-4  

(40 X); F: IL-4 (100 X); G: IL-10 (100 X); H: controle negativo (20X).  
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Figura 13: Imunohistoquímica de cortes criopreservados de ventrículo esquerdo do animal 95 - A: 

IFN (40 X); B: IFN (100 X); C: iNOS (40 X); D: iNOS (100 X); E: IL-4  (100 X); F: IL-12 (40 X); 

G: CD68 (40 X); H: controle negativo (20X). 
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Tabela 9: Avaliação da expressão da iNOS  e citocinas em ventrículo esquerdo de macacos rhesus 

(Macaca mulatta) na fase crônica tardia da doença de Chagas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Infectados IL-4 IL-10 IL-12 CD68 IFN iNOS

64 4 5 0 52 11 173

95 1 0 5 70 1 44

99 0 0 0 12 0 21

Média 2 2 2 45 4 79

EP 1,73 1,73 1,73 17,3 3,46 46

Controles

81 0 0 1 5 0 1

94 0 0 0 20 0 11

Média 0 0 0 13 0 6

EP _ _ _ 7,8 0 5

 número de células/50 campos
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4.2.3 Diagnóstico clínico e histopatológico 

 

A classificação clínica, realizada através da somatória do score obtido através dos 

exames radiológicos, eletrocardiográficos e ecocardiográficos, juntamente com as 

avaliações da extensão da fibrose e do número de células inflamatórias revelou que os 

animais 64 e 103 foram considerados como mais graves. Com infecção moderada julgada 

pelo mesmo sistema, encontram-se os animais 95 e 90. O animal considerado com infecção 

leve foi o animal 99 (Tabela 10). 

 

 

 

Tabela 10: Classificação clínica e histopatológica através do sistema de score 

 

 

1 - Classificação sugerida pelo consenso brasileiro em Doença de Chagas 

2- descrito em Materiais e métodos no ítem 3.11 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inflamação Fibrose

64 A 1 3 2 6

90 A 1 1 2 4

95 B1 2 2 1 5

99 Assintomático 0 1 1 2

103 A 1 2 3 6

Animais

Classificação

Histopatológica
2

Clínica
1 Score Score Final
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5 DISCUSSÃO 

 

 A doença de Chagas possui, mesmo após um século de sua descoberta, muitas 

lacunas a serem desvendadas quanto à patogenia e desenvolvimento da forma crônica 

cardíaca. Assim, várias hipóteses têm sido postuladas quanto aos possíveis mecanismos de 

indução da cardite chagásica. Dentre elas estão os mecanismos envolvidos numa possível 

indução de autoimunidade, sustentada por alguns pesquisadores, onde a escassez de 

parasitas presentes nas lesões não se correlacionaria com a intensidade do infiltrado 

inflamatório e com isso geraria respostas imunes contra antígenos próprios cardíacos 

(Girones & Fresno, 2003; Leon & Engman, 2001; Cunha-Neto et al., 1995); a indução de 

uma resposta imune celular resultando na cardiopatia chagásica crônica (Tarleton, 2003); e 

às alterações na microvasculatura como atuantes nos processos de lesão cardíaca (Higuchi, 

2006; Plentz et al., 2006). Apesar de serem reportados diversos mecanismos que possam 

estar envolvidos na progressão da cardiopatia chagásica crônica, ainda não existem 

ferramentas clínicas efetivas que possam auxiliar no estabelecimento de fatores da 

progressão da doença para identificar nos pacientes crônicos os que evoluirão para uma 

doença cardíaca e/ou digestiva grave. Desta maneira, a doença de Chagas ainda constitui 

um dos maiores problemas de saúde pública entre os casos de insuficiência cardíaca em 

áreas endêmicas, mantendo os serviços de saúde pública em alerta na busca de meios 

estratégicos de identificação precoce de indivíduos infectados e conter a disseminação da 

doença (Braga et al, 2006). 

