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Vários fatores atuam na patogênese da doença de Chagas (DCh), alguns são inerentes ao 

Trypanosoma cruzi, enquanto outros estão relacionados ao hospedeiro. Estudos demonstram 

uma associação entre o desenvolvimento de distintas formas clínicas e o tropismo tecidual de 

diferentes linhagens do T. cruzi, apontando o polimorfismo genético como fator crítico para 

o prognóstico da doença.  Dados prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que um 

isolado da cepa Berenice-78 (Be-78is) tem características histopatológicas semelhantes à 

cepa Be-62, bem como parasitemia semelhante à Be-78 parental, na fase aguda da DCh. 

Diante disso, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do polimorfismo biológico e 

molecular do T. cruzi sobre o processo inflamatório e as alterações da matriz extracelular no 

coração e cólon de camundongos ao longo da fase crônica da infecção experimental. Para 

isso 80 camundongos BALB/c foram divididos em quatro grupos experimentais: NI (não 

infectados), cepa Be-62, isolado Be-78is e cepa Be-78 parental, os animais foram 

eutanasiados aos 90 dias após a infecção (DAI). Os dados obtidos neste trabalho, mostram 

que os animais infectados pela cepa Be-78 parental mantiveram a carga parasitária no 

coração ao longo da infecção, se comparado aos dados da fase aguda (Nogueira-Paiva, 2015)  

no entanto, aos 90DAI, o processo inflamatório, exuberante na fase aguda foi capaz de gerar 

dano tecidual reparado com uma discreta fibrose, sugerindo na fase crônica recente, uma 

situação de equilíbrio entre parasito-hospedeiro, que pode estar relacionada à presença de 

amastigotas quiescentes, incapazes de gerar estímulo antigênico necessário à inflamação, 

portanto, “protegidas” do efeito citotóxico da resposta imune celular. Em contrapartida, os 

animais infectados pelo isolado Be-78is apresentavam um histotropismo preferencial para o 

cólon e uma resposta imune aparentemente controlada no coração, demonstraram, aos 

90DAI, neste órgão, carga parasitária maior que a observada na fase aguda (Nogueira-Paiva, 

2015) que embora, inferior em relação à cepa parental, acompanhada de processo 

inflamatório que foi importante no controle do parasitismo tecidual. Em detrimento do 

processo inflamatório sustentado na fase crônica, nenhuma alteração na expressão de 

laminina e conexina 43 foi observado nos animais infectados em relação os animais não 

infectados, o que pode estar relacionado ao aumento da citocina IL-10 encontrado nos 

animais infectados pelo isolado Be-78is que foi capaz de imunomodular o efeito citotóxico 

da resposta inflamatória. Assim, podemos concluir que no coração, o isolado Be-78is parece 

apresentar um perfil atrasado em relação à cepa Be-78 parental, podendo estar relacionado a 

uma patogenicidade inferior ou até mesmo por apresentar uma infecção mais silenciosa, 
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sendo necessárias análises mais tardias que poderiam evidencia melhor as lesões causadas 

nos casos clínicos na DCh.  

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Polimorfismo Biologico e Molecular; Matriz 

Extracelular 
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Several factors acting on the pathology of Chagas disease (DCh), some are inherent to 

Trypanosoma cruzi, while others are related to the host. Studies show an association between 

the development of different clinical forms and the geographical distribution of different T. 

cruzi strains, pointing to genetic polymorphism as a critical factor for disease prognosis. Data 

from our research group demonstrated that Be-78 has histopathological features similar to Be-

62, as well as the parental parasitemia of Be-78 in the acute phase of DCh. Therefore, this 

study aimed to evaluate the effect of T. cruzi biological and molecular polymorphism on the 

inflammatory process and extracellular matrix changes in the heart and colon of mice during 

the chronic phase of experimental infection. For this, 80 BALB/c mice were divided into three 

experimental groups: NI (uninfected), strain Be-62, parental Be-78is and Be-78 isolates, 

euthanized 90 days after infection (DAI). The data obtained in this work show that the 

animals infected with the parental Be-78 strain maintained the parasitic load on the heart 

throughout the infection, compared to the data from the acute phase (Nogueira-Paiva, 2015), 

however, at 90DAI, the process inflammatory, exuberant in the acute phase was able to 

generate tissue damage repaired with mild fibrosis, suggesting in the recent chronic phase, a 

situation of balance between host parasite, which may be related to the presence of quiescent 

amastigotes, unable to generate antigenic stimulus necessary for inflammation, therefore, 

“protected” from the cytotoxic effect of the cellular immune response. In contrast, the animals 

infected by the Be-78is isolate had a preferential histotropism for the colon and an apparently 

controlled immune response in the heart, demonstrated, at 90DAI, in this organ, a greater 

parasitic load than that observed in the acute phase (Nogueira-Paiva, 2015) which, although 

inferior to the parental strain, accompanied by an inflammatory process that was important in 

the control of tissue parasitism. To the detriment of the inflammatory process sustained in the 

chronic phase, no change in the expression of laminin and connexin43 was observed in 

infected animals compared to non-infected animals, which may be related to the increase in 

the cytokine IL-10 found in animals infected by the isolate Be -78is that was able to 

immunomodulate the cytotoxic effect of the inflammatory response. Thus, we can conclude 

that in the heart, the Be-78is isolate appears to show a delayed profile in relation to the 

parental Be-78 strain, which may be related to a lower pathogenicity or even to have a quieter 

infection, requiring later analyzes that could better evidence the injuries caused in clinical 

cases in DCh. 

Keywords: Trypanosoma cruzi, Biological and Molecular Polymorphism; Extracellular 

Matrix
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Be-78: Cepa Berenice-78 Trypanosoma cruzi 

Be-78is: Isolado obtido por hemocultura  
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BSA: Bovine Serum Albumin (Albumina Sérica Bovina) 

BZ: Benznidazol 

CCA: Centro de Ciências Animal 
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IFN-  Interferon-gama  
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IL-10: Interleucina-10  
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iNOS: Inducible Nitric Oxide Synthase (Enzima óxido nítrico sintase induzível)  
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NK: Natural Killer Cells (Células Natural Killer)  
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PBS: Phosphate-Buffered Saline (Tampão Salina-Fosfato) 
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RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Epidemiologia e formas clinicas da doença de Chagas 

A doença de Chagas (DCh), conhecida também por Tripanossomíase Americana, 

recebeu esse nome em homenagem ao pesquisador brasileiro Carlos Chagas que descobriu a 

doença em 1909. Em seus estudos, Carlos Chagas conseguiu delinear o ciclo biológico da 

doença bem como a relação homem, ambiente silvestre e o agente etiológico causador de 

doença, o Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (Chagas, 1909). Inicialmente, a DCh era relacionada a 

um problema de saúde pública negligenciada apenas da América Latina, sendo endêmica em 

21 países, porem, devido a migração de pacientes infectados para países da Europa e Ásia, 

hoje, a DCh está se expandindo mundialmente (WHO, 2019). Dados epidemiológicos 

mostram que existem cerca de 7 milhões de pessoas infectadas pelo T. cruzi no mundo, 70 

milhões vivendo sob o risco de contrair a DCh, 14 mil mortes por ano e que, somente cerca de 

1% dos pacientes acometidos pela doença tem acesso ao tratamento antiparasitário (DNDi, 

2019). O agente etiológico causador da DCh, o T. cruzi, é um protozoário hemoflagelado que 

pertence á ordem Kinetoplastida, família Tripanosomatidae e é capaz de infectar mamíferos 

como o homem e animais silvestres. Os hospedeiros invertebrados desse protozoário são 

insetos hematófagos e pertencentes à subfamília Triatominae, conhecidos popularmente como 

“barbeiros”.  

O ciclo se inicia quando o triatomíneo, durante o repasto sanguíneo, se alimenta de um 

mamífero infectado pelo T. cruzi no qual se encontram as formas tripomastigotas sanguíneas 

que ao chegarem ao estômago, em pH baixo, se transformam em epimastigotas e seguem para 

o intestino, onde irão se multiplicar por divisões binárias. Uma vez alcançando o reto, essas 

formas se transformam em tripomastigotas metacíclicas que são liberadas juntamente a urina 

e fezes, infectando outro hospedeiro, por meio de microlesões na pele ou mucosa adjacente, 

durante a hematofagia, reiniciando o ciclo no hospedeiro vertebrado (Machado et al., 2012; 

Brener, 1969). As tripomastigotas metacíclicas invadem as células do hospedeiro, 

principalmente as células do sistema mononuclear fagocitário (SMF), retraem seu flagelo e se 

transformam na forma amastigota, que dentro da célula, iniciam sucessivas divisões binárias. 

Logo após inúmeros ciclos de replicação, as formas amastigotas dispõem novamente seu 

flagelo transformando-se nas formas tripomastigotas, que rompem a célula e são liberados na 

corrente sanguínea invadindo outras células e tecidos (Machado et al., 2012; Cuevas et al., 

2003; Leite et al., 1998; Brener, 1978). A via de transmissão vetorial representa a via clássica, 
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sendo o Triatoma infestans, o Triatoma dimidiata e o Rhodnius prolixus os principais vetores 

do ciclo periurbano da DCh (Carod-Artal, 2013), sendo as espécies, T. dimidiata e R. 

prolixus, mais frequentes nas Américas do Sul e Central (Traverso, 2016) No Brasil, o vetor 

T. infestans é considerado controlado no domicílio e peridomicílio (Dias, 1997), porém tem 

sido relatada a presença deste vetor na Argentina e Bolívia (Traverso, 2016).  

