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RESUMO 

 A cardiopatia chagásica (CC) induzida pelo Trypanosoma cruzi é uma manifestação 

clínica dependente da resposta inflamatória gerada pelo hospedeiro, ocasionando 

destruição celular/tecidual e, consequente, remodelamento na matriz extracelular 

cardíaca. Citocinas, quimiocinas e outras proteínas solúveis ou de membrana participam 

desta resposta imune e, por isso, estratégias farmacológicas para regular estes mediadores 

e desacelerar o remodelamento cardíaco na CC tornam-se importantes focos de 

investigação. Na presente proposta, 30 cães sem raça definida foram infectados (ou não) 

pela cepa Berenice-78 (Be-78)  do T. cruzi e submetidos ao tratamento diário com doses 

sub-antimicrobial do antibiótico doxiciclina/Dox durante 12 meses de infecção (sendo 

50mg/Kg manhã e 50mg/kg noite), em associação (ou não) com o tratamento por 60 dias 

com o Benznidazol/Bz (7mg/kg – administrado à partir do 8º mês de infecção), fármaco 

com ação anti-T. cruzi. Antes e durante os 12 meses de infecção, estes animais foram 

avaliados trimestralmente quanto à função cardíaca (ecocardiografia/ECO) e, após a 

eutanásia, o tecido cardíaco (átrios e ventrículos) dos animais foram conservados para 

avaliação: (i) dos aspectos histopatológicos (ii) da cinética da CCL2 plasmática e 

ventricular esquerda e da expressão dos receptores de quimiocinas (CCR3 a 6, CCR8 e 

CXCR3), ambos no ventrículo esquerdo (VE). Estes parâmetros foram avaliados, em 

paralelo à análise ecocardiográfica.  Observamos que os tratamentos reduziram a massa 

cardíaca nos animais. A avaliação histológica mostrou aumento do infiltrado inflamatório 

no VE dos animais infectados, mas Dox conseguiu reduzi-lo. A produção de CCL2, TNF 

e IFN-gama no VE foi semelhante em todos os animais infectados, mas no plasma 

aumentaram no 14º mês de tratamento em relação ao grupo não infectado. Juntos, esses 

dados apontam para o potencial papel das doses sub-antimicrobianas de Dox, em 

associação com o Bz, como estratégia farmacológica de melhora morfofuncional cardíaca 

associada à infecção pelo T. cruzi. Entretanto, novos estudos com diferentes populações 

genéticas do parasita e com o estudo da farmacocinética de Dox merecem atenção para 

consolidar essa proposta. 

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi – remodelamento cardíaco – doxiciclina – 

benznidazol – inflamação.   
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ABSTRACT  

 

Chagasic cardiopathy (CC) induced by Trypanosoma cruzi is a clinical manifestation 

dependent on the inflammatory response generated by the host, causing cellular / tissue 

destruction and, consequently, remodeling in the cardiac extracellular matrix. Cytokines, 

chemokines and other soluble or membrane proteins participate in this immune response 

and therefore, pharmacological strategies to regulate these mediators and to reduce the 

advance of the cardiac remodeling in CC become important foci of investigation. In the 

present proposal, 30 mongrel dogs were infected (or not) with the T. cruzi, Berenice-78 

(Be-78) strain, and submitted to daily treatment with sub-antimicrobial doses of the 

antibiotic doxycycline/Dox during 12 months of infection (50 mg/kg in morning and 50 

mg/kg night), in combination (or not) with the 60 days of treatment with benznidazole / 

Bz (7 mg/kg administered in the 8th month of infection). Before and during the 12 months 

of infection, these animals were evaluated quarterly for cardiac function 

(echocardiography) and, after euthanasia, the blood and/or left ventricle preserved for 

evaluation of: (i) histopathology (ii) kinetics of plasma CCL2, (as citocinas do Alex Reis) 

and expression of chemokine receptors (CCR3 to 6, CCR8 and CXCR3) and (iii) MMP 

activities . These parameters were evaluated in parallel to the echocardiographic analysis. 

We observed that the treatments reduced the cardiac mass in the animals. The histological 

evaluation showed an increase in the inflammatory infiltration in the LV of the infected 

animals, but Dox was able to reduce it. The production of CCL2, TNF e IFN-gama in the 

LV was similar in all infected animals, but in the plasma, they increased in the 14th month 

of treatment in relation to the uninfected group. Together, these data point out to the 

potencial role of the sub-antimicrobial doses of Dox, in association with Bz, as a 

pharmacological strategy for cardiac morphofunctional improvement associated to the T. 

cruzi infection. However, new studies with different genetic populations of the parasite 

and with the study of pharmacokinetics of Dox deserve attention to consolidate this 

proposal. 

 

Keywords: Trypanosoma cruzi - cardiac remodeling - doxycycline - benznidazole - 

inflammation. 



11 
 

 

SUMÁRIO  

 

1.0 Introdução ............................................................................................................ 15 

1.1. O Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas ....................................................... 15 

1.2 2 Proteínas inflamatórias na matriz extracelular ................................................... 16 

1.3 Participação das metaloproteinases na infecção pelo Trypanosoma cruzi ........... 19 

1.4 A aplicabilidade do modelo cão no estudo da cardiopatia chagásica ................... 20 

1.5. Estrtágias farmacológicas .................................................................................... 21 

2.0. Objetivos .................................................................................................................. 23 

2.1. Objetivo Geral ...................................................................................................... 23 

2.2. Objetivos Específicos .......................................................................................... 23 

4.0. Metodologia ............................................................................................................. 24 

4.1. Animais ................................................................................................................ 24 

4.2. Parasitos e infecção .............................................................................................. 24 

4.3. Tratamento e eutanásia ........................................................................................ 25 

4.4. Ecocardiografia .................................................................................................... 26 

4.5. Ensaios imunoenzimáticos ................................................................................... 27 

4.6. Histologia convencional: ..................................................................................... 28 

4.7. PCR quantitativo em tempo real .......................................................................... 30 

4.10. Análises Estatísticas ........................................................................................... 35 

5.0. Resultados ................................................................................................................ 36 

5.1. Observações experimentais qualitativas .............................................................. 36 

5.2 Processo inflamatório ........................................................................................... 37 

5.3. Ecocardiografia .................................................................................................... 39 

5.5. PCR em tempo real .............................................................................................. 42 

5.6 Mediador inflamatório CCL2 ............................................................................... 48 

5.7.1. Atividade das metaloproteinases 2 e 9 no ventrículo esquerdo .................... 50 

5. 7 Correlação ............................................................................................................ 53 

 

 

 

 

file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310137
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310138
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310139
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310140
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310141
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310142
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310143
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310144
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310145
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310146
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310147
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310148
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310149
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310150
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310151
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310152
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310153
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310154
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310155
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310156
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310157
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310158
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310159
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310160
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310161
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc530310162


12 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Imagem ilustrativa do procedimento de ecocardiografia .  ...... Erro! Indicador 

não definido. 

Figura 2: Peso corporal dos cães .................................................................................... 34 

Figura 3: Número de células inflamatórias (coloração H&E). ....................................... 36 

Figura 4: Porcentagem da fração de ejeção. ................................................................... 37 

Figura 5: Espessura da parede cardíaca .......................................................................... 38 

Figura 6: Espessura da parede posterior cardíaca. . ........................................................ 39 

Figura 7: Expressão de receptores de quimiocinas CCR5, CCR6 e CXCR3  ................ 41 

Figura 8: Expressão de receptores de quimiocinas CCR3, CCR4 e CCR8 .................... 43 

Figura 9: Expressão do mRNA da citocina IFN-gama e TNF.. ..................................... 45 

Figura 10: Expressão do mRNA da citocina IL-10. ....................................................... 46 

Figura 11: Concentração plasmática da quimiocinas CCL2.. ........................................ 47 

Figura 12: Concentração da quimiocinas CCL2 no ventrículo esquerdo. ...................... 48 

Figura 13: Atividade de metaloproteinase 9 (MMP9) no ventrículo esquerdo .............. 49 

Figura 14- Atividade de metaloproteinase 2 (MMP2) no ventrículo esquerdo. ............. 50 

 Figura 15- Imagem representativa das bandas de MMP- 9 e 2 .................................... 50 

 Figura 16: Correlação da quimiocina CCL2 parâmetros inflamatórios e cardíacos .... 50 

 Figura 17: Correlação da quimiocina CCL2 com IFN-y, TNF e IL-10. ...................... 53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978559
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978560
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978561
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Qualificação%20Doutorado-%20Laís%20Roquete%20-%20Final.docx%23_Toc507978562
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Qualificação%20Doutorado-%20Laís%20Roquete%20-%20Final.docx%23_Toc507978563
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978564
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978565
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978566
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978567
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978568
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978569
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978570
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978571
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978571
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978571
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978571
file:///C:/Users/laisr/Desktop/Defesa%20Tese/Tese%20Doutorado-%20Laís%20Roquete.docx%23_Toc507978571


13 
 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

Be-78: Berenice-78 

BSA: Albumina de Soro Bovino 

CCC: Cardiopatia chagásica crônica 

CD3+: Marcador de superfície celular de Linfócitos T 

CD4+: Marcador de superfície Celular da Subpopulação de Linfócitos T Auxiliares e 

CD8+: Marcador de Superfície Celular da Subpopulação de Linfócitos T Citotóxicos e 

Células NK 

DAI: Dias Após a Infecção 

DC: Doença de Chagas 

DTU: Discrete Typing Units 

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

FC: Frequência Cardíaca 

FE: Fração ejeção 

HE: Hematoxilina-Eosina 

ICC: Insuficiencia Cardiaca Congestiva 

ICC: Insuficiência Cardíaca Congestiva 

IFN:  Interferon 

IgM: Imunoglobulina M 

IHQ: Imuno-Histoquímica 

IL: Interleucina 

IL-10: Interleucina 10 

IL-6: Interleucina 6 

iNOS: Enzima Óxido Nítrico Sintase Induzida 

IP: Indice de Peso 



14 
 

MMP: Matriz Metaloproteinase 

mRNA: Ácido Ribonucléico Mensageiro 

NK: Célula Natural Killer 

NO: Óxido Nítrico 

PBS: salina tamponada com fosfato 

PCR: Reação em Cadeia da Polimerase 

qRT-PCR: Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real 

RNA: Ácido Ribonucléico 

SNA: Sistema Nervoso Autônomo 

TBS-T: Tampão Tris-Salina acrescido de Tween-2 

TGF-beta: Fator de Crescimento Tumoral 

Th1: T Helper tipo 1 

TNF: Fator de Necrose Tumoral 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

 

 

1.0 Introdução 

 

1.1. O Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas  

 

O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado da ordem Kinetoplastidae, 

sendo assim classificado por apresentar em sua estrutura interna uma organela conhecida 

como cinetoplasto, rica em DNA mitocondrial condensado (kDNA), próximo ao ponto 

de origem do flagelo (Brener, 1973).  