 Tendo em vista que os modelos experimentais têm sido de grande valia para se 

conhecer os mecanismos envolvidos na cardiopatia chagásica, nos propusemos a estudar 

em primatas não-humanos infectados experimentalmente com cepa cardiotrópica do T. 

cruzi (cepa Colombiana), um modelo para a doença humana, (Muniz et al., 1970, Seah et 

al., 1974; Miles et al. 1979; Bonecini-Almeida et al. 1990; Meirelles et al., 1990; Bonecini-

Almeida, 1991; Carvalho et al., 2003). Nosso grupo avaliou clinicamente macacos rhesus 

experimentalmente infectados pelo T. cruzi durante cerca de 25 anos, da fase aguda a fase 

crônica cardíaca. Desta forma, conduzimos o presente estudo no intuito de descrever as 

alterações cardíacas, vistas através de alterações eletrocardiográficas, ecocardiográficas, 

histopatológicas e imunológicas; bem como associar tais achados à evolução clínica de 
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cada animal, desde a fase aguda à fase crônica.  Apesar de nossa casuística ser composta de 

cinco animais infectados e dois animais controle, estes se apresentaram com distintos 

quadros clínicos compatíveis com a doença humana que vão desde a cura espontânea 

(animal 99) até a cardiopatia chagásica crônica diagnosticada pelas alterações 

eletrocardiográficas e ecocardiográficas (animal 95). Para tanto, um extenso levantamento 

clínico longitudinal foi realizado para caracterizar a fase em que cada animal se apresentava 

no momento em que foram eutanasiados. Neste contexto, classificamos clinicamente os 

animais de acordo com a Classificação da Insuficiência Cardíaca pela ACC/AHA 

recomendada pelo Consenso Brasileiro em Doença de Chagas (Ministério da Saúde, 2005; 

Xavier, et al., 2005; Siciliano, et al. 2006).  

Todos os animais apresentaram sinais característicos de fase aguda (parasitemia 

patente, chagoma de inoculação, febre, perda de peso), contudo com ponderações em 

relação à gravidade variando de animal para animal. A fase crônica indeterminada 

apresentou-se, como na doenca humana: longa (cerca de 20 anos) e sem sinais aparentes de 

adoecimento (Laranja et al., 1956). A fase crônica cardíaca foi evidenciada em 4 animais, 

mostrando mais uma vez a semelhança entre a evolução do quadro cardíaco em pacientes 

chagásicos e o modelo em macacos rhesus. 

De modo interessante um animal (animal 99) apresentou cura parasitológica e 

sorológica após 20 anos de infecção. Durante a fase aguda, sinais da doença (lesão de porta 

de entrada, febre e pico de parasitemia) foram identificados, porém mais brandos em 

relação aos demais animais infectados, culminando na negativação da parasitemia direta a 

partir da 10a semana. Aliados a estes dados, anticorpos IgG anti-T. cruzi que estavam 

presentes por 16 anos, não mais foram encontrados,  negativando a sorologia  até a 

eutanásia, num período que compreendeu cerca de 24 meses. Mesmo com a utilização de 

métodos moleculares para identificar a presença de kDNA do T. cruzi em amostras de 

sangue e posteriormente em diversos tecidos (Carvalho, 2006), estes testes mostraram-se 

persistentemente negativos. Segundo o Consenso Brasileiro em Doença de Chagas, casos 

de cura espontânea ocorrem após a negativação sorológica,  considerada como o único 

método tradutor de cura. Casos de cura espontânea em pacientes são descritos na literatura 

como sendo excepcionais, mas mesmo assim, em algum momento da infecção há a 

presença de alterações cardíacas ainda que leves (Zeledón et. al, 1988; Francolino, et. al., 
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2003), o que não foi evidenciado no animal 99 em nenhuma fase da doença. O conjunto de 

dados clínicos, sorológicos e parasitológicos indica que o animal 99 apresentou cura 

espontânea da infecção. Não temos relatos na literatura de outros primatas não humanos 

que tenham apresentado tal quadro clínico. Este perfil benigno da doença foi evidenciado 

no estudo post mortem que será descrito a seguir.  