Apesar de todo o controle populacional sobre os vetores, existem outras vias de 

transmissão da DCh, sendo: via oral, transfusão sanguínea e transplantes de órgãos, acidentes 

laboratoriais e transmissão congênita (Guarner, 2019; Bustos et. al., 2019; Filigheddu et. al, 

2017). Atualmente, houve diminuição dos casos ligados pela transmissão vetorial, no entanto, 

outras formas de transmissão tem ganhado importância, como por exemplo, a transmissão oral 

no Brasil e a transmissão sanguínea em regiões não endêmicas, como Europa e Ásia (Dias et. 

al., 2008; Dopico et.al., 2019). Em 2000, houve um surto em Santa Catarina pela ingestão de 

caldo de cana-de-açúcar contaminado e hoje, principalmente nas regiões Norte e Nordeste têm 

aumentando a cada dia o número de casos agudos confirmados de DCh relacionados ao 

consumo de açaí, podendo gerar um impacto negativo na economia desses estados (Steindel 

et. al., 2008; Bastos et. al., 2010; Nóbrega et. al., 2009). Com a migração de pessoas 

infectadas para as áreas não endêmicas, tem-se o problema no controle de banco de sangue e 

transplantes de órgãos em relação à triagem incluindo teste anti-T. cruzi, o que vem tornando 

um grave problema de saúde publica mundial (Manne et. al., 2013; Pane et. al., 2018).  

A DCh possui duas fases clinicamente distintas: fase aguda e fase crônica. A fase 

aguda é caracterizada por altas taxas de parasitemia, seguidas por elevado parasitismo tecidual 

e consequentemente, intenso processo inflamatório, podendo ser encontrada presença de 

ninhos de amastigotas nos tecidos. Esta fase apresenta sintomas clínicos inespecíficos, como 

febre, dor abdominal, edema da face e hepatoesplenomegalia, podendo ser confundindo com 

outras doenças. Diagnósticos falsos negativos contribuem para o agravamento da doença, 

tornando um problema de saúde publica (Andrade et. al., 2014; Ortiz et. al, 2018).  

Apesar da persistência da infecção, cerca de 70% dos pacientes evoluem para forma 

crônica indeterminada da doença, apresentando sorologia positiva, porém exames 

eletrocardiográficos e radiológicos do tórax e abdômen normais (Salvador, et al., 2014; Rassi, 

A. & Marin-Neto, 2010). Entretanto, cerca de 30% dos pacientes apresentam alterações no 

tecido muscular cardíaco, caracterizando a cardiomiopatia chagásica e/ou alterações no trato 

digestório, representado pelos megas (megaesôfago e megacolon) (Rassi, A. & Marin-Neto, 

2010). No Brasil o tratamento farmacológico disponível é o benznidazol (BZ), no entanto, 
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esse apresenta altos efeitos colaterais e baixa eficácia terapêutica na fase crônica da DCh 

(Alves Cunha et. al., 2019).  

A cardiomiopatia chagásica crônica (CCC) é umas das principais complicações da 

DCh, e está relacionada a distúrbios de condução de impulsos elétricos, arritmias, podendo 

evoluir para insuficiência cardíaca e até morte do indivíduo (Barry et. al., 2019). 

Histologicamente, no coração, há presença de fibrose devido a intenso processo inflamatório 

causado pelo sistema imune, bem como alterações causadas pelo parasito, resultando em 

tecido conjuntivo denso e com perda do tônus muscular (Rassi, A. & Marin-Neto, 2010). 

Além disso, o T. cruzi induz uma série de danos celulares, como por exemplo, a diminuição 

das junções tipo gap, que são responsáveis pela passagem de Ca+ de uma célula para outra, 

resultando em falha de impulsos elétricos no coração causando arritmias e consequentemente 

a diminuição do débito cardíaco. (Carvalho et. al., 1994). A persistência parasitária do T. 

cruzi no tecido muscular cardíaco está relacionada com a progressão e gravidade da doença, 

no qual a mortalidade chega a 4% e estima-se que mais de um milhão de pessoas no mundo 

sofram pela CCC (Rassi et. al., 2006; Barry et.al., 2019).  

Na forma digestiva, que é representada pelo megaesôfago e megacólon, a infecção 

pelo T. cruzi leva a destruição Sistema Nervoso Entérico (SNE), ocorrendo a perda do tônus 

muscular o que compromete a motilidade dos alimentos (Da Silveira et al., 2007). Essa forma 

ocorre principalmente nas áreas endêmicas da DCh, como Argentina, Brasil, Bolívia e Chile 

em uma taxa de 15% dos pacientes acometidos pela doença (Bernardo et. al., 2016; Prata, 

2001; Rezende e Luquetti, 1994). As diferentes formas clínicas têm sido relacionadas 

principalmente a cepas policlonais, no qual o T. cruzi tem a capacidade de invadir diferentes 

tecidos e induzir respostas distintas frente ao hospedeiro. Assim, é importante compreender a 

relação parasito-hospedeiro e sua associação com as diferentes formas clínicas existentes, e 

com isso elaborar fármacos ou vacinas capazes de eliminar qualquer tipo de cepa e formas 

existente de T. cruzi. 

1.2 Imunpatologia da doença de Chagas 

 No hospedeiro, durante uma infecção por T. cruzi, a resposta imune é ativada dando 

inicio a fase aguda, que é caracterizada principalmente pela alta parasitemia sanguínea e alto 

parasitismo tecidual, podendo se estender até a fase crônica, causando a diminuição dos níveis 

de parasitemia. Esse controle se dá devido à montagem de diversos mecanismos da resposta 
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imune inata e principalmente da adaptativa. Quando há uma infecção pelo T. cruzi, a resposta 

imune assume um papel muito importante no controle da invasão celular. 

Em relação à resposta imune inata, células natural killer (NK), células dendríticas, 

macrófagos e principalmente citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, realizam papel 

fundamental no controle da infecção, acarretando em uma resposta rápida e intensa (Huang et. 

al., 1999; Machado et. al, 2012). A interação das células da imunidade inata com as células da 

imunidade adquirida é mediada por receptores do tipo Toll (TLRS), que fazem essa resposta 

ser mais eficiente, estimulando a síntese principalmente de citocinas como IL-12 e TNF 

(Machado et. al., 2012; Coelho el. Al, 2002; Schmitz et. al., 2009). A estimulação de IL-12 é 

mediada pela produção de IFN-γ por meio da ativação de NK e células tipo Th1, que 

consequentemente ativam macrófagos a produzir óxido nítrico (NO) e óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) (Kayama H, Takeda K, 2010; Yarovinsky et. al., 2005). Na imunidade 

humoral, os linfócitos B assumem papel importante no controle da infecção, bem como a 

resposta celular. Já os linfócitos TCD4+ e TCD8+ desencadeiam a resposta via Th1 

favorecendo assim o controle da infecção pelo T. cruzi (Sullivan et al., 2015; Cardillo et 

al., 2007).  

Na infecção pelo T. cruzi ocorre, então, uma ativação intensa do sistema imune o que 

leva ao controle do parasitismo, porém o parasito não é totalmente eliminado. Com isso, essa 

resposta imune se prolonga causando lesões teciduais, levando as formas clínicas da doença 

de Chagas, como quadro de CCC e acometimento do trato gastrointestinal (TGI) (Lana, M. e 

Tafuri, W.L., 2005).  

A CCC é a forma clínica mais frequente, possui intenso processo inflamatório no 

miocárdio, o que leva ao dano tecidual e uma correlação da doença com a miocardite (de 

Oliveira et al., 2016; Cunha-Neto E. & Chevillard C., 2014). De acordo com Cunha-Neto et 

al., 2009, esse dano tecidual está relacionado ao direcionamento da resposta imune do tipo 

Th1, produzidas ao longo da fase crônica da infecção, causando destruição muscular cardíaca 

e consequentemente a fibrose do tecido. Além disso, citocinas como IFN-γ, TNF, IL-1β, IL-

10 e TGF-β, induzem ou regulam a produção de quimiocinas por macrófagos infectados e 

miocardiomiócitos (Machado et al., 2012a), que podem influenciar diretamente no controle de 

infecção celular. Assim, embora a resposta imune seja importante fator no combate à infecção 

pelo T. cruzi, na ausência de imunomodulação, induz lesões graves no tecido cardíaco.  

Já nos megas (cólon e/ou esôfago), as lesões teciduais estão relacionadas à 

musculatura lisa e ao Sistema Nervoso Autônomo Periférico (SNAP), associados ao intenso 
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processo inflamatório e à fibrose. Ocorre redução do número de neurônios, o que causa perda 

do tônus muscular, alargamento do TGI e consequentemente perda da motilidade dos 

alimentos, resultando em constipação (Dutra et al., 2009; Da Silveira et. al., 2007). A 

inflamação nos órgãos do TGI às vezes é focal, acarretando em miosite mais intensa no 

esôfago do que no cólon, relacionada à presença de infiltrados de mastócitos e de eosinófilos 

(Tafuri, 1974; Pinheiro et. al., 2003; Da Silveira et. al., 2007). Esse infiltrado inflamatório 

estimula a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e TNF, acarretando destruição 

tecidual e consequentemente a fibrose (Da Silveira et. al., 2007).  

1.3 Matriz extracelular e sua relação com a doença de Chagas 

A matriz extracelular (MEC) é uma rede de proteínas e polissacarídeos que organizam 

a estrutura tecidual, dando elasticidade, suporte, força por meio de fibras e microfibrilas que 

se unem formando uma rede entre as células garantindo adesão e comunicação. Na doença de 

Chagas, o T. cruzi remodela os componentes da MEC durante a interação parasito-hospedeiro 

para invadir a célula. Esse remodelamento induz a degradação enzimáticas dos componentes 

da MEC, como por exemplo, laminina e fibronectina, que são alvos de estudos atuais na DCh. 