O ciclo biológico do T. cruzi é complexo e caracterizado pela presença de 

diferentes estágios de desenvolvimento; possui um hospedeiro vertebrado (ex: 

mamíferos) e um hospedeiro invertebrado (vetor). Os insetos da família Reduviidae 

(hospedeiro invertebrado) são popularmente conhecidos como “barbeiros” (Peretolchina 

et al, 2018).  

A infecção pelo T. cruzi é naturalmente iniciada na camada dérmica ou mucosa 

conjuntival por tripomastigostas metacíclicas depositadas junto às fezes ou urina de 

triatomíneos durante o seu repasto sanguíneo. Entretanto, o T. cruzi pode ser transmitido 

ao homem por vias alternativas, normalmente, transfusão sanguínea, transmissão 

congênita, infecção acidental de laboratório, transplante de órgãos e transmissão oral 

(Coelho et al, 2002). Em países não endêmicos como os da América do Norte e Europa, 

os imigrantes infectados oferecem risco de perpetuar a infecção pela transfusão de sangue 

ou congênita; a triagem e diagnóstico em mulheres grávidas e seus filhos são medidas de 

controle essenciais (Coura and Borges-Pereira, 2010; WHO, 2017). 

A infecçao pelo T. cruzi é o evento desencadeador da doenca de Chagas, 

descoberta e descrita pelo médico sanitarista brasileiro Carlos Justiniano das Chagas, na 

cidade de Lassance/MG (Chagas; 1909). A doença de Chagas ou Tripanossomíase 

Americana é endêmica na América Latina, onde, de acordo com a organização mundial 

da saúde, afeta cerca de 6 milhões de pessoas (WHO, 2017).  

Caracteriza-se por apresentar duas fases clínicas: fase aguda e fase crônica. A 

primeira marcada pela identificação de formas tripomastigotas no sangue do paciente, 

sinais clínicos inespecíficos (febre, edema, linfadenopatia) que iniciam de 6 a 10 dias 
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após a entrada do parasito, podendo permanecer por 6 a 8 semanas. Pode, ainda, ocorrer 

alterações eletrocardiográficas (Brener, 1987, Prata, 1994). Após a fase aguda, a maioria 

dos indivíduos infectados pelo T. cruzi é conduzida para uma fase latente da doença, 

também conhecida como forma crônica indeterminada, permanecendo sem manifestação 

clínica detectável por décadas ou pela vida toda. Outros indivíduos podem desenvolver 

sinais clássicos como taquiarritmias, alterações no sistema nervoso autonômico, 

alterações na motilidade do esôfago e do intestino (apresentando o quadro de 

megaesôfago e megacólon) e eventos progressivos cardiovasculares levando ao quadro 

conhecido como cardiopatia chagásica – CC (Marin-Neto et al, 2017). A CC apresenta 

um caráter inflamatório progressivo, fibrosante e debilitante, afetando o arcabouço 

estrutural e a funcionalidade do coração (Rocha et al, 2007). 

A presença do T. cruzi no organismo de mamíferos induz uma complexa interação 

entre suas glicoproteínas de membrana e os receptores das células de defesa do hospedeiro 

emergindo uma resposta inflamatória focal e/ou sistêmica (particularmente em tecidos 

musculares, onde o parasito se aloja) objetivando a eliminação do parasito. O quadro 

inflamatório nos diversos órgãos de acometimento apresenta relação direta com a 

presença de parasitos (ninhos de amastigotas) e com a predominância de células 

mononucleares próximas das células parasitadas (Andrade, 2000). A resposta 

inflamatória após a infecção pelo parasito é essencial para a eliminação do T. cruzi, mas 

também torna-se primordial para os eventos patológicos digestórios e cardíacos, 

observados durante o curso da doença (Garcia et al. 2010). 

 

1.2 Proteínas inflamatórias na matriz extracelular.   

 

 A matriz extracelular (MEC) consiste em uma rede intrínseca de macromoléculas 

responsável por preencher os espaços intercelulares nos tecidos. A diversidade das 

diferentes macromoléculas e a forma como estão organizadas definem a estrutura da 

MEC, responsável pela adaptação funcional, resistência, transporte e 

comunicação/sinalização entre as células os tecidos (Alberts, et al., 2014; Turner et al., 

1989). 

A MEC é composta por duas principais classes de macromoléculas, as proteínas 

fibrosas e os glicosaminoglicanos (GAGS). Os GAGS geralmente se encontram 

associados a outras proteínas, formando os proteoglicanos. Proteínas fibrosas são 
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divididas em proteínas responsáveis pelo arcabouço estrutural, como colágeno e elastina 

e proteínas relacionadas á adesão matriz-célula, como fibronectina e laminina (Berrier & 

Yamada 2007; Kielty, et al., 2002). O tecido muscular cardíaco é um dos sítios 

importantes da infecção pelo T. cruzi já na fase inicial da infecção, mas principalmente 

na fase crônica onde há uma prevalência de parasitos (Egui et al, 2018). Como 

consequência, inúmeras células do sistema imune são ativadas e produzem mediadores 

inflamatórios de naturezas lipídicas e proteicas, além de coexistir a participação da 

resposta imune humoral atuando contra o parasito e também contra o próprio hospedeiro 

(Mocelin AO, et al 2005; Dutra & Gollob, et al 2008). Durante a tentativa de eliminar 

este parasito há, inevitavelmente, destruição de células hospedeiras e de plexos 

simpáticos e parassimpáticos, essenciais para o funcionamento autonômico cardíaco, 

além de ocorrer deposição de colágeno intermeando as áreas inflamadas. Estas ações, em 

conjunto, culminam em uma nova reorganização estrutural do órgão, afetando 

negativamente a funcionalidade do coração, sendo este evento denominado 

remodelamento cardíaco (Marin-Neto et al. 2007). 

Por definição, o remodelamento cardíaco é uma alteração conformacional das 

células e da matriz extracelular do coração em resposta às mudanças moleculares, 

celulares e intersticiais. A MEC exerce um papel biológico dinâmico frente ao estresse 

descrito anteriormente e, no caso particular da cardiopatia induzida pelo T. cruzi, o 

colágeno produzido, em consequência da infiltração maciça e constante de células 

inflamatórias no miocárdio, promove alterações morfométricas importantes aos 

cardiomiócitos (Spinale et al. 2017). Essas alterações são dependentes da fibrose formada 

no miocárdio que, ao mesmo tempo que promove o reparo aos danos teciduais, também 

contribui para a dilatação ventricular e para o desenvolvimento da insuficiência cardíaca. 

Vale ressaltar que a fibrose cardíaca não deve ser definida apenas pelo aumento da MEC 

no interstício dos cardiomiócitos, mas também pela alteração na conformação, no tipo e 

na forma como o colágeno se organiza (Li et al. 2000). Durante esta mudança na 

conformação MEC cardíaca, o colágeno é substituído por fibras colágenas com baixa 

capacidade de interação, num processo dependente das endopeptidases zinco-

dependentes denominadas metaloproteinases (MMP) que, além de contribuírem para a 

dilatação ventricular (Rossini et al. 2010), regulam também a atividade inflamatória no 

sítio cardíaco (Spinale et al. 2017).  Estas alterações afetam, diretamente, a funcionalidade 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Egui%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30381063
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do coração e são, portanto, consideradas como importantes determinantes de progressão 

para os eventos de insuficiência cardíaca (Cohn et al. 2014). 

 

Tanto em modelo experimental quanto em investigações envolvendo seres 

humanos, é sabido que a infecção do coração pelo T. cruzi induz um substrato 

inflamatório persistente (Coura et al, 2007). Esse processo inflamatório consiste de 

células linfocitárias (T CD8+ duas a três vezes mais abundante que as células T CD4+) 

e, em menor extensão, mas não menos importante, macrófagos, eosinófilos, células B, 

neutrófilos e mastócitos (Brener & Gazzinelli 1997, dos Santos et al. 2001). Parte desse 

recrutamento leucocitário para o tecido cardíaco é coordenado por uma rede variada e 

integrada de quimiocinas/citocinas e seus respectivos receptores, sendo sua elevada 

expressão claramente associada com maior destruição do miocárdio ou mesmo disfunção 

cardíaca (Talvani et al. 2000, Talvani et al. 2004). 

O recrutamento de leucócitos para o local da infecção após a entrada do parasito 

depende da ação de quimiocinas. As quimiocinas são polipeptídeos de baixo peso 

molecular com características comuns no recrutamento seletivo de diferentes tipos 

leucocitários para o sítio da inflamação, através de gradientes de concentração e conforme 

a expressão de seus receptores nessas populações celulares (Frangogiannis 2004; 

Filippatos et al. 2003). Assim, recrutamento de leucócitos pode provocar também o 

aumento da expressão dos receptores de quimiocinas e das moléculas de adesão 

envolvidas no processo de recrutamento celular (Ropert et al., 2002). 

A proteína quimiotática para monócitos-1 (MCP-1)/CCL2 tem sido observada em 

macrófagos e cardiomiócitos humanos, ele é sintetizada por monócitos, células 

endoteliais, musculares lisas, epiteliais; (Kim et al., 2005; Machado et al., 2010). Essa 

quimiocina demonstra importantes correlações clínicas entre peptídeos/proteínas 

inflamatórias circulantes. Talvani e colaboradores (2004 a e b) reforçam que além de 

citocinas/quimiocinas (ex. TNF e CCL2), a alta expressão de seus receptores apresentam 

uma boa correlação com o gravidade da disfunção cardíaca.  

A citocina IL-10 apresenta uma marcante atividade regulatória, está envolvida na 

supressão da proliferação de células T (Taga & Tosato, 1992). A IL-10 é responsável pela 

diminuição da síntese de IL-2, e secundariamente inibindo o IFN-gama, um importante 

promotor da resposta pró-inflamatória. Hunter e colaboradores (1997) demonstraram que 

apesar de camundongos deficientes na produção de IL-10 desenvolverem menor 
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parasitemia, apresentam índices de mortalidade maiores, mostrando como é essencial o 

equilíbrio na produção de mediadores pró inflamatórios e regulatórios. 