Os animais 64, 90 e 103 apresentaram quadros clínicos relativamente semelhantes 

entre si durante todo o período da infecção experimental com alterações cardíacas 

compatíveis com a insuficiência cardíaca humana sem sintomatologia (aumento do ICT, 

RVA, extra sístoles e BAV-1). Casos de insuficiência cardíaca sem sintomatologia e 

principalmente sem alterações ecocardiográficas são alvo de estudos direcionados a se 

compreender possíveis fatores ligados à progressão clínica da doença. Estudos realizados 

em pacientes chagásicos mostraram que a avaliação cardíaca através da pesquisa clínica 

envolvendo análises eletrocardiográficas, ecocardiográficas e radiológicas de rotina, bem 

como a avaliação dos protocolos de tratamento, têm demonstrado avanços substanciais na 

obtenção de dados que se correlacionam com a progressão clínica da doença. (Goldbraum 

et al., 2004; Siciliano et al., 2006).  

O único animal a apresentar um desfecho clínico desfavorável foi o animal 95. O 

curso da doença em fase aguda foi semelhante aos demais animais infectados, apresentando 

alterações cardíacas tanto nos exames radiológicos, quanto no ECG (aumento do ICT, 

BAV-1 e RVA). No entanto, a progressão da doença foi diferente.  Enquanto que nos 

demais animais não foi evidenciado agravamento no quadro clínico, este animal 

permaneceu com o ICT alterado e RVA, além de desenvolver BRE. Com as análises 

ecocardiográficas foi possível identificar que este animal desenvolveu alterações na fração 

de ejeção - FE , e assincronia do septo interventricular e, deste modo, classificá-lo como o 

único animal pertencente ao Estágio B pela ACC/AHA. As alterações ecocardiográficas em 

pacientes humanos, aliados aos achados eletrocardiográficos podem indicar os fatores de 

risco inerentes ao paciente chagásico, posto que exames ecocardiográficos, que 

demonstraram alterações no diâmetro ventricular sistólico esquerdo, na condução 

intraventricular aliados à presença de taquicardia ventricular sustentada foram considerados 

como fatores de risco para a progressão da cardiopatia em pacientes chagásicos crônicos 

(Viotti et al 2005). Recentemente foi proposto que a avaliação do fluxo mitral através do 
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Doppler, permite identificar anormalidades iniciais da função diastólica ventricular 

esquerda em pacientes chagásicos de fase indeterminada sem alterações 

eletrocardiográficas, radiológicas e ecocardiográficas pré-existentes (Cianciulli, et. al. 

2006; Siciliano, et al. 2006). 

Uma vez encerrados os estudos clínicos com os nossos animais, a avaliação post 

mortem nos remeteu a diversos pontos para reflexão no que tange aos possíveis desfechos 

clínicos que estes apresentariam se ainda estivessem mantidos sob condições 

experimentais. 

Em nossos animais foi possível identificar a presença de infiltrado inflamatório de 

variados graus de intensidade e extensão, além da fibrose, como descrito no homem, 

mesmo que estes animais tenham sido infectados concomitantemente e sob as mesmas 

condições experimentais. Cada animal apresentou uma resposta inflamatória peculiar, dado 

este que está de acordo com relatos na literatura, onde análises histopatológicas realizadas 

em tecido cardíaco humano revelam uma miocardite que varia em intensidade (focal a 

difusa), com predominância de células mononucleares e degeneração de fibras musculares, 

com presença de hipertrofia de cardiomiócitos, associados à fibrose tecidual (Rossi, 1998; 

Abel, et. al, 2001; Elias, et. al, 2003; Higuchi, et. al, 2006). O animal 64, com 29 anos de 

idade, desenvolveu um processo inflamatório em todos os compartimentos cardíacos 

durante a fase crônica, porém somente apresentou fibrose moderada em átrio e ventrículo 

esquerdo sem demonstrar alteração cardíaca ao longo da infecção. O animal 95, único a 

apresentar, além de alterações elétricas, uma queda na fração de ejeção e aumento do 

diâmetro sistólico, dados que apóiam o diagnóstico de insuficiência cardíaca, não 

apresentou lesões inflamatórias e/ou fibróticas que explicariam tais alterações nos 

fragmentos analisados. Entretanto, o animal 103, com mínimo processo inflamatório, foi o 