(Fares et. al., 2013). Estudo envolvendo um grupo de famílias de proteínas presentes na 

superfície das formas tripomastigotas sanguíneas (TS), vem sendo estudado para compreender 

a ligação dessas proteínas de superfícies com os componentes da MEC (Teixeira, et al., 2015). 

Devido à degradação dos componentes da MEC pelo parasito, o sistema imune induz diversos 

mecanismos de reparo, como a liberação de TGF-que desempenha papel importante no 

desenvolvimento de fibroses e hipertrofias, já que atua diretamente na deposição de colágeno 

e regulação dos componentes da MEC (Ferrão, 2014).  

A laminina é uma glicoproteína, de cadeia α, β e γ e é o principal componente da 

formação da lâmina basal (Chung et. al., 1979). Já foi demonstrado que o T. cruzi consegue se 

ligar a componentes de laminina degradada e assim invadir a célula hospedeira (Mattos et al., 

2012). Giordano et al., (1994) realizaram um estudo no qual utilizaram anticorpos anti-

laminina e esses foram capazes de impedir a invasão de tripomastigotas nas células 

hospedeiras, o que sugere que a laminina está diretamente ligada a adesão celular parasito-

hospedeiro. Além disso, na fase crônica a citocina TGF-promove a migração de 

componentes da MEC, como laminina, fibronectina e proliferação de fibroblastos, que são 

responsáveis pelo remodelamento tecidual em processos de fibrose, em decorrência as lesões 

causadas nos tecidos pelo sistema imune (Lijnen et al., 2000). Assim, a fibrose é um fator 
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muito importante quando se relaciona a fase crônica da doença de Chagas. É caracterizada por 

deposição de tecido conjuntivo, como exemplo os colágenos tipo I e III, que estão presentes 

no processo de cicatrização. A fibrose é uma condição importante para o desenvolvimento de 

disfunção do coração, causando a CCC e a perda da função motora tanto no esôfago e cólon 

nos megas (Noya-Rabelo et al., 2018; Matsuda et al., 1995) 

Apesar de não fazer parte da MEC, as conexinas são os principais componentes das 

junções de gap, responsáveis pela passagem de compostos iônicos de uma célula para outra. 

Essas junções coordenam as atividades fisiológicas entre as células e sua deficiência pode 

implicar na formação de processos patológicos (Cronier et al., 2001).  Na doença de Chagas, 

tem sido estudado o comprometimento da conexina-43, pois essa proteína é bastante expressa 

nas células musculares do coração (Kumar e Gilula, 1996). A infecção pelo T. cruzi nos 

cardiomiócitos, desencadeia diversos fatores imunológicos que acarretam a destruição das 

células infectadas. Essa destruição interfere diretamente na comunicação das células, o que 

pode causar a ocorrência de arritmias, insuficiência cardíaca e infarto do miocárdio (Severs et 

al., 2004; Kostin et al., 2003). Esse distúrbio causado pela infecção do T. cruzi no coração 

pode ser associado à resposta imune efetora por meio da produção de citocinas pro-

inflamatórias que podem contribuir para o acometimento do coração, causando a CCC, 

associada à perda dessas conexinas, levando ao mal funcionamento das funções cardíacas 

como insuficiência e arritmias (Berreto, 2019; Adesse et al., 2011). 

1.4 Polimorfismo biológico e molecular e as cepas Berenice’s 

Em 1994, durante várias reuniões a cerca da doença de Chagas, foi lançado “O projeto 

genoma de T. cruzi” pela Organização Mundial da Saúde (OMS) que tem como objetivo 

aplicar as novas tecnologias e conhecimentos sobre a biologia do parasito e assim criar novas 

estratégias terapêuticas para a doença de Chagas (Pedroso, 2004). Há muitos anos, tem sido 

estudadas caracteristicas policlonais das cepas de T. cruzi (Romanha et al,. 1979; Miles et al,. 

1977), e atualmente, tem sido avaliado o papel do polimorfismo biológico e genético de 

populaçoes de T. cruzi no direcionamento das diferentes formas clinicas da doença de Chagas 

(Nogueira-Paiva, 2015; Miles et al., 2009).   

Em 1999 foi realizada uma Reunião Satélite na Fiocruz, no qual especialistas 

discutiram sobre a convergência em agrupar as cepas de T. cruzi em apenas dois grandes 

grupos, de acordo com suas características biologicas, bioquímicas e moleculres, 

denominados em T. cruzi I e T. cruzi II (Zingales, et al., 2009; Miles et al., 1981). Ao longo 



Duarte, T. H. C.                                                                                                         Introdução 

 

7 
 

dos estudos, foram feitas várias associações e várias classificações (biodemas, zimodemas, 

esquizodemas, rapdemas), até chegar ao consenso em 2009 na segunda Reunão Satélite, no 

qual as cepas de T. cruzi foram divididas em seis Discrete Typing Units (DTU): I, II, III, IV, 

V e VI, em um conjunto de características biológicas, moleculares e genéticas, como mostra a 

Tabela 1 (Zingales, et al., 2009; Sturm e Campbell, 2010; Anon, 1999). Posteriormente 

Zingales et al., (2012) apresentaram uma corelação dessas DTUs em relação a taxonomia, 

estrutura populacional e características epidemiológicas e filogeográficas de populaçoes de T. 

cruzi, como mostra na tabela 2.  

 

Tabela 1: Classificação atual das cepas do Trypanosoma cruzi em Discrete Typing Units. 

Designação 

DTU 

 Abreviatura  Equivalência 

T. cruzi I  TcI  T. cruzi Ia,b e DTU Ic 

T. cruzi II  TcII  T. cruzi IIa e DTU IIbc 

T. cruzi III  TcIII  Z3/Z1 ASATd, Z3-Ae, DTU IIcc e T. cruzi IIIf 

T. cruzi IV  TcIV  Z3d, Z3-Be, DTU IIac 

T. cruzi V  TcV  Boliviano Z2d, rDNA 1/2g, clonet 39h, DTU IIdc 

T. cruzi VI  TcVI  Paraguaio Z2i, zimodema Bj e DTU IIec 

DTU: Discrete Typing Units; a: Anonymous 1999; b: Falla et al. 2000; d: Miles et al. 1981; e: Mendonça et al. 2002; f: 

Freitas et al. 2006; g: Souto et al. 1996, Tibayrenc & Ayala 1991; i: Chapman et al. 1984; j: Romanha & Brener, 1988, 
Carneiro et al. 1990. 

Fonte: Adaptado de Zingales et al,. 2009.  

 

As cepas policlonais possuem populações ou clones com caracteristicas genéticamente 

distintas, em função desse polimorfismo, a relação parasito-hospedeiro pode variar de acordo 

com os isolados presentes (Messenger e Miles, 2015; Miles et al., 2009). Dentro desta 

condição policlonal, baseada na literatura e nos estudos do grupo de pesquisa, diferentes 

subpopulações podem induzir mecanismos patogênicos distintos com consequências sobre o 

desenvolvimento das diferentes formas clínicas. (Nogueira-Paiva, 2015). Evolutivamente essa 

característica se tornou importante para a patogenicidade do parasito em relação ao 

hospedeiro, o que aumenta a sua diversidade, relacionado principalmente à evasão da resposta 

imune (Berry et al., 2019).    

A cepa Berenice foi isolada da primeira paciente de Carlos Chagas, Berenice Soares 

de Moura, que vivia em Lassance/MG, área endemica para DCh (Chagas, 1909). Dessa 



Duarte, T. H. C.                                                                                                         Introdução 

 

8 
 

mesma paciente foram isoladas em anos distintos, amostras que foram denominadas Berenice-

62(Be-62) e Berenice-78 (Be-78), que mesmo sendo da mesma paciente compartilham 

características biologicas diferentes (Lana, 1981; Lana e Chiari, 1986; Nogueira-Paiva et al., 

2015; Salgado et al., 1962). De acordo com a classificação atual, as duas cepas pertencem ao 

DTU TcII, no entanto, alguns estudos mostraram que cepas com o mesmo DTU, como as 

cepa Be-78 e Y (DTU TcII) apresentaram histotropismo diferente assim como caracteristicas 

patogênicas distintas no modelo cão (Nogueira-Paiva et al, 2014, Lana, 1981).   

A cepa Be-62 apresenta maior virulência e patogenicidade se comparada a Be-78, de 

acordo com dados do nosso grupo de pesquisa, no qual a Be-62 tem pico de parasitemia em 

torno do sétimo dia de infecção e apresenta taxa de 100% de mortalidade ainda na fase aguda 

recente. Já a Be-78 apresenta pico de parasitemia em torno do décimo quinto dia e tem uma 

taxa de 100% de sobrevida, capaz de crônificar (Nogueira-Paiva, 2015; Lana, 1981). Isso 

provavelmente ocorre devido à cepa Be-62 apresentar formas mais delgadas e assim 

conseguir invadir a célula e replicar mais rápido do que a cepa Be-78 que apresenta 

predominio de formas mais largas (Lana e Chiari, 1986; Lana, 1981; Guedes et al, 2007). 

Estudos feitos por Nogueira-Paiva, 2015 na fase aguda da infecção mostrou que o isolado da 

cepa Be-78 parental apresenta bandas comuns tanto à cepa Be-78 parental quanto à cepa Be-

62, sendo o isolado Be-78is com parasitemia e sobrevida semelhantes à cepa Be-78 parental, 

porém patogenicidade e histotropismo semelhante a cepa Be-62 (Nogueira-Paiva, 2015). 

Assim, o isolado compartilha semelhanças gênicas tanto pela cepa Be-78 parental e também 

pela cepa Be-62, mostrando que existe um perfil intermediário entre ambas as cepas. 