1.3 Participação das metaloproteinases na infecção pelo Trypanosoma cruzi  

Dentre as diferentes MMPs, a MMP-2 e a MMP-9 destacam-se por seu 

envolvimento em doenças cardíacas pela degradação dos componentes da matriz no 

coração (Mittal et al. 2014) e, sendo este o alvo de maior relevância para a 

clínica/pesquisa básica associado à infecção humana/experimental pelo T. cruzi, estas 

MMPs tornaram-se importantes alvos de investigação. Em camundongos infectados pelo 

T. cruzi e tratados com fármacos da classe das tetraciclinas (doxiciclina), propostas como 

inibidores exógenos das MMPs (Castro et al. 2011), foi investigada a atividade das MMP-

2 e MMP-9 e observado um aumento da sobrevida deste animais e redução da inflamação 

cardíaca e dos níveis circulantes de TNF, IFN-gama e óxido nítrico (Gutierrez et al. 2008). 

Este estudo in vivo, sugere a participação destas MMPs na indução da miocardiopatia 

experimental, possivelmente associada à migração de células inflamatórias para o tecido 

cardíaco. Porém, o T. cruzi tanto é capaz de reduzir formas latentes e ativas de MMPs em 

cultura de hepatócitos quanto induzi-las (MMP-2 e MMP-9) em culturas de cadiomiócitos 

(Geurts et al. 2011). No contexto da transmissão materno-fetal, foi demonstrado que o T. 

cruzi induz expressão e atividade das MMP-2 e MMP-9 na vilosidade coriônica humana 

e que, ao ser incubada com parasitos em presença de doxiciclina, há prevenção de lesão 

tecidual e redução parcial de infecção ex vivo neste tecido (Castillo et al. 2012). Por meio 

de análise densitométrica da atividade das MMPs, recentemente, demonstrou-se que 

indivíduos soropositivos para o T. cruzi apresentaram aumento de MMP2 e MMP-9 

quando comparados com indivíduos sem infecção, sendo a MMP-9 mais relacionada com 

anormalidades eletrocardiográficas nestes indivíduos, enquanto a MMP-2 relacionou-se 

mais com a presença de relaxamento anormal cardíaco em indivíduos com cardiomiopatia 

dilatada (Bautista-Lopes et al. 2013). Ainda, uma associação dos níveis circulantes destas 

MMPs (2 e 9) foi reforçado em indivíduos com as formas crônicas indeterminada e 

cardíaca da doença de Chagas, onde os níveis séricos de MMP-9 mostrou-se associado 

com cardiopatia grave (Fares et al. 2013). Estes autores ressaltaram, ainda, as células T 

CD8+ como as principais fontes tanto de MMP-2 quanto MMP-9. Ainda há poucos 

estudos envolvendo as MMP-9 e a infecção pelo T. cruzi, mas sabe-se que as MMPs são 

essenciais para o tráfego de leucócitos pelos tecidos atuando na digestão das moléculas 
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da MEC (Hu et al. 2007, Zozulya et al. 2007, Figueiredo et al. 2018). Tanto a MMP-2 

quanto a MMP-9 são capazes, ainda, de clivar quimiocinas essenciais no processo 

inflamatório associado à infecção pelo T. cruzi, como a CCL2, TGF-b e IL-1 

βpromovendo um mecanismo indireto de regulação de fluxo de células para o foco 

inflamatório (Deschamps & Spinale 2006, Paiva et al. 2009). As MMPs tornam-se, 

portanto, cruciais para a instalação da resposta inflamatória na infecção cardíaca pelo T. 

cruzi sendo que a atividade descontrolada destas proteases traduziria em dano tecidual 

grave e até morte ao hospedeiro mamífero. 

1.4 A aplicabilidade do modelo cão no estudo da cardiopatia chagásica 

O modelo cão tem sido utilizado por diversos pesquisadores por apresentar 

aspectos fisiológicos e cardíacos semelhantes da doença de Chagas desenvolvida no 

homem (Lumb et al., 1959; Mirowski et al., 1970).  

Durante a fase aguda da infecção em cães é possível observar alterações cardíacas 

como: bloqueio de ramo esquerdo e intraventricular, lesões apoptóticas e necróticas, além 

de um intenso processo inflamatório acarretando em citotoxidade. Os animais que 

sobrevivem a esta fase passam a uma fase latente da infecção, sem sinais de doença, com 

eletrocardiogramas normais (Andrade et al., 1981; Andrade, 1984).  Já na fase crônica, o 

modelo cão pode desenvolver a forma cardíaca apresentando:  cardiomegalia, arritmias, 

edema periférico, ascite e derrame pericárdico e um quadro de miocardite crônica 

progressiva. É possível observar, também, o desenvolvimento de uma inflamação 

cardíaca difusa, característica da CC humana (Tafuri et al., 1988; Caldas et al 2009; Diniz 

et al., 2010).  

 

Estudo realizado por Lana e colaboradores (1992), demonstrou que cães sem raça 

definida infectados pelo T. cruzi apresentam reações sorológicas positivas (IgM, IgG e 

IgA) bem como o desenvolvimento da cardiopatia chagásica crônica fibrosante difusa, 

similares a cardiopatia chagásica crônica humana. Guedes e colaboradores (2002) 

demonstraram que animais infectados com as diferentes cepas (Be-78, Y e Colombiana) 

que receberam tratamentobenznidazol (Bz) apresentou aumento de sobrevida e a cura 

parasitológica; sendo em 68,75% dos animais na fase aguda; e 38,7% dos crônicos 

infectados com a cepa Be-78 apresentaram cura. Esses resultados mostraram que a 
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resposta terapêutica a essa droga foi similar àquela encontrada em triagens clínicas de 

pacientes tratados com o fármaco. 

Diante desses dados o cão se apresenta como um modelo ideal pois ao longo da 

infecção é possível o isolamento do parasito. O cão apresenta reações sorológicas 

positivas que indica a persistência da infecção; ele também apresenta manifestações 

clínicas da doença de Chagas crônica induzindo resposta imune contra o tecido do 

hospedeiro (Laranja 1953, Lana et al. 1992, Andrade et al., 1996; Sosa Estani et al., 1998; 

Guedes et al. 2009; Chan et al, 2009; WHO, 2017) 

1.5. Estrtágias farmacológicas  

O Bz permanece como o fármaco de escolha para o tratamento etiológico da doença 

de Chagas no Brasil sendo sua maior eficácia terapêutica na fase aguda da infecção 

(Andrade et al.,1992). Este fármaco atua na via formação de radicais livres responsáveis 

pelas atividades anti-T.cruzi, exercendo uma função tripanocida por mecanismos 

complexos que envolvem ligação a lipídeos, proteínas e ao próprio DNA do T. cruzi. O 

tratamento com esse fármaco visa a eliminação do parasito e, secundariamente, o retardo 

da progessão inflamatória nos tecidos acometidos (Stoppani et al, 1999; Urbina, et al 

2010). 

No entanto a procura por outros fármacos que apresentam este foco de atuação na 

reposta imune do hospedeiro apresenta-se como uma terapêutica necessária (Silveira et 

al., 2000). Neste sentido, nosso grupo de pesquisa teve como presente objeto de 

investigação um antibiótico da classe tetraciclina – a doxiciclina (Dox). A Dox atua 

inibindo a síntese protéica bacteriana e apresenta uma atividade nas infecções bacterianas 

possuindo um largo espectro contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

Apresenta diversas propriedades favoráveis, tais como amplo espectro de ação, baixa 

toxicidade, baixo custo e podem ser, na maioria dos casos, administradas por via oral (Liu 

et al, 2017).  

A Dox é parcialmente inativada pelo metabolismo hepático, sendo esta 

tetraciclina capaz de atingir seu nível sérico entre 2 a 4 horas com meia-vida de 12 a 22 

horas, sendo eliminada pelas fezes enquanto outras tetraciclinas são excretadas pelo rim 

(lactMed, 2006). Alguns efeitos adversos frequentes causados pela classe das tetraciclinas 

e suas formas semi-sintéticas são distúrbios gastrointestinais, incluindo anorexia, vômito, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28662828
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náuseas e diarréia, ulcerações na boca, irritação da região perianal e reação de 

fotossensibilidade (Griffin et al 2010).  

Portanto, ao utilizar terapia com doses sub-microbiais da doxiciclina (antibiótico 

com ação inibidora de MMPs) em concomitância com o benznidazol (fármaco com ação 

anti-T.cruzi), nossa hipótese é que a mesma atue inibindo moléculas de matriz 

extracelular,citocinas, quimiocinas e receptores associados aos aspectos histopatológicos 

promovendo, desta forma, um ambiente protetor cardíaco em cães com a infecção 

experimental pelo T. cruzi. 
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2.0. Objetivos 

2.1. Objetivo Geral 

Caracterizar o perfil inflamatório e funcional no ventrículo esquerdo de cães infectados 

com a cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi após terapia com doxiciclina e 

benznidazol.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

1- Avaliar a função contrátil cardíaca em cães cronicamente infectados com a cepa 

Berenice-78 do T. cruzi e tratados com a doxiciclina e benznidazol. 

2- Avaliar a estrutura microscópica do tecido muscular cardíaco (ventrículo 

esquerdo - VE) com a quantificação do infiltrado celular nestes animais  

3- Avaliar a produção da quimiocina CCL2 no plasma e no VE dos cães infectados 

e estabelecer sua cinética.  

4- Identificar o perfil de expressão dos receptores de quimiocinas (CCR3, CCR4, 

CCR5, CCR6, CCR8 e CXCR3) no VE dos animais infectados com o T. cruzi.  

5- Identificar o perfil de expressão das citocinas TNF, IFN-gama e IL-10 e no VE.  

6- Avaliar a atividade e expressão proteica da MMP-2 e MMP-9 no VE. 

7- Estabelecer correlações entre os parâmetros inflamatórios cardíacos e os 

parâmetros ecocardiográficos nos animais cronicamente infectados pelo T. cruzi   
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4.0. Metodologia 

4.1. Animais 

 Neste trabalho foram utilizados 30 cães sem raça definida, com 4 meses de idade, 

de ambos os sexos, provenientes pelo Centro de Ciência Animal da Universidade Federal 

de Ouro Preto (CCA-UFOP). Os animais foram tratados com ração comercial e água ad 

libitum e separados em baias de acordo com seu respectivo sexo. Antes do início dos 

experimentos, foi realizado tratamento com anti-helmínticos e vacinação contra doenças 

infecciosas (Cinomose, Adenovírus tipo 2, Coronavírus, Parainfluenza, Parvovirose e 

Leptospirose canina). 