mais acometido pela fibrose entre os animais infectados, com presença de alterações 

cardíacas comprovadas pelo ECG e RX. Diversos autores descrevem uma associação entre 

alterações cardíacas seguidas de morte, com a presença de processo inflamatório e fibrose 

cardíaca (Rossi, 1998; Palomino et. al, 2000; Albajar et. al, 2003; Schijman et. al, 2004). A 

avaliação utilizada para análise foi baseada na aleatoriedade obtida através de cortes 

uniformemente isotrópicos de fragmento retirado de parede livre dos compartimentos 

cardíacos. Assim, nossos resultados não apontam para uma associação entre a presença ou 
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intensidade do processo inflamatório e as alterações clínicas, evidenciadas pelo 

eletrocardiograma e ecocardiograma. 

 Outro dado que nos chamou a atenção foi o fato de encontrarmos um aumento na 

densidade dos vasos em ventrículo direito dos animais infectados. A vasculatura 

compreende cerca de 35% do volume do miocárdio (Weber et al., 1987) e o 

comprometimento microvascular é uma importante conseqüência da infecção pelo T. cruzi, 

onde o dano no endotélio é um fator que contribui grandemente para o desenvolvimento de 

vasoespasmos e isquemia (Tarleton et al., 2000). Higuchi et. al (2006) evidenciaram um 

aumento no número de capilares em ventrículo esquerdo em pacientes com cardiopatia 

chagásica crônica, indicando alterações estruturais inclusive em arteríolas cardíacas. 

Hassan et al.(2006), sugeriram que a infecção pelo T. cruzi estimula a proliferação de 

células musculares lisas e que esta proliferação esteja associada a uma regulação positiva 

da via que envolve a endotelina 1 e seu receptor ETA. A endotelina foi considerada 

primeiramente como um peptídeo vasoativo liberado por células endoteliais, cardiomiócitos 

e fibroblastos cardíacos por suas propriedades vasoconstritoras, porém após diversos 

estudos hoje é tratada como uma citocina pró-inflamatória, devido a sua íntima associação 

com os eventos inflamatórios por atuar na ativação de neutrófilos e monócitos para a 

produção de citocinas (Huang et al., 2001). Ainda não foi possível iniciar estudos quanto a 

presença de endotelina 1 no tecido cardíaco dos nossos animais, mas o aumento na 

densidade de volume de vasos nos animais infectados nos leva a hipótese de que este 

evento possa ser considerado benéfico uma vez que previne a formação de lesões 

isquêmicas que poderiam resultar em alterações cardíacas ainda mais graves. 

 Sabemos que o desenvolvimento da doença de Chagas é uma conseqüência de uma 

relação bastante extensa e complexa entre a persistência do parasita e os mecanismos 

homeostáticos no hospedeiro que levam a alterações patológicas (Marinho et al., 1999; 

Pérez-Fuentes et al., 2003). Neste contexto, podemos incluir a participação de citocinas, 

tanto na fase aguda como na fase crônica, em especial aquelas que estão relacionadas à 

resposta imune do tipo Th1 e sua participação no desenvolvimento da cardiomiopatia 

chagásica em humanos. Dentre elas, o IFN- seria a citocina mais freqüentemente 

demonstrada em pacientes chagásicos e que vem sendo relacionada com o desenvolvimento 

da cardiomiopatia (Abel et al., 2003; Gomes et al., 2003).                                                                                                               
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O infiltrado inflamatório encontrado nos animais infectados foi caracterizado como 

sendo predominantemente linfocitário, com predomínio de células TCD8+ (Carvalho, 

2006). Encontramos uma associação entre a presença de infiltrado inflamatório e a presença 

de células expressando IFN- em dois dos três animais estudados, com freqüência variando 

de 1 a 11 células por 50 campos avaliados (animal 64 e 95 respectivamente; 6 ± 5,01; 

média ± erro padrão), dados estes que corroboram os descritos em pacientes humanos, onde 

foi possível encontrar uma correlação linear positiva entre a liberação de IFN- e a presença 

de linfócitos TCD8, sugerindo que estes linfócitos seriam os principais produtores de IFN- 

na fase crônica (Reis et al., 1997). Embora estes dois animais tenham apresentado perfis 

clínicos bastante distintos, quanto às alterações eletro e ecocardiográficas, o animal 64 

apresentou maior acometimento inflamatório cardíaco e o maior número de células 

inflamatórias cardíacas expressando IFN-. Além disso, apresentou concomitantemente 

células secretoras de  IL-10, mas na ausência de IL-12. Apesar de vários autores terem 

associado a elevada expressão de IFN- em tecido cardíaco de (Cunha-Neto et al., 1998, 