Entender os aspéctos biológicos e moleculares da cepa e seu isolado em relação a 

resposta da infecção é muito importante para elucidar seu comportamento perante o 

hospedeiro e como essas diferenças atuam na patogenicidade. Além de estudos genéticos para 

investigação da heterogeneidade intraespecífica do parasito, a associação destes com a 

avaliação do processo histopatogênico poderia esclarecer a importância das diferentes 

subpopulações na determinação das manifestações clínico-epidemiológicas da doença. Bem 

como compreender os mecanismos moleculares do T. cruzi com a inteção célula hospedeira e 

assim criar novas estratégias terapeuticas para evitar sua replicação no hospedeiro.  
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2. JUSTIFICATIVA 

Achados histopatológicos mostram que na cardiomiopatia chagásica a alteração motora é 

resultado principalmente da destruição tecidual como consequência do processo inflamatório 

ativo e sustentado que leva à fibrose. Em contrapartida, estudos indicam que nas lesões do 

trato digestório, as consequências mais relevantes da resposta inflamatória persistente estão 

relacionadas às alterações do Sistema Nervoso Entérico. Portanto, a patogênese das lesões 

cardíacas e digestivas parece ocorrer por mecanismos de interação parasito-hospedeiro 

distintos. Assim sendo, a caracterização destas lesões e a participação do parasito, no contexto 

da resposta inflamatória e da matriz extracelular no curso da infecção pelo T. cruzi poderá 

contribuir não só para elucidação dos fenômenos relacionados aos danos teciduais, além de 

esclarecer a evolução e processo de reparo nestes órgãos.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar o efeito do polimorfismo biológico e molecular do Trypanosoma cruzi sobre o 

processo inflamatório e as alterações da matriz extracelular no coração e cólon de 

camundongos ao longo da infecção experimental crônica. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Quantificar a carga parasitária; 

 Quantificar o processo inflamatório;  

 Avaliar os fenótipos celulares presentes no coração e cólon;  

 Quantificar as citocinas IFN-, IL-10 e TGF-; 

 Avaliar os componentes da MEC: colágeno e laminina 

 Avaliar expressão de conexina-43 no coração; 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Animais  

 Oitenta camundongos da linhagem BALB/c, com 30 dias de idade, foram distribuídos 

em quatro grupos experimentais: não-infectado (NI, n=4+16); infectado com a cepa Be-62 

(Be-62, n=4+16); infectado com um isolado da cepa Be-78 (Be-78is, n=4+16); infectado 

com a cepa Be-78 parental (Be-78, n=4+16) (Figura 1).O n=4 representa o total de animais 

utilizados por grupo nas análises histopatológicas, carga parasitária e citocinas, já o n=16 

representa o pool no total de animais utilizados por grupo para análise de imunofenotipagem. 

Os animais foram inoculados, por via intraperitoneal, com 5000 formas tripomastigotas 

sanguíneas (TS) obtidas após descongelamento das amostras e duas passagens sucessivas em 

camundongos Swiss. A infecção foi confirmada por observação de TS em exame de sangue a 

fresco. Os animais foram mantidos no Centro de Ciência Animal-CCA/UFOP com ração e 

água ad libitum. A subpopulação Be-78is foi obtida a partir de hemocultura de camundongos 

Swiss após 3 meses de infecção com a cepa Be-78 parental. Os isolados foram caracterizados 

utilizando parâmetros biológicos (curva de crescimento em meio axênico, taxa de 

infectividade e desenvolvimento intracelular in vitro) e gênico (Low-Stringency Single-

Specific- Primer-LSSP-PCR) O isolado selecionado apresentou perfil biológico e gênico 

intermediário entre as cepas Be-78 parental e Be-62 (Nogueira-Paiva et al., 2015). 

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os princípios éticos 

preconizados pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal), 

tendo sido aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro 

Preto (Protocolo nº 2014/29).  
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Figura 1: Fluxograma representando as atividades propostas neste trabalho. NI: não -infectado; Be-62: infectado 

com a cepa Be-62; Be-78is: infectado com o isolado da cepa Be-78; Be-78: infectado com a cepa Be-78 parental 

do T. cruzi; DAI: Dias após a infecção; MEC: matriz extracelular; qPCR: quantitative Polymerase Chain 

Reaction; ELISA: Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay. 

 

Sobrevida 

A taxa de sobrevida foi avaliada nos animais, diariamente até 90 dias após a infecção 

sendo a mortalidade registrada e expressa em porcentagem cumulativa. 

BALB/c (n= 16)

Be-62 (n=4) Be-78 is (n=4) Be-78 (n=4)  

Taxa de sobrevida 
(diariamente)

 

Figura 2: Fluxograma representando a distribuição dos animais infectados com diferentes subpopulações d o 

Trypanosoma cruzi utilizados para determinar a taxa de mortalidade. Be-62 (  ): grupo de animais infectados 

com a cepa Be-62; Be-78 isolado (  ): grupo de animais infectados com o isolado Be-78is obtido a partir da 

cepa Be-78 parental; Be-78 parental (  ): animais infectados com a cepa parental Be-78. 
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4.2 Necropsia 

Quatro animais de cada grupo foram eutanasiados, por deslocamento cervical, aos 90 

dias após a infecção (DAI), sendo procedida a necropsia, onde o coração in totum e o cólon 

(região reto-sigmóide) foram coletados, sendo um fragmento de cada órgão fixado em 

solução Metanol 80%/Dimetilsulfóxido (DMSO) 20% (Dimetilsulfóxido) para posterior 

avaliação, por microscopia confocal, dos componentes da matriz extracelular e da conexina-

43, enquanto um segundo fragmento foi submerso em nitrogênio líquido e posteriormente 

armazenado em freezer -80ºC para quantificação do parasitismo tecidual (quantitative-PCR). 

As amostras fixadas em Metanol-DMSO foram mantidas em freezer-20ºC durante sete dias, 

sendo conduzida a troca da solução nos três primeiros dias após a coleta. 

 

4.3 Parasitismo tecidual 

Para a extração do DNA a partir de amostras de coração e cólon foi utilizado o kit 

Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). Fragmentos de 

coração e cólon foram armazenados inicialmente à -80°C, cortados e pesados, obtendo-se 

fragmentos de 15-25 mg. Nos tubos contendo os fragmentos de tecido foram adicionados, 

inicialmente, 500μL de solução de lise nuclear e em seguida colocou-se os mesmos tubos no 

gelo por dois minutos. Posteriormente, estes foram homogeneizados por inversão, 

adicionados de 20 μL de Proteinase K (Sigma-Aldrich®, USA) a 20mg/mL e mantidos 

overnight em banho seco à 55°C. Após este período, eles foram adicionados de três μL de 

RNAse e colocados por 30 minutos em banho seco à 37°C. Em seguida, os tubos foram 

mantidos em temperatura ambiente por cinco minutos e adicionados de 200μL de solução de 

precipitação proteica. As amostras foram homogeneizadas por 20 segundos utilizando-se o 

aparelho vortex (Certomat MV, B. Braun Biotech International, USA), e centrifugadas por 

cinco minutos à 16.000g (Microcentrífuga Eppendorf®- Modelo 5418, NY, USA). Foi 

realizada a transferência dos sobrenadantes para outros tubos nos quais haviam sido 

adicionados previamente 600μL de isopropanol (Merck®, Darmstad, Alemanha). Estes tubos 

contendo as amostras foram então homogeneizados e centrifugados por 1,5 minutos a 

16.000g. Os sobrenadantes foram então descartados e os sedimentos foram adicionados de 

200μL de etanol 70% (Merck®, Darmstad, Alemanha). Após ser realizada outra centrifugação 

a 16.000g, os sobrenadantes foram descartados novamente e os tubos deixados abertos 
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objetivando que o etanol 70% remanescente evaporasse. Foi acrescentado então 100μL de 

solução de hidratação a cada tubo e o DNA foi mantido por 24 horas à temperatura ambiente 

para reidratação. Logo após, dois μL da solução contendo o DNA extraído foram utilizados 

para determinar a concentração e avaliar o grau de pureza do mesmo por meio das razões nas 

absorbâncias de 230/280nm e 260/280nm em nanoespectrofotômetro (NanoDrop 2000, 

Thermo Scientific, USA). Em seguida, as amostras foram armazenadas à -20°C até o 

momento da determinação da carga parasitária por qPCR. 