 Após este período, para melhor monitoramento, foi construída uma ficha 

individual para cada cão. Essa ficha era composta por: identificação, fotografia, idade, 

sexo, grupo experimental, medida naso-anal (do focinho até a base da cauda), peso e 

identificação das amostras de sangue colhidas de cada animal (Anexo 1). 

  Os procedimentos adotados neste trabalho estão de acordo com os princípios 

éticos de experimentação animal pré-estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA), tendo sido aprovados pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Perto (CEUA-UFOP), com Protocolo 

No. 2013/60, de 12 de fevereiro de 2014 (Anexo 2). 

4.2. Parasitos e infecção  

 Foram utilizados parasitos da cepa Berenice-78 do T. cruzi obtidos camundongos 

Swiss, mantidos no CCA-UFOP. Para esse procedimento foi realizada a contagem dos 

tripomastigotas em uma amostra isolada do material sanguíneo. Essa amostra foi 

posteriormente diluida em solucao salina a fim de determinar a existencia de 2x103 

parasitos em 0,5 ml de solução, que foi inoculada em cada animal. 

Aos quatro meses de idade os cães foram inoculados, via intraperitoneal, com 

2000 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa Berenice-78 do T. cruzi por quilograma 

de peso corporal dos animais. A infectividade da cepa foi verificada pela observação, através 

do exame de sangue a freco, de parasitos no sangue periférico dos cães inoculados.  
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4.3. Tratamento e eutanásia  

 Os animais infectados foram divididos em quatro grupos experimentais contendo 

seis cães em cada um, de acordo com a natureza do tratamento. Seis cães constituíram o 

grupo controle não infectado. Os grupos foram distribuídos de acordo com mostrado na 

tabela 1. 

 

Tabela 1. Grupos experimentais avaliados no experimento de quimioterapia 

Grupo T. cruzi Fêmeas Machos Tratamento 

1 Não 3 3 Nenhum 

2 Sim 3 3 Nenhum 

3 Sim 3 3 Doxiciclina 

(Dox) 

4 Sim 3 3 Dox + Bz 

5 Sim 3 3 Benznidazol 

(Bz) 

 

 

 Os fármacos utilizados foram Doxiciclina (Dox) ((4S,4aR,5S,5aR,6R,12aS)-4-

(dimethylamino)- 3,5,10,12,12a-pentahydroxy- 6-methyl- 1,11-dioxo1,4,4a,5,5a,6,11, 

12a-octahydrotetracene- 2-carboxamide) (Pharmlab®) e Benznidazol (Bz) (N-benzyl-2-

(2-nitro-1H-imidazol-1-yl) acetamide) (LAFEPE). 

 Para o tratamento diário dos animais foram empregados comprimidos, contendo 

100 mg de Dox (diluídos em PBS + carboximetilcelulose 0.5% acrescido de caldo de 

carne para melhorar a palatabilidade), administrados individualmente por via oral. O 

medicamento foi administrado em duas doses de 50mg (manhã – inicio da noite), o 

tratamento foi iniciado aos 2 meses após a infecção pelo T. cruzi e administrado durante 

todo período do experimento, totalizando 12 meses de tratamento.  

A terapia com o Bz teve início a partir do 9º mês de infecção com duração de 60 

dias na dose diária de 7mg/kg por animal, administrado em duas doses (manhã - início da 

noite). O tratamento foi realizado por uma dupla de pesquisadores/estudantes, onde um 

pesquisador imobilizava o animal e o outro ministrava os medicamentos em uma seringa 

por via oral.  
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Durante o período de tratamento, seis amostras de 10mL sangue foram coletadas 

para obtenção de plasma e armazenadas em Freezer -80°C para realização de testes 

bioquímicos e avaliação de citocinas. O sangue foi coletado em tubo estéril (esterilizado 

com raio gama) de coleta S-Monovette® 90mm x 13mm contendo heparina acoplado a 

agulha múltipla estéril 0,8 x 25MM (Sarstedt Ltd, São Paulo, Brasil). 

 Para a eutanásia, os animais foram submetidos a um procedimento de anestesia 

com Tiopental sódico (Tiopentax, Cristália®) na dose de 20mg/Kg, seguido de uma 

injeção de 20 ml de cloreto de potássio (KCl) a 19,1%. Após constatação do óbito o 

animal era transferido para uma mesa de necropsia, em uma sala isolada, no laboratório 

de práticas cirúrgicas do CCA-UFOP. A Eutanásia foi realizada quando os animais 

completaram 18 meses de vida. 

Para avaliar a ocorrência de variações no peso dos cães durante o tratamento, os 

animais foram pesados mensalmente durante todo o período de tratamento. O ganho de 

peso dos animais logo após o tratamento foi calculado subtraindo-se o peso de cada cão 

um dia após o término do tratamento pelo peso imediatamente antes do tratamento.  

4.4. Ecocardiografia 

 Os animais foram submetidos a exames de ecorcardiograma: na pré-infecção, aos 

2, 4, 8, 11 e 14 meses pós infecção, para avaliação funcional do órgão, em particular do 

ventrículo esquerdo. Para tal procedimento, o animal era pesado e posteriormente 

anestesiado com 0,5 mL/Kg corporal de Tiopental sódico (0,03 g/mL de solução salina 

0,9%) por via endovenosa e logo após posicionados em decúbito lateral direito, com os 

membros mantidos em ângulo de 90º em relação ao corpo, sobre uma superfície isolante 

elétrica. Após esse procediemento era realizada a tricotomia (nas patas e região torácica), 

aplicação de gel e inserção dos eletrodos. Foram avaliados os dados de eixo longo e eixo 

curto durante a diástole e a sístole; com esses parâmetros calculou-se os valores de área 

do ventrículo esquerdo durante diástole, volume ventricular em diástole, volume 

ventricular em sístole e fração de ejeção. As imagens da ecocardiografia eram obtidas por 

intermédio do aparelho MyLab 30 cardiovascular (Esaote), as leituras e interpretaçãoes 

foram realizadas por um operador devidamente treinado e que desconhecia os tratamentos 

e/ou grupos experimentais. 
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Figura 1: Imagem ilustrativa do procedimento de ecocardiografia  realizado em um dos 

cães do grupo experimental. Local: Centro de Ciências Animals (setor do canil) da UFOP.

  

4.5. Ensaios imunoenzimáticos 

O ensaio imunoenzimático (ELISA) foi realizado utilizando –se o plasma e o macerado 

do ventrículo esquerdo. Para este ensaio foram utilizados kits, sendo todos os anticorpos 

e reagentes reconstituídos e aliquotados de acordo com as orientações dos - R&D 

Systems, Minneapolis, USA. Em placas de 96 poços foram adicionados 100 µl de 

anticorpo monoclonal contra o peptídeo (anticorpo de captura), reconstituído em PBS, 

sendo estas placas incubadas por 12 horas a temperatura ambiente. Os anticorpos não 

adsorvidos pelas placas foram descartados, por inversão e sucessivas lavagens em PBS-

Tween (PBS adicionado de 0,05% de Tween 20) e as placas foram bloqueadas com 100 

µl/poço de uma solução contendo PBS-BSA 1%, durante 1 hora a temperatura ambiente. 

A seguir as placas foram novamente lavadas. As amostras foram aplicadas em um volume 

de 100 µl para cada poço. Paralelamente, a proteína investigada foi diluída em várias 
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concentrações para o estabelecimento da curva padrão e, a seguir, foi realizada incubação 

por 2 horas em temperatura ambiente. 

Os anticorpos secundários (anticorpo de detecção), após os poços serem 

devidamente lavados, foram diluídos em PBS-BSA 0.1% e incubados por 2 horas à 

temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada e 100 µl de estreptoavidina ligada à 

peroxidase (na diluição recomendada pelo protocolo de cada kit) em PBS-BSA 0.1% 

foram adicionados à placa e a mesma incubada por 20 minutos à temperatura ambiente. 

O cromógeno escolhido para revelação foi a Tetrametilbenzidina (Color Reagent 

B - R&D Systems, Minneapolis, USA). Cinco ml do cromógeno foi adicionado a 5 ml de 

água oxigenada(H2O2) adquirida pelo mesmo fabricante (Color reagent A - R&D 

Systems, Minneapolis, USA). Cem microlitros dessa solução foram adicionados em cada 

um dos poços e após vinte minutos de incubação em ausência de luz e temperatura 

ambiente, a reação foi bloqueada adicionando-se 100 µl de H2SO4 2,5M por poço. A 

leitura da intensidade de coloração foi realizada em leitor de ELISA utilizando-se o 

comprimento de onda de 450 nM, imediatamente após a adição de H2SO4 para o bloqueio 

das reações. A quantificação da citocina presente nas amostras foi determinada baseada 

na densidade óptica obtida com a curva padrão de concentrações conhecidas dos 

peptídeos, analisadas pelo software SOFTmax PRO 4.0. 

Os ensaios imunoenzimáticos de ELISA, realizados segundo o procedimento 

descrito a cima, foram aplicados para detecção dos níveis da quimiocina CCL2/MCP1, 

utilizando kit R&D Systems, Minneapolis, USA. 

4.6. Histologia convencional: 

4.6.1. Preparação do tecido  

O tecido muscular cardíaco, fixado em formaldeído tamponado a 10%, foi 

desidratado em banhos sucessivos em álcool etílico, permanecendo, respectivamente, em 

álcool 70%, 80%, 90%, e 2 banhos de álcool absoluto em diferentes recipientes cada 

banho, por 30 minutos em cada um. Após a desidratação, os tecidos foram diafanizados 

com dois sucessivos banhos em xilol, permanecendo trinta minutos em cada recipiente. 

Em seguida, as amostras foram submetidas a dois sucessivos banhos de 15 minutos cada 

um, respectivamente, em parafina I, parafina II a 60°C. Após esse procedimento s tecidos 

foram incluídos em blocos de parafina. 
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As lâminas que receberam os tecidos foram tratadas com álcool etílico e albumina 

com cânfora. Os cortes foram feitos em micrótomo com espessura de 4µm. Depois de 

realizado os cortes, o fragmento destacado do bloco foi rapidamente colocado em um 

recipiente contendo água e álcool e, logo após, em água a 40°C para distender o corte. 

 

 

4.6.2. Coloração com Hematoxilina & Eosina 

 

As lâminas montadas foram submetidas à coloração de Hematoxilina & Eosina 

(H.E) para análise do infiltrado inflamatório e parasitismo em tecido muscular cardíaco. 