Abel et al., 2001, Cunha-Neto & Kalil, 2001) pacientes chagásicos e em associação com a 

gravidade da cardiopatia chagásica, temos que ser ponderados em nossas observações no 

modelo macaco rhesus pelo reduzido número de animais analisados. Analisamos três 

animais e em dois (macacos 64 e 95) encontramos que a expressão de IFN- intracardíaco 

parece estar associada à destruição das fibras miocárdicas; pois o maior número de células 

expressando esta citocina foi observada no animal que apresentava extensas lesões 

inflamatórias. Contudo, inversamente o animal 95 apresentou somente 1 célula expressando 

IFN-, com quadro inflamatório moderado o único que apresentou insuficiência cardíaca 

grave, representados por alterações eletrocardiográficas e ecocardiográficas. Podemos 

também supor que o animal 64 poderia estar na fase de progressão para a cardiopatia 

chagásica como conseqüência das lesões observadas. É relatado que em camundongos a 

presença de IFN- intracardíaco ocorre transitoriamente, não persistindo por mais de 9 

semanas pós-infecção, não estando neste modelo associado ao desenvolvimento da 

cardiopatia chagásica (Zhang & Tarleton, 1995).  

O IFN- tem sido extensivamente associado como uma citocina que controla o 

crescimento e disseminação do T. cruzi, possivelmente pela ativação de macrófagos e 

acredita-se que ele seja o indutor mais importante da iNOS, aumentando a produção de 
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óxido nítrico por estas células (Aliberti et al., 1999; Tarleton et al., 2004). Embora o óxido 

nítrico esteja implicado em ser essencial para o controle do T. cruzi na fase aguda inicial da 

infecção, estudos demonstram que este papel fundamental não se repete na fase aguda 

tardia e fase crônica da doença (Machado et al., 2000; Saeftel, et al., 2001).  

Foi possível encontrar uma associação entre a presença de infiltrado inflamatório, 

liberação de IFN- e a expressão de iNOS em nossos animais, independente do perfil 

clínico.  

É relatado que o NO está relacionado com o estabelecimento da infecção crônica e 

pelo desenvolvimento e progressão das alterações cardíacas associado a citocinas pró-

inflamatórias em modelos experimentais (Millar & Kahn, 2000; Chandra et al.; 2002).  

O papel dos radicais de nitrogênio tem sido cogitado na biologia da isquemia 

cardíaca como sendo indutores de apoptose de miócitos quando níveis elevados de iNOS 

estão biodisponíveis no tecido cardíaco ou na  prevenção da apoptose quando níveis basais 

de eNOS, produzido por células endoteliais estão presentes (Razavi et al., 2005). 

Recentemente foi descrito que a iNOS parece estar associada, tanto endógenamente como 

exógenamente, na prevenção de injúrias do miocárdio,  podendo ser considerada como uma 

proteína protetora (revisto por Jones & Bolil, 2006). Outras associações podem também 

estar relacionadas à presença de iNOS e TNF, como tromboembolismo e baixa 

contratibilidade das fibras cardíacas em pacientes com cardiopatia dilatada (Habib et al., 

1995), visto pela elevada expressão de iNOS pelos miócitos. Assim, ainda é dúbio o papel 

da iNOS no tecido cardíaco. Na doença de Chagas, a iNOS está presente no coração de 

camundongos infectados pelo T. cruzi e sua expressão é modulada pela presença de TNF, 

MCP, MIP-2 (Machado et a., 2000). Da mesma forma, ratos infectados e analisados na fase 

aguda mostram elevada expressão de iNOS em células mononucleares e cardiomiócitos 

durante a fase aguda, mesmo na ausência de infiltrado inflamatório (Chandrasekar et al., 

1998).  