Foi preparada uma curva padrão para que fosse possível determinar o número de 

cópias do DNA do parasito. Neste sentido, utilizou-se epimastigotas do T. cruzi (cepa Y) 

cultivadas em meio de cultura LIT (Liver Infusion Triptose), até atingir o número de 1 x 108 

parasitos. A quantidade de parasitos foi determinada realizando-se a contagem em câmara de 

Neubauer e após a extração de DNA da massa de epimastigotas, foi construída a curva 

padrão. Após eluição do pellet de DNA extraído em 100mL de água ultra pura autoclavada, a 

concentração final foi de 106 parasitos/mL, considerando a extração aproximadamente 100% 

eficiente. A concentração e a pureza do DNA extraído foram determinadas em 

nanoespectrofotômetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA) nos comprimentos de 

onda de 260/280 e 260/230nm, e posteriormente foram realizadas diluições seriadas de 10x, 

com obtenção de sete pontos, de 106 a 1 parasito, utilizados na curva. A curva padrão foi 

utilizada como referência e acrescentada à todas as placas em triplicata. As reações de qPCR 

foram realizadas em placas de 96 poços - MicroAmp®Optical 96 - Well Reaction Plate 

(Applied Biosystems by Life Technologies, USA), seladas com adesivos ópticos- Optical 

Adhesive Covers (Applied Biosystems by Life Technologies, USA) em termociclador ABI 

Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, USA). Foram utilizados apenas 

os resultados das reações nas quais a curva padrão teve eficiência entre 85 – 110% e obteve 

valores satisfatórios de coeficiente de linearidade (r2 = 0,95-0,999). As amostras da curva 

padrão foram consideradas controles positivos e os poços nos quais foi adicionada água livre 

de nucleases (sem adição de DNA) foram considerados os controles negativos bem como as 

amostras do grupo NI que foram submetidas à reação com os iniciadores específicos do T. 

cruzi para controle de reação inespecífica. Os iniciadores para o DNA do T. cruzi foram: TCZ 

- F 5' - GCTCTTGCCCACAMGGGTGC - 3', em que M = A ou C, e TCZ - R 5' - 

CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3'; os quais amplificam um fragmento de 182pb do 

parasito (Cumming e Tarleton, 2003). As reações foram realizadas em duplicata, sendo 

utilizados 60ng/μL de DNA genômico, cinco μL de Go Taq® qPCR Master Mix (Promega), 
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dois μL dos iniciadores e água livre de nucleases em quantidade suficiente para totalizar o 

volume final de 10μL por poço. Simultaneamente, na mesma placa, foi realizada a 

amplificação do gene do fator alfa de necrose tumoral murino - específico (TNF-α). Este foi 

utilizado para verificar a integridade do DNA analisado, uma vez que é expresso de forma 

constitutiva no modelo animal avaliado. Para a amplificação do gene TNF, foram utilizados 

os pares de iniciadores: TNF- 5241 5” TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA 3” e TNF-

5411 5” CAGCA AGCATCTATGCACTTAGACCCC 3” (Cummings e Tarleton, 2003), os 

quais amplificam um fragmento de 170 pares de bases. Durante as reações, as amostras 

inicialmente foram submetidas à processo de desnaturação à 95ºC por 10 minutos, e em 

seguida por 40 ciclos à 95ºC por 15 segundos e 63ºC por 1 minuto. A quantidade de cópias de 

DNA em cada amostra foi determinada a partir de uma regressão linear utilizando os valores 

do Ct das amostras da curva padrão, sendo consideradas negativas as amostras com Ct acima 

do último ponto da curva. Os resultados foram expressos pelo número de parasitos/mg de 

tecido. 

4.4 Resposta Imune 

4.4.1 Intensidade do Processo inflamatório 

a) Coloração Hematoxilina e Eosina (HE) 

A coloração por HE foi realizada em cortes histológicos do coração e cólon para 

análise qualitativa e quantitativa do infiltrado inflamatório. Os cortes com 4µm de espessura 

foram desparafinizados em dois banhos de xilol, 15 minutos cada, hidratados em soluções 

alcoólicas de concentrações decrescentes de álcool (100%, 90%, 80% e 70%), 5 minutos cada, 

e lavados em água corrente por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram corados pela 

hematoxilina por 1,5 minutos e lavados em água corrente por 30 minutos. Posteriormente 

foram corados pela Eosina durante 1 minuto. Em seguida, foram lavados em água corrente e 

levados à estufa a 56°C para secagem. Após completa secagem dos cortes, as lâminas foram 

montadas com o auxílio de Entellan e lamínula. 

b) Quantificação do processo inflamatório 

Para quantificação do processo inflamatório as análises foram feitas utilizando a 

objetiva 40x. Todos os núcleos celulares presentes foram quantificados em 20 imagens para 

coração (área total percorrida igual a 7,1 x 105 μm2) e 30 imagens aleatórias para cólon (área 

total percorrida igual a 1,06 x 106μm2). As imagens visualizadas pela objetiva de 40x foram 
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digitalizadas através do microscópio óptico digital Leica DM5000B, microcâmera 

MC170HD, com auxílio do programa Leica Application Suite (Versão 2.4.0 R1) ambos 

pertencentes ao Laboratório Multiusuários de Microscopia Avançada e Microanálise (LMU-

MAM) do NUPEB. Para a análise das imagens obtidas foi utilizado o programa Leica QWin 

V3. O processo inflamatório foi determinado pela diferença significativa (p<0,05) entre o 

número de núcleos celulares presentes nos animais infectados pelo T. cruzi e aquele 

observado nos animais não infectados. 

 

4.4.2 Perfil fenotípico do processo inflamatório no coração e cólon  

a) Imunofenotipagem de suspensões celulares de coração e cólon 

As suspensões de células do coração e cólon foram obtidas em pool (4 animais em 

cada pool) e preparadas de acordo com as metodologias adaptadas descritas por Cuervo et 

al., (2011) e Figueirero et al., (2011). Em ambiente estéril, após a eutanásia e coleta dos 

órgãos em meio completo RPMI (5% Soro Fetal Bovino-SFB), as amostras foram cortadas 

em fragmentos de 1mm, lavadas em tampão Hank’s Buffered Salt Solution-HBSS + 5% de 

SFB + 25mM de HEPES e incubadas em dois banhos de 30 minutos em solução de pré-

digestão em Dithiothreitol-DTT a 1 mM à 37º C sob agitação (120 rpm). Após lavagem em 

tampão HBSS + 5% de SFB + 25mM de HEPES foi procedida a digestão em duas 

incubações de 60 minutos cada em solução de colagenase a 0,01% (Collagenase type II from 

Clostridium histolyticum) sob agitação (120rpm) e à 37ºC. As suspensões celulares foram 

centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos, ressupendidas em 10mL de solução HBSS + 5% 

de SFB + 25mM de HEPES e filtradas em um primeiro sistema de filtros com malha de 

100m. Após centrifugação sob as mesmas condições anteriores, as suspensões celulares 

foram ressuspendidas em 10 mL de solução HBSS + 25 mM de HEPES + 2mM EDTA e 

novamente filtradas em um segundo sistema utilizando malha de 40m para retirada dos 

debris celulares. Após nova centrifugação, as suspensões celulares ressuspendidas em meio 

completo RPMI (5% de SFB) foram submetidas à quantificação em câmara de Neubauer. 

Posteriormente ao tratamento com EDTA, as células foram lavadas com 3 mL de tampão de 

lavagem – PBS-W (0,015M de PBS 1X, 0,5% albumina sérica bovina – BSA e 0,1% de 

azida sódica), por centrifugação a 1200 rpm durante 7 minutos a 18ºC. Após a última 

lavagem, as células foram ressuspendidas em 2 mL de PBS-W. Em seguida, as amostras 

foram incubadas com anticorpos anti-moléculas de superfície (CD45, CD3, CD4, CD8, 
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CD19 e F4/80 – Figura 6 e Quadro 3) por 30 minutos ao abrigo da luz. As especificações dos 

anticorpos, fluorocromos, assim como a titulação padronizada são mostrados na Tabela 2. 

Após a etapa da identificação das populações celulares, procedeu-se à lise dos eritrócitos e à 

fixação dos leucócitos pelo tratamento com 2mL de solução de lise por 10 minutos à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após a incubação, as células foram lavadas com 

100 μl de PBS-P e, em seguida, com 200 μl de PBS-W. As preparações celulares foram 

então fixadas em 200 μl de solução fixadora e estocadas a 4ºC ao abrigo da luz até a sua 

leitura no citômetro de fluxo. 

Tabela 2: Especificações dos anticorpos utilizados no ensaio de citometria de fluxo. 

Anticorpos 

(Marca) Fluorocromo 
Especificações/Isotipo 

Clone Titulação 
Fenótipo 

alvo 

CD45                         

(eBioscience) 

APC Rat anti-mouse/IgG2b 
Clone: 30F11 

1:10 Pan-
leucocitário 

F4/80                              

(eBioscience) 

FITC Rat anti-mouse/IgG2a 
Clone: BM8 

1:10 Macrófagos 

CD19                              

(eBioscience) 

FITC Rat anti-mouse/IgG2a 
Clone: eBIO1D3 

1:10 Linfócitos B 

CD3                                

(Biolegend) 

FITC Rat anti-mouse/IgG2b 
Clone: 17A2 

1:10 Linfócitos T 

CD4                                

(Biolegend) 

PerCp Rat anti-mouse/IgG2a 
Clone: RM4-5 

1:10 Células 

CD4
+
 

CD8                                

(Biolegend) 

PerCp Rat anti-mouse/IgG2b 
Clone: 53-6.7 

1:10 Células 

CD8
+
 

CD: cluster of differentiation; APC: Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de Fluoresceína; PercP: Proteína 

Clorofila Peridinina; PE: Ficoeritrina. 
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Figura 3: Desenho esquemático representando as combinações de anticorpos marcados com fluorocromos 

utilizadas no ensaio de citometria de fluxo. As cores representam os espectros de emissão dos fluorocromos.  
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b) Estratégia de análise do perfil fenotípico do processo inflamatório no coração 

e cólon 

A aquisição de eventos foi realizada no citômetro de fluxo FACScalibur - Becton 

Dickinson, utilizando o programa CELLQuestTMPro. As células das suspensões celulares de 

coração (20.000 eventos) e cólon (100.000 eventos) foram adquiridas em escala linear e 

inicialmente identificadas pelos parâmetros tamanho da célula (dispersão para frente [FSC]) e 

complexidade interna (dispersão lateral [SSC]). A seleção das populações de células 

leucocitárias foi baseada na utilização de marcadores de linhagem e análise multiparamétrica 

com combinações de regiões em gráficos bidimensionais de distribuição pontual 

(Pseudocolor “Large Dot”).  

A análise dos dados foi realizada utilizando o software de análise de dados de 

citometria de fluxo FlowJo™ v10.6.2. Os resultados foram expressos como frequência (%) 

das populações de macrófagos, de linfócitos B e das subpopulações de linfócitos T CD4+ e 

CD8+ em relação às células com fenótipo CD45+.  