Inicialmente os cortes foram deparafinizados com dois sucessivos banhos em 

Xilol em recipientes diferentes por 30 minutos cada e, a seguir, hidratados com sucessivos 

banhos em concentrações decrescentes de álcool, sendo dois banhos de 15 minutos cada 

em álcool absoluto em diferentes recipientes, um em álcool 90%, 80% e 70% por 5 

minutos cada. Após a hidratação, os cortes foram lavados em água corrente por 5 minutos, 

corados pela hematoxilina por 1,5 minutos e lavados em água corrente novamente durante 

30 minutos. Em seguida, os cortes foram corados pela eosina por 40 segundos e lavados 

com 3 imersões em água corrente e mais 3 em álcool absoluto. Para montagem, as lâminas 

receberam uma lamínula com Entelan® (Merck, Alemanha). 

 

4.6.3. Fotodocumentação  

 

Antes da quantificação dos núcleos celulares e quantificação da área ocupada 

pelos parasitos (ninhos de amastigotas) no tecido muscular cardíaco, foi estabelecido o 

número mínimo de campos microscópicos que deveriam ser analisados para haver 

representatividade estatística. Foi utilizado um método onde o coeficiente de variação 

(CV) foi determinado a partir de contagens sucessivas dos campos histológicos. O método 

consistiu na obtenção de subgrupos menores de uma amostra de 70 campos aleatórios 

diferentes, avaliados de uma lâmina escolhida ao acaso. Foram sorteados subgrupos com 

número crescente de campos, onde os pontos 5, 10, 15,20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 

65 e 70 campos serão escolhidos. A análise dos valores obtidos foi feita pelo cálculo 

estatístico descritivo do conjunto de valores obtidos em cada subgrupo. Dessa forma, 

foram determinadas a média, o desvio padrão e o coeficiente de variação (CV) dos 
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resultados encontrados. Os sucessivos CV foram analisados até a obtenção de resultados 

constantes e o número de campos considerado como mínimo representativo será definido 

quando o incremento de campos não resultar em alteração superior a 20% no valor do 

CV. 

Foram feitas análises quantitativas do tecido muscular cardíaco dos animais para 

o infiltrado inflamatório e para a carga parasitária. Para quantificação do número de 

núcleos foram obtidas imagens (campos) aleatórias (área total percorrida i no microscópio 

foi igual à 2,24 x 106 µm2) de cada coração, com objetiva de 40X, utilizando uma 

microcâmera Leica DM 5000 B e o software de captura de imagens (Leica Application 

Suite versão 2.4.0R1). As imagens serão processadas por meio do programa analisador 

de imagens Leica Qwin V3. 

Para quantificação da carga parasitária no coração dos animais, foram obtidas 

imagens aleatórias de cada coração, com objetiva de 40X, em mesmo equipamento 

mencionado anteriormente e mensurada a área total de ninhos das formas amastigotas 

presente nos corações dos animais de cada grupo. Para esta análise será utilizado o 

software de domínio público MacBiophotonics ImageJ 1,43m, de distribuição gratuita 

pela National Institutes of Health, USA (NIH) 

4.7.  

4.7 Avaliação da expressão gênica por qRT-PCR para CCR5, CCR6, CXCR3,  

CCR3, CCR4 e CCR8 das citocinas TNF, IFN-gama e IL-10 

4.8.1 Extração e purificação do RNA total das amostras de ventrículo esquerdo  

Para a extração do RNA total, foram utilizadas aproximadamente 20mg de 

amostras de ventrículo esquerdo dos cães. Aos tubos contendo os fragmentos de tecido 

foram adicionados 1mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen, São Paulo, Brasil). As amostras 

foram maceradas utilizando um homogeneizador de tecidos (Tissue Lyser II, Quiagen, 

Hilden, Alemanha) e todos os instrumentos utilizados no processo de maceração, foram 

lavados com água tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC) e posteriormente limpos com 

gaze embebida com um removedor de nucleases (RNAses) RNAseAway (Invitrogen, São 

Paulo, Brasil). Posteriormente, o homogeneizado de cada amostra foi transferido para um 

tubo “eppendorf” de 1,5mL e mantidos no gelo até que todas fossem maceradas. Após o 

término, as amostras foram retiradas do gelo e incubadas à temperatura de 21-23ºC para 
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permitir a completa dissociação dos complexos de nucleoproteínas. Foram então 

adicionados 0,2mL de clorofórmio (Sigma, St. Louis, USA) para cada 1mL de TRIzol® 

aos tubos contendo o homogeneizado e em seguida foram fechados e agitados 

vigorosamente por 15 segundos e incubado por cinco minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000 x g em 

centrífuga (Eppendorf, NY, USA). A fase aquosa foi transferida para um novo tubo 

“eppendorf” de 1,5mL, seguido da adição de volume equivalente de etanol 95% (v/v) 

(preparado com água tratada com DEPC) e homogeneizado suavemente invertendo o tubo 

por três vezes para precipitação do RNA total. Para purificação do RNA total contido na 

amostra, utilizou-se o kit de extração de RNA total (SV total RNA Isolation System - 

Promega, Madison, USA) com algumas adaptações descritas a seguir. O RNA obtido 

como descrito acima, foi transferido para um “spin basket” acoplado a um tubo coletor 

de 2mL e centrifugado a 12000 x g por 2 minutos em centrífuga. O líquido residual no 

tubo coletor foi descartado após as centrifugações. Foram então adicionados 600μL de 

solução de lavagem (SV RNA Wash Solution) e em seguida centrifugado a 12000 x g por 

2 minutos. As amostras de RNA foram tratadas com DNase para assegurar a ausência de 

contaminação por DNA genômico. Para isso, foi preparado um mix contendo 40μL de 

“yellow core buffer”, 5,0μL MnCl2 0,09M e 5μL de DNAse e aplicado sobre a membrana 

do spin e incubado por 25 minutos a temperatura de 21-25ºC. Posteriormente, foi 

adicionado 200μL de “SV DNAse Stop Solution” para inibição da atividade enzimática 

da DNAse. Realizou-se então a centrifugação a 12000 x g por 2 minutos e o líquido 

contido no tubo coletor foi descartado. Foram adicionados 600L de solução de lavagem 

(SV RNA Wash Solution) e centrifugado por 12000 x g por 2 minutos. Adicionou-se 

então, 250μL de solução de lavagem (SV RNA Wash Solution), seguido de centrifugação 

a 14000 x g por 3 minutos. Posteriormente, o spin foi transferido para um tubo de eluição 

e adicionou-se 100μL de água livre de nucleases seguido de centrifugação a 12000 x g 

por 2 minutos. As amostras foram armazenadas em -80ºC até o momento do uso. 

4.8.2 Quantificação, avaliação do grau de pureza e integridade do RNA total 

extraído  

Para a quantificação e avaliação do grau de pureza do RNA extraído, foi utilizado 

espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, EUA). Foi utilizado 2μL de RNA 

total e o grau de pureza em relação à presença de proteínas foi avaliado utilizando a 
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relação dos valores de absorbância obtidos a A260/280nm. O grau de contaminação por 

outros compostos (como sais, polissacarídeos e compostos orgânicos como fenol) foi 

avaliado pela absorbância A260/230nm. A integridade do RNA extraído foi realizada em 

gel de agarose em condições desnaturantes e específicas para RNA. As amostras 

consideradas adequadas para avaliação dos níveis de transcritos de mRNA foram as que 

apresentavam bandas íntegras referentes as subunidades do RNA ribossomal. 

4.8.3 Transcrição reversa (síntese da 1ª fita de DNA complementar- cDNA) 

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando o kit “High Capacity cDNA 

Reverse Transcription kit” (Applied Biosystems, Foster City, USA) de acordo com as 

recomendações do fabricante. Brevemente, adicionou-se em um tubo 1μg de RNA total 

extraído presente em um volume final máximo de 10μL. Posteriormente, foi adicionado 

10μL do mix de transcrição reversa (RT Buffer 10X, dNTP Mix (100Mm) 25X, RT 

Random primers 10X, enzima Multiscribe, Rnase inhibitor e água livre de nucleases) em 

cada tudo de 0,2mL contendo o RNA. Além disso, foi adicionado um controle negativo 

contendo todos os reagentes menos a amostra, com o objetivo de se verificar possíveis 

contaminações dos reagentes. Subsequentemente, os tubos contendo as amostras foram 

colocados no termociclador (Veriti™ Termal Cycler, Applied Biosystems) nas seguintes 

condições: 1 ciclo de 10 minutos a 25ºC, 1 ciclo de 120 minutos a 37ºC, 1 ciclo de 15 

segundos a 85ºC e 1 ciclo de 5 minutos a 4ºC, consecutivamente. Após o término, os 

tubos foram retirados do termociclador e armazenados a temperatura de -20ºC até o 

momento da amplificação por PCR em tempo real. 

4.8.4 Expressão de citocinas por qRT-PCR 

O ensaio para avaliação da expressão gênica das citocinas TNF, IFN-gama e IL-

10 nas amostras de ventrículo esquerdo, foi realizado utilizando os iniciadores (primers) 

na concentração de 2,5p/mol, SYBR™ Green (Applied Biosystems, EUA), cDNA diluído 

5x em água livre de nucleases, perfazendo um volume final de 10μL de reação sendo a 

reação processada em termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems, EUA). Os primers utilizados nesse estudo estão descritos na Tabela 

3, assim como a sequência de nucleotídeos, a função e o tamanho dos amplicons. O ensaio 

foi realizado em duplicata para todos os genes juntamente com o gene normalizador 

presente na mesma placa que os genes avaliados. Os resultados foram expressos pelo 
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método CT comparativo (2-ΔΔCt) que consiste de uma quantificação relativa que utiliza 

fórmulas aritméticas para determinar as diferenças na expressão de um alvo de uma 

amostra comparando com a sua expressão em uma amostra controle. Sendo assim, neste 

tipo de análise é realizada uma normalização de expressão deste alvo para cada 

amplificação, ou seja, sua expressão é subtraída pela expressão de um gene constitutivo 

que é expresso de maneira semelhante em diferentes tecidos e em diferentes condições. 

Assim, para cada amostra alvo, foram amplificados os genes das citocinas (TNF, IFN-

gama, IL-10 e TGF-b) e o gene constitutivo (GAPDH), de forma a se obter os valores dos 

Threshold Cycles (Ct) correspondentes e a realização dos cálculos para obtenção dos 

resultados. 

Tabela 2: Sequência dos primers para receptores de quimicionas CCR3, CCR4, 

CCR5, CCR6, CCR8, CXCR3 e citocinas TNF, IFN-gama e IL-10 

 As sequências utilizadas foram baseadas nos nucleotídeos obtidos do Gen Bank 

Database. 