Infelizmente para termos uma real percepção do papel da iNOS e de citocinas 

inflamatórias e antiinflamatórias na cardite chagásica humana seria necessário um  número 

maior de indivíduos e, desta maneira, avaliar todas as variáveis para encontrar correlações  

entre os achados durante o longo percurso da doença de Chagas. No entanto, ainda hoje o 

papel da iNOS na defesa do hospedeiro humano frente às infecções permanece obscuro 
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(Nathan, 2006). Assim, ainda permanece a questão principal, se a resposta imune mediada 

pela liberação de IFN- e iNOS presentes no infiltrado inflamatório cardíaco seria 

responsável pela indução da cardiopatia chagásica crônica e/ou se os níveis de iNOS 

liberados pelos cardiomiócitos, independente da iNOS “imune” poderia influenciar na 

degeneração do tecido cardíaco, logo numa fase inicial da cardiopatia chagásica crônica.  

Outros mecanismos que podem estar relacionados à relação iNOS/T. cruzi/processo 

inflamatório, são: i)  o crescimento do T. cruzi estar associado à dependência do parasita da 

L-arginina do hospedeiro para síntese de poliaminas (Piacenza et al.; 2001); ii) a interação 

com TGF- para inibir a produção do NO, favorecendo o crescimento do parasito pelo 

consumo da L-arginina disponível, iii) ou, como hipótese,  pela indução do processo 

inflamatório pelo parasita para assegurar sua sobrevivência intracelular na fase crônica, o 

que culminaria na produção em excesso de L-arginina para seu consumo.  

Por outro lado IL-4 e IL-10 são capazes de modular negativamente o controle do T. 

cruzi pela supressão de células produtoras de IFN- e em conseqüência os macrófagos. 

Assim, o balanço entre a expressão cardíaca de IFN-, IL-10 e IL-4 pode sugerir o 

equilíbrio entre o patógeno e o hospedeiro. Em nosso estudo, IL-10 e IL-4 foram 

observadas somente em um animal (macaco 64) concomitantemente com IFN-. A relação 

IL-10/ IFN- foi de 1:2,2 e de IL-4/IFN- foi de 1:2,7, neste animal. Da mesma forma a 

relação iNOS/ IFN- foi de 1:15,7. Desta forma, nos parece que mesmo na presença 

concomitante de citocinas Th1 e Th2, a produção de iNOS não é diminuída quando há uma 

secreção maior de IFN-.  Por outro lado, camundongos deficientes na expressão de IL-10 

apresentam baixa parasitemia circulante e nos tecidos com expressão elevada de IFN- e 

iNOS. Estes dados sugerem que IL-10 tem papel regulador e impede o controle do 

crescimento parasitário (Abrahamsohn et al, 1996). 
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6 CONCLUSÕES 

 

1. O modelo experimental em macaco rhesus apresenta quadros clínicos 

compatíveis com os descritos na doença de Chagas humana; 

2. A cura espontânea em fase crônica de um animal infectado (animal 99) pode 

estar relacionada à fase aguda branda, com ausência de sinais clínicos; 

3. A densidade de volume de vasos no ventrículo direito dos animais infectados 

pode estar associada à evolução benigna da doença; 

4. A presença de infiltrado inflamatório e a liberação de IFN- e expressão de 

iNOS não refletem as alterações clínicas cardíacas no nosso modelo;  

5. Os critérios de avaliação clínica sugeridos pelo Consenso Brasileiro em Doença 

de Chagas podem ser utilizados para a classificação clínica da doença de Chagas 

em primatas não humanos.  

6. Apesar da coexistência de citocinas Th1 e Th2, houve predomínio da resposta 

Th1 neste modelo experimental.  
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ANEXO 1 

 

 

 

 

 

Materiais e métodos referentes à fase aguda e crônica do grupo de 

macacos rhesus estudados no presente trabalho 
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Tabela  1: Acompanhamento da infecção experimental pelo Trypanosoma. cruzi de longa duração em 

macacos rhesus (Macaca mulata): relação dos animais de acordo com a idade, peso corpóreo, inóculo e 

período de infecção.  