A Figura 4 representa a distribuição da população, em gráficos bidimensionais de 

distribuição pontual com as diferentes combinações, nas suspensões celulares de coração e 

cólon em tubo controle “Cel” (onde não foram adicionados anticorpos). Os controles 

negativos foram utilizados para determinar a localização do gates utilizados para identificar as 

populações positivas para cada fenótipo, sendo os limites aplicados como cut-off, as regiões 

que abrangiam população negativa inferior a 1%. 
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A subpopulação de leucócitos foi identificada aplicando os parâmetros expressão 

característica do antígeno pan-leucocitário CD45 (SSC / FL4) e SSC, onde a região 

inicialmente selecionada foi constituída das populações positivas “low” e “high” para o 

marcador CD45 e granulosidade inferior a 500 (Figura 5A, 5B). A seleção dessa 

subpopulação foi comum à análise de todos os fenótipos avaliados (Macrófagos, Linfócitos B, 

Linfócitos TCD4+ e Linfócitos TCD8+).  

Para determinação da frequência de macrófagos (Figura 5) e linfócitos B (Figura 6), as 

subpopulações de interesse foram selecionadas a partir da análise combinada F4/80 FITC / 

SSC (FL1 / SSC) ou CD19 FITC / SSC (FL1 / SSC), respectivamente.  

 

 

CORAÇÃO

A) B) C) D)

CÓLON

A) B) C) D)

Figura 4: Representação da estratégia de análise da frequência de células inflamatórias com distin tos fenótipos em 

suspensão de células do coração ou cólon de camundongos infectados com o isolado Be-78is, ou com as cepas de 

referência Berenice-62 e Berenice-78 parental do Trypanosoma cruzi: (A) Gráfico de distribuição pontual Tamanho 

(FSC) versus Granulosidade (SSC) demonstrando o padrão de distribuição da população nas suspensões celulares de 

coração e cólon (B) Gráfico de distribuição pontual FL4 versus Granulosidade (SSC) no tubo controle demonstrando 

ausência de fluorescência; (C) Gráfico de distribuição pontual FL1 (CD3 FITC) versus SSC no tubo controle 

demonstrando ausência de fluorescência; (D) Gráfico de distribuição pontual FSC versus FL3 no tubo controle 

demonstrando ausência de fluorescência. 
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A) B) 

CORAÇÃO 

CÓLON 

A) B) 

A) B) 

CORAÇÃO 

CÓLON 

A) B) 

Figura 5: Representação da estratégia de análise da frequência de macrófagos em suspensão de células do 

coração ou cólon de camundongos infectados com o isolado Be-78is, ou com as cepas de referência Berenice-62 

e Berenice-78 parental do Trypanosoma cruzi: (A) Gráfico de distribuição pontual FL4 (CD45 APC) versus 

Granulosidade (CSC) utilizado para a seleção da população de leucócitos – R1 (CD45). (B) Gráfico de 

distribuição pontual FL1 (F4/80 FITC) versus SSC demonstrando a frequência da população de macrófagos 

(F4/80
+
). 

Figura 6: Representação da estratégia de análise da frequência de linfócitos B em suspensão de células do 

coração ou cólon de camundongos infectados com o isolado Be-78is, ou com as cepas de referência Berenice-62 

e Berenice-78 parental do Trypanosoma cruzi: (A) Gráfico de distribuição pontual FL4 (CD45 APC) versus 

Granulosidade (CSC) utilizado para a seleção da população de leucócitos – R1 (CD45). (B) Gráfico de 

distribuição pontual FL1 (CD19 FITC) versus SSC demonstrando a frequência da população de linfócitos B 

(CD19
+
). 
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As células com fenótipo de Linfócitos T foram definidas pela presença de expressão 

simultânea de CD45 APC e CD3 FITC, e a subpopulação foi selecionada em um gráfico de 

distribuição pontual CD3 FITC / SSC (FL1 / SSC) (Figura 10B). As frequências dos 

linfócitos T CD4+ e CD8+ foram ainda quantificadas em uma terceira combinação FSC / 

CD4+ PercP (FSC / FL3) ou FSC / CD8+ respectivamente (Figura 10C). Para avaliação 

funcional de linfócitos T CD4+ e CD8+(Figura 10D).  

 

 

 

A) B) C) D) 

A) B) C) D) 

CORAÇÃO 

CÓLON 

Figura 7: Representação da estratégia de análise da frequência de linfócitos T CD4
+
 ou CD8

+
, expressando 

IFN-γ em suspensão de células do coração ou cólon de camundongos infectados com o isolado Be-78is5-3mai, 

ou com as cepas de referência Berenice-62  e Berenice-78 parental  do Trypanosoma cruzi: (A) Gráfico de 

distribuição pontual FL4 (CD45 APC) versus Granulosidade (SSC) utilizado para a seleção da população de  

leucócitos – R1 (CD45); (B) Gráfico de distribuição pontual FL1 (CD3 FITC) versus SSC selecionando a 

população de interesse linfócitos T (CD3
+
); (C) Gráfico de distribuição pontual Tamanho (FSC) versus FL3 

(CD4 PercP) demonstrando a frequência de linfócitos T CD4
+
; C) Gráfico de distribuição pontual FSC versus 

FL2 (IFN-γ PE) demonstrando a frequência de linfócitos T CD4
+
. 
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4.4.3 Citocinas 

a) ELISA 

Fragmentos de coração e cólon com massa de aproximadamente 25 mg previamente 

coletados no momento da necropsia e armazenados em freezer -80ºC foram obtidas para 

análise, utilizando o kit BD OptEIA™ Murine ELISA Set para as citocinas IFN-, IL-10 e 

TGF- . As amostras foram homogeneizadas utilizando um homogeneizador de tecidos 

Tissuelyser (Quiagen) em 500 mL de um coquetel inibidor de protease (Sigma Chemical CO, 

St Louis, USA). Os homogeneizados foram centrifugados a 10.000 x g durante 10 minutos a 

4ºC e os sobrenadantes foram armazenados a -80ºC antes da análise. Foram adicionados 100 

µL/poço de anticorpo de captura previamente diluído em tampão de cobertura. As placas 

foram incubadas overnight, a 4°C e em seguida lavadas 3 vezes em PBS / 0,05% Tween 20. 

Posteriormente adicionou-se 200 µL de solução de bloqueio (PBS / 10% SFB)/poço, as placas 

foram incubadas por 1 hora, a 25°C e lavadas 3 vezes em PBS / 0,05% Tween 20. Para os 

poços destinados ao padrão, foram adicionados 100 μL de solução de bloqueio, em duplicata. 

Nos outros poços foram adicionadas as amostras de tecido macerado. Em seguida adicionou-

se 100 μL de padrão ao primeiro poço e procedeu-se com a diluição seriada 1:2. O anticorpo 

de detecção foi diluído em solução de bloqueio e homogeneizado em vórtex; adicionou-se o 

reagente enzimático e homogeneizou-se novamente em vórtex; incubou-se por 15 minutos, à 

temperatura ambiente. Foi adicionado 100 µL / poço. A placa foi incubada por 1 hora, a 25°C 

e lavada 7 vezes em PBS / 0,05% Tween 20. Adicionou-se 100 µL do substrato por poço. As 

placas foram incubadas a 25°C até a formação da cor desejada, ou seja, até que o ponto mais 

concentrado do padrão atinja uma única leitura. O tempo de reação foi de aproximadamente 

30 minutos. A reação foi interrompida adicionando 50 µL de H2SO4 2N / poço e a leitura foi 

realizada a 450 nm pelo modelo SpectraMax® 384 Microplate Spectrophotometer from 

Molecular Devices LLC acoplado a um computador.  

4.5 Componentes da MEC e Junções Comunicantes 

4.5.1 Colágeno Tipo I e III 

a) Técnica de Picrosírius Red (PS) 
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A técnica Picrosírius Red foi utilizada para caracterização e quantificação do colágeno 

tipo I e tipo III (reticular) por microscopia óptica associada a um sistema de lentes 

polarizadoras (MOURA et al., 2009). Os cortes com 4µm de espessura foram 

desparafinizados em dois banhos de xilol, 15 minutos cada, hidratados em soluções alcoólicas 

de concentrações decrescentes de álcool (100%, 90%, 80% e 70%), 5 minutos cada, e lavados 

em água corrente por 5 minutos. Os cortes histológicos foram submersos na solução de 

hematoxilina de Harris por 1,5min e lavados em água corrente por 30 min. Em seguida, foram 

incubados em solução de Picrossírius Red por uma hora e lavados em água corrente por 15 a 

30s e levados à estufa a 56°C para secagem. Após completa secagem dos cortes, as lâminas 

foram montadas com o auxílio de Entellan e lamínula.  

 

b) Quantificação do colágeno tipo I e III 

Para quantificação do processo de neoformação de colágeno, as análises foram feitas 

utilizando a objetiva 5x e foram fotografadas, sob luz polarizada, 10 imagens aleatórias 

percorrendo todo o corte, totalizando uma área de aproximadamente 2,27x107m2, por 

animal. As imagens foram digitalizadas através do microscópio óptico digital Leica 

DM5000B, microcâmera MC170HD com auxílio do programa Leica Application Suite 

(Versão 4.8), pertencentes ao LMU-MAM do NUPEB. Para a análise das imagens foi 

utilizado o programa Leica QWin V3. O processo de fibrose foi determinado pela diferença 

significativa (p<0,05) entre a área de colágeno presente nos animais infectados pelo T. cruzi e 

aquele observado nos animais não infectados. 