 

Alvo Sequência de Nucleotídeos (5`-3`) Alvo Sequência de Nucleotídeos (5`-3`) 

CCR3 CTAGCAGCCTCCCCTGAATTTA 

TGTTCAGACTCCTTTTGGGACT 
CCR6 AGCTGTTTGTGCCAATTGCTTA 

AAAATATTGCCCAGGAGGC 

 

 

CCR4 TTTGGACTAGGTCTCTGCAAGA 

AAAAGCCCACCAGGTACATC 

 

 

CCR8 TGATATCATCTCAAGCCCCTG 

AGCAACTTGCTGTCTCTTTGGA 

CCR5 TGTGTCTGCTTCAAAAGCCC 

TCACTTGTCACCACCCCAAA 

 

CXCR3 TTCTTTGCCATCCCAGATTTC  

ATGCATGGCATTTAGGCG 

 

 
 
TNF 

 
 
TTCCACGGCACAGTCAAG 

 

IFN- 

 
 

TCAACCCCTTCTCGCCACT 

 ACTCAGCACCAGCATCAC  GCTGCCTACTTGGTCCCTGA 

 

IL-10 

 
AGAACCACGACCCAGACATC 

  

 CCACCGCCTTGCTCTTATTC   
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4.9- Zimografia 

As zimografias foram executadas segundo protocolo previamente descrito por SUNG e 

colaboradores, 2007. Utilizou-se gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 8% contendo 

gelatina do tipo A de pele suína (Sigma Chem. Co, St. Louis, Mo. EUA ou gelatina padrão 

comercial) na concentração de 2 mg/mL e os géis de entrada poliacrilamida 5% (p/v) 

empregando-se placas de 0,75mm. Após obter a concentração proteica, se acrescentou o 

volume necessário para um total de 30 μg de proteina para cada amostra (de acordo com 

cálculos realizados para cada amostra), o tampão RIPA e tampão de amostra para SDS-

PAGE. Antes da aplicação no gel as mesmas foram aquecidas pordois minutos a 37ºC 

banho úmido. Um volume de 10 μL do marcador padrão de massa molecular (BLUeye 

Prestained Protein Ladder – Genedirex) foi utilizado em todas as corridas. A corrida da 

eletroforese foi realizada durante 120 minutos a 100 V no mesmo sistema utilizado para 

o western blotting. Após a eletroforese os géis foram cuidadosamente lavados 3 vezes em 

2.5% Triton X-100 para total remoção do SDS seguido de incubação a 37◦C por 24h em 

tampão contendo o substrato (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0.05% NaN3 

(pH 7.5). O SDS é o agente responsável pela ativação das metaloproteases mesmo na 

forma inativa sem clivagem proteolítica (TALHOUK et al. 1991).  

Os géis foram corados com 0.05% Coomassie Brilliant blue G-250 por 3 horas e 

descorados com solução descorante (4% metanol, 8% ácido acético e água). A atividade 

gelatinolítica foi visualizada por bandas não marcadas em um fundo azul representando 

áreas de proteólise no substrato de proteína.  

4.9.1 - Análise da densitometria de bandas 

A análise das bandas dos géis provenientes da Zimografia foram quantificadas 

com auxílio do software Quantity One (BioRad) utilizando uma estação de captura de 

imagem (Carestream 4000 MM Pro Image Station) e do software ImageJ versão 1.32j de 

domínio público http://rsb.info.nih.gov.ij/ onde a densidade óptica de cada banda foi 

detectada. Foi utilizado como parâmetro para análise o volume ajustado das bandas, 

diminuído do background. Inicialmente o sistema de análise calcula a média dos valores 

de densidade óptica para a região delimitada pelo operador. Esta região deve ter uma área 

suficiente para abrigar todas as bandas (uma de cada vez) visíveis no filme, não devendo 

ser alterada, quando se passa a analisar outra banda. 
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4.10. Análises Estatísticas 

Todos os resultados foram submetidos a testes estatísticos para confirmação 

matemática das possíveis diferenças entre grupos em suas respectivas análises. 

Inicialmente foi realizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para 

comparação simples entre 2 colunas foi utilizado o Teste t student. Para múltiplas 

comparações utilizou-se o teste One way ANOVA com pós-teste de Tukey quando as 

amostras apresentaram normalidade e Kruskal-Wallis com pós-teste Dunn´s para 

conjunto de dados não paramétricos. Para os testes de correlação foi utilizado o teste de 

Pearson e Spearman. 

Todas as análises e gráficos foram realizadas utilizando o software GraphPad 

Prism 5.01 e foi assumido um grau de significância de p<0,05
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5.0. Resultados 

5.1. Observações experimentais qualitativas 

 Durante o experimento não foi observado nenhum comportamento anormal dos cães 

independente da infecção e dos tratamentos recebidos. Não houve perda de animais 

relacionadas à infecção ou aos tratamentos. Todos os animais mantiveram a docilidade da 

fase “de filhote” não havendo incidentes com pesquisadores/estudantes que participaram 

dos experimentos. No entanto, foram relatados alguns eventos de agressividade entre os 

cães, dentro das baias, atribuídos aos períodos de cio das fêmeas.  

 A figura 2 mostra a alteração de peso dos cães tratados com Dox e Bz 

comparativamente aos cães infectados e não tratados. Não houve perda de peso significativa 

nos animais tratados, mostrando um aumento deste parâmetro proporcionamento ao  

crescimento dos animais. 
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Figura 2: Peso corporal dos cães. Peso corporal dos animais não infectados e infectados 

pela cepa Be-78 do T. cruzi sob tratamento com Dox, Dox+Bz e Bz. Animais foram pesados 

no início da infecção (Peso inicial) e ao final do tratamento/eutanásia (Peso final). Dados 

(mean±SEM) submetidos a One way ANOVA com pós-teste Tukey. Controle: animais não 

infectados. InfecçãoT. cruzi: animais infectados não tratado.
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5.2 Processo inflamatório no ventrículo esquerdo 

 O tecido muscular cardíaco (região ventricular esquerda) foi avaliado pela 

coloração de H&E e observou-se um padrão inflamatório de células mononucleares, de 

caráter difuso e elevado em todos os animais infectados.  

 Não se observou diferença entre os grupos de tratamento com Dox e grupo 

tratado com Dox + Bz (Figura 3). Todos os grupos tratados apresentaram diferença em 

relação ao grupo de animais infectados não tratados 
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Figura 3. Número de células inflamatórias (coloração H&E). Ventrículo esquerdo dos 

animais não infectados e infectados com a cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes 

tratamentos farmacológicos. Cães infectados com T. cruzi e tratados com doxiciclina 

(Dox), com benznidazol (Bz), ou com a associação de Dox + Bz. As linhas conectoras 

tracejadas indicam diferenças significativas entre os grupos (p<0,05). IL: infiltração de 

leucócitos. Nesta imagem não tinha a régua de proporção de tamanho? Não é a do artigo? 

Lembro que o Wandeson colocou a pedido da revista. 

Não infectado T. cruzi 

T. cruzi + Dox + Bz T. cruzi + Dox 

T. cruzi + Bz 

IL 
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5.3. Ecocardiografia 

Os dados relativos à funcionalidade cardíaca nos animais cronicamente infectados 

pelo T. cruzi (fração de ejeção, à espessura da parede cardíaca e septal) foram 

apresentados utilizando-se uma curva com início do tratamento e  2, 4, 8 11 e 14 meses 

após início da terapia, sendo a eutanásia realizada após a última coleta (14º mês).  

 As curvas das médias de porcentagem da fração de ejeção/m2 apresentaram  um 

declínio para os animais infectados, independente de existir ou não tratamento 

farmacológico. Ao término do tratamento, os animais infectados pelo T. cruzi 

apresentaram menor porcentagem na fração de ejeção/m2 menor quando comparado aos 

animais não infectados (Figura 4). 
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Figura 4: Porcentagem da fração de ejeção. Curva das médias de porcentagem de 

fração de ejeção/m2 nos 6 diferentes pontos; entre o ponto inicial e o ponto final de coleta 

de dados (14 meses) de cães infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi e tratados ou não com 

Doxiciclina (Dox) e/ou Benznidazol (Bz). Dados (mean±SEM) submetidos a One way 

ANOVA com pós-teste Tukey. Símbolo (*) representa diferença estatística entre animais 

não infectados em relação aos animais infectados não tratados e animais infectados com 

os diferentes tratamentos.  
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 Na avaliação da espessura da parede cardíaca do ventrículo esquerdo não houve 

diferença ao longo do tratamento.  No momento da eutanásia (14 meses de infeção) os 

animais tratados com Dox apresentaram maior espessura da parede quando comparados 

com os animais não infectados e aqueles tratados com Bz (Figura 5). 
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Figura 5: Espessura da parede cardíaca. Curva das médias da espessura da parede 

cardíaca em centímetros (cm); entre o ponto inicial e o ponto final de coleta de dados (14 

meses) de cães infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi e tratados ou não com Doxiciclina 

(Dox) e/ou Benznidazol (Bz). Dados (mean±SEM) submetidos a One way ANOVA com 

pós-teste Tukey. (*) representa diferença estatística entre animais tratados com Dox e os 

animais tratdos com Bz e não infectados (controle) no 14° mês.  
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 Semelhante ao descrito anteriormente, as curvas de espessura da parede posterior 

também não apresentaram diferenças entres os tratamentos, ao longo do experimento. No 

14° mês de tratamento os animais do grupo tratado com a combinação Dox + Bz 

apresentaram maior espessura da parede posterior quando comparada com o grupo de 

animais não infectados (Figura 6). 
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Figura 6: Espessura da parede posterior cardíaca. Curva das médias da espessura da 

parede posterior em centímetros (cm); entre o ponto inicial e o ponto final de coleta de 

dados (14 meses) de cães infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi e tratados ou não com 

Doxiciclina (Dox) e/ou Benznidazol (Bz). Dados (mean±SEM) submetidos a One way 

ANOVA com pós-teste Tukey. (*) representa diferença estatística entre animais tratados 

com Dox + Bz e os animais não infectados (controle) no 14° mês.  
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5.5. PCR em tempo real  

 Na avaliação da expressão de mRNA para os receptores de quimiocinas pela 

técnica de PCR em tempo real, os dados foram divididos em 2 painéis sendo - Painel A 

contendo CCR5, CCR6, CXCR3 (Figura 7) e Painel B contendo CCR3, CCR4 e CCR8 

(Figura 8).  