 

a ao serem infectados pela cepa Colombiana do T. cruzi; bnº de formas tripomastigotas metacíclicas x 103/kg 

de peso  c  ao serem eutanasiados; SD= desvio padrão  

Fonte: Bonecini-Almeida et. al, 1991; Carvalho et al., 2003; Carvalho, 2006 

 

 

1 Demonstração da parasitemia 

 

1.1 Fase aguda 

Durante a fase aguda, a parasitemia direta foi realizada semanalmente e demonstrada em 

Bonecini-Almeida et al., 1991, como descrito a seguir: Após punção venosa, uma alíquota 

de sangue foi diluída 1:50 e 10 l desta diluição foi colocada em câmara de Neubauer. O 

número de formas tripomastigotas foi contado e acertado para ml de sangue.  A leitura foi 

realizada em microscópico óptico (Tabela 2). 

 

 

Macacos
Idade 

(anos)
a

Peso 

Corporal
a 

(kg)

Inóculo
b

Período 

de 

Infecção        

(anos)

Peso 

Corporal
c 

(kg)

Idade 

(anos)
c

Infectados

64 6,0 12,0 1,2 23,0 11,6 29,0

90 5,5 9,0 1,7 20,0 12,8 26,0

95 4,4 9,9 1,5 20,0 16,1 25,0

99 4,6 7,9 1,9 20,0 14,6 25,0

103 4,5 8,7 1,7 20,0 13,7 25,0

Média 5,0 9,5 1,6 20,6 13,7 26,0

SD 0,7 1,4 0,3 1,3 1,7 1,7

Controles

81 4,6 8,4 11,6 25,0

94 5,5 8,5 16,1 26,0

Média 5,1 8,5 13,8 25,5

SD 0,6 0,1 3,1 0,7



 

86 

 

 

 

Tabela  2: Acompanhamento da infecção experimental pelo Trypanosoma cruzi em 

macacos rhesus (Macaca mulata) – Parasitemia direta (mm3 de sangue)  

 

Fonte: Bonecini-Almeida, et al., 1991. N= parasitemia negativa; NR = não realizado 

 

 

 

1.2 Fase crônica 

Após a negativação da parasitemia direta na fase aguda, os animais foram 

monitorados através de métodos indiretos para a identificação de formas circulantes do T. 

cruzi. Com 16 anos de infecção, os parasitas foram identificados por xenodiagnóstico 

artificial e/ou hemocultivo e/ou PCR (Carvalho et al., 2003). 

A Tabela 3 apresenta a evolução da parasitemia dos animais utilizados no presente 

estudo através da hemocultura e xenodiagnóstico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

N N N5,0 x 10
4

2,0 x 10
5

1,0 x 10
5

5,0 x 10
4103 N 2,0 x 10

4
2,0 x 10

4

7,0 x 10
4 N N N

N N N

99 N 2,0 x 10
4

2,0 x 10
4

1,5 x 10
5

1,0 x 10
5

1,0 x 10
5

2,0 x 10
4

2,5 x 10
4

2,5 x 10
4

2,5 x 10
495 N N 2,0 x 10

4

2,5 x 10
5 N N N

NR NR NR

90 N N 2,0 x 10
4

2,0 x 10
4

2,5 x 10
4

2,5 x 10
5

Macaco
Semanas pós-infecção

64 NR NR NR NR NR NR NR
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Tabela  3: Acompanhamento da infecção experimental pelo Trypanosoma cruzi  de longa 

duração em macacos rhesus (Macaca mulata): Hemocultura e Xenodiagnóstico. 

 

 

 

NR: não realizado; P= positivo; N= negativo     

 a  15 anos p. i.;  b 15,5  anos p. i. e c 15,8 anos p. i. 