 

4.5.2 Laminina e Conexina-43  

a) Imunofluorescência anti-laminina e anti-conexina-43 

As amostras de coração e cólon, fixadas em Metanol/DMSO, foram processadas 

rotineiramente e incluídas em parafina. Cortes histológicos com 4 m de espessura foram 

obtidos por microtomia e colocados em lâminas previamente silanizadas. Para avaliação in 

situ, foram imunomarcados componentes da matriz extracelular (laminina) e das junções 

comunicantes (conexina-43). Para as reações de imunofluorescência, foi utilizada uma 

metodologia adaptada de Barbosa et al., (1999), onde os cortes foram submetidos a uma 

sequência de cinco banhos de PBS. Para reduzir as marcações inespecíficas, os cortes foram 

incubados com PBS suplementado com 10% de Albumina de Soro Bovino (Bovine Serum 
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Albumin-BSA) durante 60 minutos. Em seguida foram adicionados os anticorpos 

monoclonais marcados com fluorocromos diluídos em PBS/BSA 10%. Após 16 horas de 

incubação a 4°C, os cortes foram lavados em PBS e os anticorpos secundários marcados com 

fluorocromos foram adicionados com incubação por 60 minutos. Os cortes foram ainda 

incubados com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, dihidrochloride SIGMA-Aldrich, 

Steinhein, Alemanha) diluído em PBS/BSA 10% durante 60 minutos. As lâminas foram 

montadas com Hydromount (National Diagnostics, Atlanta, GA, U.S.A.) e armazenadas a 

4°C. Para cada amostra foram realizados três tipos de controles negativos: a) cortes somente 

com DAPI (controle negativo), b) cortes incubados com IgG não específicos marcados com 

FITC ou PE (controle de isotipo) e, c) cortes incubados somente com os anticorpos 

secundários, para descartar a marcação inespecífica. Fragmentos de coração e colon 

(conexina-43 e laminina) foram utilizados como controles positivos da reação. 

 As imagens foram obtidas em microscópio confocal LSM 780 Zeiss pertencente ao 

LMU-MAM do Núcleo de Pesquisa em Ciências Biológicas da Universidade Federal de 

Ouro Preto (NUPEB/UFOP). Os lasers disponíveis na configuração que foram usados para 

excitar as preparações são: laser Diodo/405nm, Argônio/488nm, Hélio-Neônio/633nm. A 

captura foi realizada utilizando-se filtros de emissão de acordo com o fluorocromo utilizado 

e listado no Tabela 3.  

 

Tabela 3: Especificações dos anticorpos utilizados nos ensaios por microscopia confocal. 

Anticorpos Especificações/Isotipo 

Primários 

 

Laminina                                                                  

(Abcam) 
Rabbit anti-mouse/IgG 

Conexina-43                                                         

(Abcam) 
Rabbit anti-mouse/IgG 

 

Secundários-Fluorocromo 
ALEXA FLUOR 647                                               

(Abcam) 
Goat anti-rabbit/IgG 

 

4.6 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas com o apoio instrumental do software 

GraphPad Prism 8.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA).  

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade, Shapiro-Wilk, sendo os 

dados considerados paramétricos. Para determinar as diferenças estatísticas entre os grupos 
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avaliados, foram utilizados o teste de variância Anova One-Way e pós-teste de Tukey. Em 

todos os casos, as diferenças foram consideradas significativas quando valores de p foram 

inferiores à 0,05 (p<0,05).  
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5. RESULTADOS 

5.1 Sobrevida  

Para avaliar a taxa de sobrevida os animais foram acompanhados durante 90 dias após 

a infecção. Os animais infectados com a cepa Be-62 apresentaram mortalidade a partir do 16º 

DAI, sendo que, ao final de 30º DAI, a taxa de sobrevida foi de 0%. Animais infectados com 

o isolado ou com a cepa Be-78 parental apresentaram taxa de sobrevida de 100% até o final 

da avaliação (Tabela 4).  

 

Tabela 4: Percentual de sobrevida dos animais não infectados e infectados com as cepas de referência, Be -62 e 

Be-78 parental, e com o isolado Be-78is do Trypanosoma cruzi. 

Grupos Sobrevida aos 30 DAI* Sobrevida aos 90 DAI 

NI 20/20 (100%) 20/20 (100%) 

Be-62 0/20 (0%) 0/20 (0%) 

Be-78 20/20 (100%) 20/20 (100%) 

Be-78is 20/20 (100%) 20/20 (100%) 

*: Dias após a infecção em que os animais do grupo Be-62 alcançaram 100% de mortalidade; NI: animais não-

infectados; Be-62: animais infectados com a cepa Be-62; Be-78: animais infectados com a cepa Be-78 parental; 

Be-78is: Animais infectados com o isolado Be-78is; DAI: Dias após a infecção 

5.2 Quantificação do parasitismo tecidual 

Para quantificar a carga parasitária foi realizada a qPCR em amostras de coração e 

cólon e os dados estão apresentados na Figura 8. No coração, a maior carga parasitária foi 

observada nos animais infectados pela cepa Be-78 em relação aos animais infectados pelo 

isolado Be-78is. Já no cólon, embora tenha sido detectada carga parasitária superior em 

relação ao coração, não houve diferença estatística entre os grupos avaliados. 
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5.3 Avaliação da reposta imune 

5.3.1 Intensidade do processo inflamatório 

Para quantificar o processo inflamatório, fragmentos de coração e cólon foram 

coletados durante a eutanásia dos animais, fixados, processados e feita a confecção das 

lâminas e corado pelo método de HE. No coração, houve um aumento do número de células 

inflamatórias nos animais infectados pelo isolado Be-78is em relação aos animais não 

infectados (Figura 9A e 9B). Já no cólon não foi observado diferenças entre os grupos 

avaliados (Figuras 9A e 9B). 
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Figura 8: Avaliação da carga parasitária no coração e cólon de camundongos BALB/c necropsiados aos 

90 dias após a infecção (DAI) experimental com a cepa Be-78 parental (Be-78,  ) ou com o isolado Be-

78is (Be-78is,  ). Os dados estão representados como Média ± Erro Padrão. Grupos com n=4. As linhas 

conectoras indicam diferenças significativas entre os grupos experimentais. 
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5.3.2 Perfil fenotípico do processo inflamatório 

 Foi realizada a caracterização fenotípica do infiltrado inflamatório no coração e colón 

em suspensão celular, por meio da técnica de imunofenotipagem por citometria de fluxo e os 

resultados estão apresentados na figura 10.   
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Figura 9: Análise histopatológica do processo inflamatório no coração e cólon de camundongos 

BALB/c necropsiados aos 90 dias após a infecção (DAI). A): Quantificação do infiltrado 

inflamatório nos animais não infectados (NI ), infectados com a cepa Be-78 parental (Be-78  ) 

ou infectados com o isolado Be-78is (Be-78is  ). Os dados estão representados como Média ± 

Erro Padrão. Grupos com n=4. As linhas conectoras indicam diferenças significativas entre os 

grupos experimentais. B): Fotomicrografias representativas da análise semi-quantitativa do 

processo inflamatório. Coração demonstrando aspecto histológico normal nos animais não 

infectados (a); poucas células inflamatórias com distribuição difusa em animais infectados com a 

cepa Be-78 parental (b); presença de infiltrado inflamatório multifocal de caráter discreto nos 

animais infectados pelo isolado Be-78is (c). Aspecto histológico compatível com a normalidade no 

cólon dos animais não infectados (d), infectados com a cepa Be-78 parental (e) ou infectados com 

o isolado Be-78is (f). Hematoxilina-Eosina. Barra= 50µm. 
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 A análise da presença de macrófagos no tecido muscular cardíaco revelou aumento 

no percentual dessas células nos animais infectados com o isolado Be-78is em relação aos 

animais não infectados (Figura 10). 

Em relação aos Linfócitos B, no coração foi observado um aumento no percentual 

dessas células nos animais infectados pelo isolado Be-78is em relação aos animais infectados 

pela cepa Be-78 parental e aos animais não infectados.  

Na avaliação da frequência relativa de linfócitos TCD4+ no coração, foi possível 

observar aumento dessas células em ambos os grupos infectados, Be-78 e Be-78is, em 

relação ao grupo não infectado, e ainda, um percentual superior de células T auxiliares nos 

animais infectados com o isolado Be-78is quando comparado aos animais infectados com a 

cepa Be-78 parental (Figura 10).  

Ainda no coração, animais infectados com o isolado Be-78is apresentaram aumento 

significativo no percentual de linfócitos T CD8+ quando comparados aos animais não 

infectados e infectados com a cepa Be-78 parental (Figura 10). 

Não foram encontradas diferenças significativas no percentual dos fenótipos celulares 

avaliados no cólon dos grupos estudados (Figura 10).  
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5.3.3 Avaliação dos níveis de citocinas  

   

Figura 10: Análise imunofenotípica do percentual médio de macrófagos (CD45+ F4/80+), linfócitos B 

(CD45+ CD19+), linfócitos T CD4+ (CD45+ CD3+ CD4+) e linfócitos T CD8+ (CD45+ CD3+ CD8+) 

no coração e cólon de camundongos BALB/c necropsiados aos 90 dias após a infecção (DAI). Os dados 

estão representados como Média ± Erro Padrão. Cada um dos 4 elementos do grupo foi composto por 

pool de órgãos (coração ou cólon) de 4 animais. NI (  ): grupo de animais não-infectados; Be-78 (  ): 

grupo de animais infectados com a cepa Be-78 parental; Be-78 isolado (  ): grupo de animais 

infectados com o isolado Be-78is. As linhas conectoras indicam diferenças significativas  entre os 

grupos experimentais. 
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Para a avaliação da resposta imune no coração e cólon durante a infecção por subpopulações 

do T. cruzi, além do fenótipo celular, foi analisado o microambiente de citocinas por meio da 

técnica de ELISA.  