No painel A, é possível notar que a expressão do receptor da quimiocina CCR5 

encontra-se aumentada nos animais infectados em relação ao grupo não infectado. Esse 

grupo de animais infectados também apresenta maior expressão do receptor em relação 

aos grupos de animais tratados com Dox + Bz e tratado com Bz. Em relação ao grupo de 

animais tratados com Dox a expressão do receptor da quimiocina foi semelhante aos 

animais infectados não tratados (Figura 7).  

 Na avaliação de CCR6 apresentou perfil de expressão aumentada nos animais 

infectados, sendo que seus níveis apresentaram redução nos diferentes grupos de 

tratamento.  Não foi observada diferença na expressão de CCR6 entre o grupo de animais 

infectado não tratados e o grupo não infectado.  

 

Avaliando a expressão da quimiocina CXCR3 os animais não infectados 

apresentaram maior expressão apresentando diferença quando comparado ao grupo de 

tratamento com Dox + Bz com o grupo tratado com Bz. Os animais infectados não 

tratados não apresentaram diferença em seus níveis de expressão CXCR3 frente aos 

demais grupos avaliados.  
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Figura 7: Expressão de receptores de quimiocinas CCR5, CCR6 e CXCR3. 
Expressão de mRNA dos receptores de quimiocinas semelhantes a Th1 (CCR5, CCR6 e 

CXCR3) avaliada nos tecidos do ventrículo esquerdo de cães infectados pela cepa Be-78 

do T. cruzi. Os dados são representativos dos grupos (𝑛 = 5 animais) em que a expressão 

dos receptores de quimiocinas foi normalizada para a beta-actina. Dados (mean±SEM) 

submetidos a One way ANOVA com pós-teste Tukey. As linhas conectoras tracejadas 

indicam diferenças significativas entre os grupos (p<0,05).  
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 No painel B (Figura 8), a expressão do receptor da quimiocina CCR3 apresentou 

menor expressão no grupo tratado com Dox+ Bz quando comparado ao grupo de animais 

infectados não tratados.  

 Analisando a expressão do receptor das quimiocinas CCR4 e CCR8 podemos 

observar o mesmo perfil, onde os grupos de cães tratados com Dox + Bz e o grupo tratado 

com Bz apresentaram redução na expressão quando comparado aos animais infectados e 

não tratados. Para ambas as quimiocinas (CCR4 e CCR8), não observamos diferença na 

expressão do seu receptor entre os grupos de animais não infectados e animais infectados 

não tratados. 
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Figura 8: Expressão de receptores de quimiocinas CCR3, CCR4 e CCR8. Expressão 

de mRNA dos receptores de quimiocinas semelhantes a Th1 (CCR3, CCR4 e CCR8) 

avaliada nos tecidos do ventrículo esquerdo de cães infectados pela cepa Be-78 do T. 

cruzi. Os dados são representativos dos grupos (𝑛 = 5 animais) em que a expressão dos 

receptores de quimiocinas foi normalizada para a beta-actina. Dados (mean±SEM) 

submetidos a One way ANOVA com pós-teste Tukey. As linhas conectoras tracejadas 

indicam diferenças significativas entre os grupos (p<0,05). 
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Na análise da expressão do mRNA para as citocinas IFN-gama e TNF, foi 

observado aumento em sua expressão no grupo de animais infectados não tradados; esse 

grupo demostrou diferença na expressão quando comparado aos animais não infectados 

(Figura 9).  

 Sendo assim ambas as citocinas apresentaram o mesmo perfil de expressão, onde 

observamos um aumento da expressão no grupo de animais infectados não tratado quando 

comparamos o grupo de animais infectados Dox+Bz e Bz. Não foi observada diferença 

na expressão das citocinas IFN-gama e TNF entre os grupos de animais tratados com os 

diferentes fármacos.  

Na expressão da citocina IL-10 (no ventrículo esquerdo dos cães, houve um 

aumento no grupo de animais infectados não tratados quando comparado ao grupo de 

animais tratado com Bz (Figura 10). 
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Figura 9: Expressão do mRNA da citocina IFN-gama e TNF. Expressão do mRNA da 

citocina IFN-gama e TNF ventrículo esquerdo de cães infectados pela cepa Be-78 do T. 

cruzi. Os dados são representativos dos grupos (𝑛 = 5 animais) em que a expressão dos 

receptores de quimiocinas foi normalizada para a beta-actina. As linhas conectoras 

tracejadas indicam diferenças significativas entre os grupos.  
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Figura 10: Expressão do mRNA da citocina IL-10. Expressão do mRNA da citocina 

IL-10 ventrículo esquerdo de cães infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi. Os dados são 

representativos dos grupos (𝑛 = 5 animais) em que a expressão dos receptores de 

quimiocinas foi normalizada para a beta-actina. As linhas conectoras tracejadas indicam 

diferenças significativas entre os grupos (p<0,05).  

 

5.6 Cinética de produção da CCL2 

 Na cinética de avaliação sorológica dos níveis de CCL2 foram observadas 

concentrações maiores desta quimiocina após 8 meses de infecção nos grupos de animais 

infectados não tratado e no grupo de animais tratados com Bz em comparação ao grupo 

controle (não infectado). Essa mesma diferença foi observada no tempo de 14 meses após 

infecção, não sendo observada diferença entre os grupos com os distintos tratamentos 

farmacológicos (Figura 11). 
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Figura 1: Concentração plasmática da quimiocinas CCL2. Dosagem plasmática da 

quimiocina CCL2 por ensaio imunoenzimático (ELISA) dos animais não infectados e 

infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacológicos entre o 

ponto inicial, 8 meses e 14 meses após infecção. Dados (mean±SEM) submetidos a One 

way ANOVA com pós-teste Tukey. Símbolo (*) representam diferença estatística quando 

comparado ao grupo de animais não infectados.  

 

Foi realizada, também, a avaliação da quimiocina CCL2 no macerado do 

ventrículo esquerdo dos animais no 14º mês de infecção. No entanto não houve nenhuma 

alteração entre os grupos experimentais (Figura 12). 
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Figura 2: Concentração da quimiocinas CCL2 no ventrículo esquerdo. Dosagem no 

macerado tecidual da quimiocina CCL2 por ensaio imunoenzimático (ELISA) dos 

animais não infectados e infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos 

farmacológicos. Dados (mean±SEM) submetidos a One way ANOVA com pós-teste 

Tukey.  

5.7. Atividade das metaloproteinases 2 e 9 no ventrículo esquerdo  

 

Ao analisar a atividade da MMP-9 no ventrículo esquerdo (Figura 13) de cães na 

fase crônica, observa-se uma redução em sua atividade no grupo que recebeu intervenção 

terapêutica com a Dox em relação ao grupo de animais infectados não tratados.  

Ao avaliar a atividade da MMP-2 (Figura 14), nota-se aumento em sua atividade 

no grupo de animais infectados não tratados em comparação ao grupo que não recebeu 

intervenção terapêutica. Podemos observar redução da atividade da MMP-2 nos grupos 

infectados que recebram tratamento com Dox e grupo de tramento com Bz em relação ao 

gupo de animais infectados não tratado.  A figura 15 é representativa do gel de Zimogênio  
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Figura 13- Atividade de metaloproteinase 9 (MMP9) no ventrículo esquerdo. 

Fragmentos do ventrículo esquerdo dos animais não infectados e infectados pela cepa Be-

78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacológicos, foram processados por 

zimografia de gelatina para avaliação de da atividade das MMP-9. Dados (mean±SEM) 

submetidos a One way ANOVA com pós-teste Tukey. As linhas conectoras tracejadas 

indicam diferenças significativas entre os grupos (p<0,05).  

 

 

 

 

 

 

 



52 
 

+ 
D
ox

+ 
D
ox

 +
 B

z 

+ 
Bz

0

5000

10000

15000

20000

Trypanosoma cruzi

p<0.05

p<0.05

p<0.05

7
2
K

D
a
 a

tiv
id

a
d
e
 d

e
 M

M
P

2

(d
e
n
s
id

a
d
e
 d

e
 b

a
n
d
a
)

 

 Figura 14- Atividade de metaloproteinase 2 (MMP2) no ventrículo esquerdo. 

Fragmentos do ventrículo esquerdo dos animais não infectados e infectados pela cepa Be-

78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacológicos, foram processados por 

zimografia de gelatina para avaliação de da atividade das MMP-2. Dados (mean±SEM) 

submetidos a One way ANOVA com pós-teste Tukey. As linhas conectoras tracejadas 

indicam diferenças significativas entre os grupos (p<0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Imagem representativa das bandas de MMP- 9 e 2.  Imagem do gel de 

zimografia de gelatina, obtido a partir do soro dos cães não infectados e infectados pela 

cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacológicos. O gel foi digitalizado 

utilizando o scanner GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad) e a quantificação das 

bandas foi realizada através do software Quantity One®.  
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  5. 8 Correlação quimiocina CCL2  

 Em relação à quimiocina CCL2, responsável pela quimiotaxia de 

monócitos/macrófagos para o sítio inflamatório, foi também estabelecido um estudo de 

correlação. As análises de correlação foram realizadas com a concentração plasmática da 

e outros parâmetros inflamatórios e cardíacos.  

A quimiocina CCL2 e os núcleos inflamatórios da histologia em HE, não 

apresentaram correlação entre os grupos estudados. Não houve associação significativa 

quando relacionado às concentrações de CCL2 com porcentagem de fração de ejeção (%). 

Foram avaliadas a correlação entre as concentrações de citocina plasmática e no macerado 

do ventrículo esquerdo. No entanto não apresentaram correlação entre os grupos 

estudados (Figura 16). 

A Figura 17 mostra as análises de correlação que foram realizadas com a 

concentração plasmática da quimiocina CCL2 obtida do macerado cardíaco do ventrículo 

esquerdo dos animais e as dosagens de IFN-gama, TNF e IL-10. Não houve associação 

significativa quando relacionado às concentrações de CCL2 com TNF e IL-10. No entanto 

os níveis de IFN-gama apresentaram correlação com os níveis da quimiocina CCL2 

obtida do macerado cardíaco do ventrículo dos animais não infectados e infectados pela 

cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacológicos.  
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Figura 16: Correlação da quimiocina CCL2 parâmetros inflamatórios e cardíacos. 