Fonte: Carvalho et. al., 2003 e 2006 

 

 

2 Análises  Eletrocardiográficas, radiológicas e ecocardiográficas 

 

Análises prévias quanto ao histórico clínico de cada animal, bem como todas as 

análises eletrocardiográficas e ecocardiográficas foram previamente publicadas por  

Bonecini-Almeida et al., 1990 e  Carvalho et al., 2003 e 2006. O eletrocardiograma foi 

realizado em todos os animais semanalmente até o 5º mês p. i. utilizando-se de um 

eletrocardiógrafo de 3 canais (FAKUDA, FP 31 P) com seus eletrodos substituídos por 

agulhas hipodérmicas metálicas (30 XB). Os animais foram submetidos a anestesia com 

ketamina e as avaliações foram realizadas em 6 derivações periféricas (D1, D2, D3, aVF, 

aVR e aVL) e com três derivações precordiais (V1, V3 e V5). Todos os animais foram 

submetidos a avaliações controles pré-infecção no mínimo cinco vezes antes do inóculo. 

Hemo Xeno Hemo Xeno Hemo Xeno

P NR NR103 P N NR

P N NR

99 N N N NR N N 

95 N P N

NR N NR

90 N N N NR N N 

64 N P N

Macaco

Exames Parasitológicos

Avaliação 1
a

Avaliação 2
b

Avaliação 3
c
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Da mesma maneira, a análise radiológica foi realizada préviamente ao inóculo (mínimo 

cinco vezes) e constou de radiologias de tórax, esôfago e cólon a fim de determinar os seus 

padrões normais. O RX de tórax permitiu a avaliação do índice cárdio-torácico (ICT) 

(Falasca et. al., 1986), seguindo-se a equação: 

 

 

ICT = DD + DE 

             DT 

 

 

Onde ICT: 

DT (diâmetro do tórax) referente a linha que traça o diâmetro do tórax de uma extremidade 

a outra, 

DD (diâmetro direito) correspondendo ao diâmetro máximo da metade direita do coração e 

DE (diâmetro esquerdo) correspondendo ao diâmetro máximo da metade esquerda do 

coração. 

 

 Para o RX do esôfago e cólon, foi necessário o uso de contraste iodado (dose: 20ml, 

via oral, por animal). Os animais foram mantidos em decúbito dorsal e lateral. 
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ANEXO 2 

 

Artigos publicados referentes ao histórico clínico do grupo de macacos rhesus estudados 

no presente trabalho 

 

 

Artigo 1 - MEIRELLES, M. N. L.; BONECINI-ALMEIDA, M. G.; PESSOA, M. H. R.; 

GALVÃO-CASTRO, B. Trypanosoma cruzi: experimental Chagas’ disease in rhesus 

monkeys. II. Ultrastructural and cytochemical studies of peroxidase and acid phosphatase 

activities. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 1990. 85 (2): 173-181 p. 

Artigo 2 - BONECINI-ALMEIDA, Maria da Glória; CASTRO, Bernardo Galvão; 

PESSOA, Maria H. Ribeiro; PIRMEZ, Claude; LARANJA, Francisco.  Experimental 

Chagas´disease in Rhesus monkeys. I. Clinical, parasitological, hematological and 

anatomo-pathological studies in the acute and indeterminate phase of the disease. Mem. 

Inst. Oswaldo Cruz. 1990.85 (2): 163-171. 

Artigo 3 - CARVALHO, Cristiano M. Espínola; ANDRADE, Márcia C. R.; XAVIER, 

Sérgio S.; MANGIA, Regina H.R.;BRITTO, Constança C.; JANSEN, Ana M.; 

FERNANDES, Octávio F.; VIEIRA, Joseli L.; ALMEIDA, Maria da G. Bonecini. Chronic 

Chagas disease in rhesus monkeys (Macaca mulatta): Evaluation of parasitemia, serology, 

electrocardiolography, echocardiography and radiology.Am. J. Trop. Med. Hyg. 2003. 

68(6): 683-691p. 

 

 Estes artigos originais incluídos no presente anexo referem-se ao estudo 

longitudinal que deu origem, e nos quais foram baseadas, as análises clínicas pós-eutanásia 

estudadas nesta dissertação. Estão aqui incluídos com a finalidade de facilitar o 

acompanhamento do perfil clínico dos animais estudados. 
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