A quimiocina CCL2 foi relacionada com os núcleos celulares inflamatórios, porcentagem 

de fração de ejeção e a concentração da quimiocina CCL2 obtida do macerado cardíaco 

do ventrículo esquerdo dos animais não infectados e infectados pela cepa Be-78 do T. 

cruzi sob diferentes tratamentos farmacológicos. Realizado o teste de correlação de 

Pearson e Spearman. 
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Figura 17: Correlação da quimiocina CCL2 com IFN-y, TNF e IL-10. A quimiocina 

CCL2 foi relacionada com IFN-y, TNF e IL-10 e a concentração da quimiocina CCL2 

obtida do macerado cardíacodo ventrículo esquerdo dos animais não infectados e 

infectados pela cepa Be-78 do T. cruzi sob diferentes tratamentos farmacológicos. 

Realizado o teste de correlação de Pearson e Spearman. 
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6. Discussão 

 

        

             A resposta inflamatória induzida pelo Trypanosoma cruzi em hospedeiros 

mamíferos é mediada por diferentes produtos celulares e por componentes moleculares 

da matriz extracelular, sendo responsáveis pela ativação e recrutamento celular, pelo 

aumento do estresse oxidativo e, como causa final, pela destruição e reparo tecidual.  

Portanto, esta resposta inflamatória atuaria como um “gatilho” para iniciar as alterações 

morfo-fisiológicas descritos na fase recente e tardia da infecção afetando, em especial, o 

coração de mamíferos. Estudos apontam para uma participação ativa do parasito no 

desenvolvimento da miocardite em pacientes chagásicos crônicos (Cunha-Neto et al, 

2009; Talvani et al, 2004; Tarleton, 2001; Caldas et al., 2012). Considerando que a 

permanência e a relação direta do parasito com seu hospedeiro são importantes fatores 

para a gênese das lesões cardíacas, torna-se essencial conhecer as características da cepa 

Be-78 de T. cruzi, utilizada no presente estudo.  

A cepa Be-78 foi isolada por Lana & Chiari em 1978. O primeiro caso clínico 

descrito pela literatura por apresentar a forma clínica assintomática da Doença de Chagas 

foi relatado na paciente Berenice.  A cepa Be-78 é considerada sensível à quimioterapia 

com Bz (Caldas et al., 2008) e pertence à DTU II (Moreno et al., 2010). Ressalta-se que 

uma cepa pode apresentar comportamento diferenciado, de acordo com o hospedeiro 

mamífero utilizado no processo de infecção. Estudos prévios demonstraram que a cepa 

Be-78 apresentava pouca virulência e patogênicidade em camundongos. No entanto, 

quando o modelo utilizado era o cão, esta cepa mostrou-se mais virulenta  e patogênica, 

em relação a outras como a cepa Be-62 (Lana et al, 1988; Lana et al, 1992). Lana et al. 

(1992) demonstraram que a cepa Be-78, quando inculada em cães, foi capaz de induzir 

uma cardiopatia crônica fibrosante difusa. Neste estudo, 80% de cães em fase aguda da 

infecção já demostraram alterações eletrocardiográficas como arritimias e bloqueio átrio 

ventricular. 

 No presente estudo, observamos por intermédio da  ecocardiografia uma menor 

fração de ejeção associada aos cães infectados quando comparado ao grupo de animais 

não infectados. Esse perfil foi observado à partir do 2° mês de tratamento com a Dox, 

mantendo esta ejeção reduzida durante todo período de tratamento (Dox e Bz) dos 

animais. 



57 
 

Santos e colaboradores, 2016, no estudo realizado com cães infectados com a cepa 

Be-78 do T. cruzi, tratados com Bz a 7,0 mg/kg por 60 dias, na fase crônica, mostrou que 

este tratamento induziu melhora moderada na disfunção sistólica dos animais; entretanto 

que essa melhora não seria acompanhada pela preservação  do crescimento das câmaras 

cardíacas, refletindo no volume do átrio esquerdo. Outro estudo, também em modelo cão, 

avaliou a eficácia do tratamento com Bz para prevenir alterações ecocardiográficas 

induzidas por diferentes cepas do T cruzi - Be-78, suscetível ao tratamento com Bz e as 

cepas VL ‐ 10 e AAS consideradas resistentes ao tratamento esse fámarco (Caldas, et al; 

2013). A terapia com Bz, neste referido estudo, preveniu a fibrose cardíacas nos animais 

infectados com cepa Be-78 e reduziu a fibrose nos animais infectados com a cepa AAS. 

No entanto, nos animais infectados com a cepa VL-10 o tratamento específico não alterou 

a deposição de colágeno apresentando alterações no bloqueio atrioventricular e na 

sobrecarga da câmara cardíaca aos 120 e 270 dias pós-infecção.  

Retomando o destaque para a cepa Be-78 do T. cruzi, avaliamos o perfil de 

quimicionas e seus receptores no ventrículo esquerdo dos cães infectados, sendo 

observado uma redução significativa da expressão de mRNA para as quimiocinas com 

perfil de resposta Th1 e Th2 e Th17. Animais tratados com Bz, Dox ou mesmo a 

combinação Dox+Bz apresentaram redução da expressão de mRNA para CCL20, IL-17, 

CCR6 e CXCR3 (Paula Costa & Lopes, et al; 2016).  

Um estudo similar avaliou a expressão de mRNA cardíaco de cães da raça Beagle 

infectados pelas cepas Y, Berenice-78 e ABC do T. cruzi, nas fases aguda e crônica. Os 

cães foram avaliados pelo grau de acometimento cardíaco, sendo os animais com forma 

cardíaca grave apresentadores de CCL5, CCL4 e CXCR3, quimiocinas com o perfil de 

resposta Th1, quando comparados àqueles com forma indeterminada de doença (Guedes, 

et al, 2010).  

 A importância das quimiocinas inflamatórias e/ou regulatórias, para a 

imunopatogênese da infecção foram extensivamente relatadas em modelos experimentais 

mas também evidenciadas em pacientes chagásicos nas últimas décadas (Virginia et al, 

2017; Talvani et a. 2004a, b). As alterações cardíacas observadas nos indivíduos crônicos, 

pode estar associada as interação entre IFN-gama e algumas quimiocinas e seus 

receptores, apresentando correlação de seus parâmetros. (Cunha-Neto et al. 2009).  
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Nossos dados revelam um efeito imuno-modulador com o uso do Bz, em primeira 

instância e secundariamente com a Dox durante a fase crônica da infecção em modelo 

cão. Esta relação entre a interação farmacológica e a expressão de quimiocinas e seus 

receptores pode estar associada a uma baixa destruição celular e a preservação da 

arquitetura cardíaca. As MMPs, contribuem para a degradação e remodelação do 

colágeno da MEC, as MMPs também desempenham papéis-chave na ativação de fatores 

de crescimento, de quimiocinas e de citocinas produzidas por muitos tipos de células, 

incluindo linfócitos, granulócitos e, em particular, macrófagos ativados. Sua síntese e 

secreção parecem ser importantes em vários processos fisiológicos, incluindo o processo 

inflamatório (Gutierres et al; 2008) 

A atividade das MMP-2 e MMP-9 na miocardite induzida pela infecção do T. cruzi 

em camundongos C57BL/6 apresentou elevação aos 14 dias após a infecção. Os 

camundongos foram tratados com doxiciclina para inibição de MMP e os resultados 

refletiram numa inflamação cardíaca reduzida, num atraso do pico de parasitemia e numa 

melhoria nas taxas de sobrevivência dos animais (Gutierrez et al; 2008). Outro estudo 

analisou a participação de MMPs no remodelamento da MEC durante a infecção ex vivo 

por T. cruzi, mostrando que a infecção induzia a expressão e a atividade de MMP-2 e 

MMP-9 em vilosidades coriônicas. A inibição das MMPs previniu o dano tecidual 

induzido pelo T. cruzi e diminui, parcialmente, a infecção ex vivo das vilosidades 

coriônicas (Castilho et al, 2012).  

Pacientes de um estudo de coorte prospectivo, foram agrupados em pacientes que 

apresentavam a forma crônica indeterminada e cardíaca da doença de chagas e os níveis 

de MMP-2 e MMP-9 da matriz sérica e de IL-1β e TNF avaliados (Fares et al, 2013). 

Demonstrou-se o envolvimento diferencial de MMP-2 e MMP-9 na patogênese da doença 

de Chagas. A MMP-9 mostrou-se envolvida na intensificação do remodelamento cardíaco 

e favorecimento do desenvolvimento da forma cardíaca da doença de Chagas enquanto o 

aumento nos níveis de MMP-2 associou-se a um remodelamento cardíaco menos intenso 

e/ou forma crônica assintomática. Recentemente, Medeiros e Colaboradores, 2017, 

avaliaram, nesse mesmo grupo de pacientes, a expressão de MMP-2, MMP-9, IL-1β, 

TNF, TGF-β e IL-10 por neutrófilos e monócitos, antes e após estimulação in vitro com 

antígenos de T. cruzi (Cepa Y). Os resultados mostraram que os antígenos derivados do 

T. cruzi promovem uma expressão diferencial de MMP-2 e MMP-9 em pacientes 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fares%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23856618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medeiros%20NI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28118356
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chagásicos podendo regular a expressão de MMPs em neutrófilos e monócitos, 

principalmente na ausência de alteração cardíaca.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 

7. Conclusão 

 

O tratamento crônico com a dose subantimicrobial da Dox, embora se apresente 

promissor por reduzir a expressão de quimiocinas e modulação de mediadores 

inflamatórios  no tecido cardíaco no presente modelo experimental, utilizando cães sem 

raça definida e infectados pela cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi, não repercutiu 

melhoria funcional cardíaca expressiva nos parâmetros avaliados neste estudo, tanto após 

monoterapia quanto em terapia de combinação com o Bz.  
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Anexo I  
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Anexo II  

Cão 22 

Preto, sobrancelha e bochecha marrom, peito e patas brancas (Macho) 

     

(foto com 4 meses de idade) 

Grupo 4 – Infectado tratado com Doxiciclina + Benznidazol (Infecção 03/01/2014)  

Medidas: 

Tempo Medida 

4 meses 82 cm 

6 meses 92 cm 

8 meses 100 cm 

12 meses 100 cm 

15 meses 100 cm 

18 meses 106 cm 

 

Peso 

Tempo Peso 

4 meses 11,6 kg 

6 meses 14,4 kg 

8 meses 20,6 kg 

12 meses 23,0 kg 

15 meses 25,0 kg 

18 meses 27,0 kg 

 

Coleta de sangue (plasma) 

Tempo Etiqueta da amostra 

4 meses 38 

6 meses 67 

8 meses 95 

12 meses 124 

15 meses 153 

18 meses 181 

 