Não foram encontradas diferenças significativas na concentração de IFN- em 

macerados de coração e cólon entre os grupos avaliados (Figura 11). Diferente do observado 

para IFN-, os níveis da citocina reguladora, IL-10, foram significativamente superiores no 

coração dos animais infectados com o isolado em relação ao detectado no coração dos 

animais não infectados (Figura 11). Em relação aos dados da citocina TGF- , nos animais 

infectados com ambas as subpopulações do T. cruzi não foram encontradas diferenças 

significativas em relação ao grupo controle tanto no coração e cólon, como mostra a 

figura11.  

 

NI Be-78 Be-78is

0

100

200

300

400

NI Be-78 Be-78is

0

100

200

300

400

0

100

200

300

400

0

100

200

300

400

0

100

200

300

400

0

100

200

300

400

C
it

o
ci

n
as

(p
g/

m
g 

d
e 

te
ci

d
o

)

Grupos experimentais

IF
N


CORAÇÃO CÓLON

IL
-1

0
TG

F

Figura 11: Análise dos níveis das citocinas IFNγ, IL-10 e TGFβ no coração e cólon de 

camundongos BALB/c necropsiados aos 90 dias após a infecção (DAI). Os dados estão 

representados como Média ± Erro Padrão. Grupos com n=4. NI (  ): grupo de animais não-

infectados; Be-78 (  ): grupo de animais infectados com a cepa Be-78 parental; Be-78 isolado (  

): grupo de animais infectados com o isolado Be-78is. As linhas conectoras indicam diferenças 

significativas entre os grupos experimentais. 
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5.4 Quantificação dos componentes da MEC e das junções comunicantes 

5.4.1 Análise do processo de neoformação de colágeno 

Para quantificar o processo de fibrose, cortes histológicos de coração e cólon foram 

corados pelo método de Picrosirius, no qual, sob luz polarizada, foram determinados os 

colágenos tipo I (vermelho e amarelo) e III (verde), sendo essa análise importante 

componente nas formas clínicas, como a insuficiência cardíaca e megacolon  da fase crônica 

da DCh 

No coração, houve aumento de colágeno tipo I nos animais infectados pela cepa Be-

78 em relação aos animais não infectados, como mostra a figura 12A. Já no cólon não foram 

observadas diferenças significativas nos animais infectados em relação o grupo controle 

(Figura 12A e 12B). O mesmo foi observado para análise de colágeno tipo III, para o qual 

tanto no coração, quanto no cólon, não houve diferenças significativas entre os grupos 

avaliados (Figura 12A e 12B).  
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Figura 12: Análise histopatológica do processo de neoformação de colágeno no coração e cólon de 

camundongos BALB/c necropsiados aos 90 dias após a infecção (DAI). A): Quantificação da área de 

fibras colágenas do tipo I e III nos animais não infectados (NI ), infectados com o isolado Be-78is 

(Be-78is ) ou infectados com a cepa Be-78 parental (Be-78 ). Os dados estão representados como 

Média ± Erro Padrão. Grupos com n=4. As linhas conectoras indicam diferenças significativas entre 

os grupos experimentais. B): Fotomicrografias representativas da análise das fibras colágenas tipo I 

(vermelha e amarela) e tipo III (verde). Coração demonstrando aspecto histológico normal nos 

animais não infectados (a) e infectados com o isolado Be-78is (c); aumento de colágeno tipo I 

(vermelho) em animais infectados com a cepa Be-78 parental (b). Aspecto histológico compatível 

com a normalidade no cólon de animais não infectados (d), infectados com a cepa Be-78 parental (e) 

ou com o isolado Be-78is (f). Picrosírius Red. Barra= 200µm. 
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5.4.2 Avaliação morfométrica da laminina 

 A laminina é um dos principais componentes da MEC e está estabelecido na literatura 

que a infecção pelo T. cruzi induzem alterações moleculares nos elementos da MEC. Para 

quantificar a laminina, foi feito pelo método de imunofluorescência em microscopia confocal 

no qual foram marcados por anti-laminina com seu respectivo anticorpo secundário com 

fluorocromo. 

Não foi observado diferenças significativas na intensidade média de fluorescência 

para laminina entre os grupos avaliados no coração (Figura 13A e 13B). O mesmo padrão foi 

observado nos grupos avaliados no cólon (Figura 14A e 14B).   
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Figura 13: Avaliação morfométrica do componente da MEC, laminina, no coração de 

camundongos BALB/c necropsiados aos 90 dias após a infecção (DAI). A): Avaliação da 

intensidade média de fluorescência para laminina nos animais não infectados (NI  ), infectados 

com o isolado Be-78is (Be-78is ) ou infectados com a cepa Be-78 parental (Be-78 ). Os dados 

estão representados como Média ± Erro Padrão. Grupos com n=4. B): Fotomicrografias de 

coração demonstrando distribuição normal de laminina nos animais não infectados (a, d, g), 

infectados com a cepa Be-78 parental (b, e, h) ou com o isolado Be-78is (c, f, i). 

Imunofluorescência anti-laminina. Laminina (vermelho); núcleos celulares (azul/DAPI). Barra= 

50µm. 
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Figura 14: Avaliação morfométrica do componente da MEC, laminina, no cólon de camundongos BALB/c 

necropsiados aos 90 dias após a infecção (DAI). A): Avaliação da intensidade média de fluorescência para 

laminina nos animais não infectados (NI   ), infectados com o isolado Be-78is (Be-78is ) ou infectados com 
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a cepa Be-78 parental (Be-78 ). Os dados estão representados como Média ± Erro Padrão. Grupos com n=4. 

B): Fotomicrografias de cólon demonstrando distribuição normal de laminina nos animais não infectados (a, d, 

g), infectados com a cepa Be-78 parental (b, e, h) ou com o isolado Be-78is (c, f, i). Imunofluorescência anti-

laminina. Laminina (vermelho); núcleos celulares (azul/DAPI). Barra= 50µm. 

 

 5.4.3 Avaliação morfométrica da conexina-43 no coração 

 Uma das complicações da insuficiência cardíaca na DCh é causada pela alterações 

das junções comunicantes (gap) pela infecção do T.cruzi nos cardiomiócitos. A conexina 43 

é um dos principais componentes das junções comunicantes no coração e sua análise foi feita 

pela técnica de imunofluorescência em microscopia confocal no qual foram marcados por 

anti-conexina 43 com seu respectivo anticorpo secundário com fluorocromo. 

Em ambos os grupos infectados não foi possível observar diferentes expressões na 

intensidade média de fluorescência para conexina-43 no coração (Figura 15A e 15B).  
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Figura 15: Avaliação morfométrica de conexina-43 no coração de camundongos BALB/c 

necropsiados aos 90 dias após a infecção (DAI). A): Avaliação da intensidade média de 

fluorescência para conexina-43 nos animais não infectados (NI   ), infectados com a cepa Be-

78 parental (Be-78  ) ou infectados com o isolado Be-78is (Be-78is   ). Os dados estão 

representados como Média ± Erro Padrão. Grupos com n=4. B): Fotomicrografias de coração 

demonstrando a distribuição normal de conexina-43 entre os cardiomiócitos nos animais não 

infectados (a, d, g), infectados com a cepa Be-78 parental (b, e, h) ou com o isolado Be-78is (c, 

f, i). Imunofluorescência anti-conexina-43. Conexina-43 (vermelho); núcleos celulares 

(azul/DAPI). Barra= 50µm. 
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6. DISCUSSÃO 

Muito se discute sobre novas estratégias terapêuticas na doença de Chagas, mas a 

grande questão é que pouco se conhece sobre a relação parasito-hospedeiro, bem como a 

plasticidade do parasito e as cepas policlonais existentes, que podem estar relacionadas à 

evolução dos casos clínicos como a cardiomiopatia e os megas chagásicos. Sendo assim, são 

muito importantes estudos para compreender a biologia do parasito, bem como a sua relação 

com o hospedeiro e o que pode levar a esses diversos casos clínicos na fase crônica da 

doença. 

Este trabalho é uma continuação de uma linha de pesquisa do nosso grupo no qual, 

observou a influência da infecção por uma cepa policlonal e uma de suas subpopulações, 

isolada na fase crônica recente, sobre a resposta imune durante a fase aguda da DCh 

experimental. Em anexo, figuras (9.2 e 9.3) representativas do resumo dos dados obtidos de 

coração e cólon por Nogueira-Paiva (2015) em sua tese de doutorado, no qual foram usados 

como comparativo neste trabalho para análises da evolução da infecção da fase aguda para a 

fase crônica. Os dados obtidos nesse trabalho confirmaram características moleculares e 

perfis de histotropismo distintos para as cepas Be-62 e Be-78, embora essas cepas pertençam 

ao mesmo DTU (Tc II), e o isolado Be-78is compartilhando características de histotropismo 

com a cepa Be-62 e virulência com a cepa Be-78 parental (Nogueira-Paiva et al., 2015). 

Neste sentido, o grupo levantou a seguinte hipótese: como seria esta relação cepa-isolado na 

fase crônica da doença de Chagas?   

Já é bem descrito na literatura que a cepa Be-62 é uma cepa virulenta e que apresenta 

altas taxas de parasitemia, podendo ser relacionada a formas mais delgadas e assim consegue 

invadir a célula e replicar mais rápido (Lana e Chiari, 1986; Lana, 1981; Guedes et al, 2007). 

Com isso, todos os animais infectados por esse cepa apresentaram taxa de 100% de 

mortalidade aos 90DAI como esperado .  

Sabe-se que o isolado Be-78is, que foi selecionado da cepa policlonal Be-78, 

compartilha características semelhantes à cepa Be-62, como por exemplo, o histotropismo 

preferencial pelo cólon durante a fase aguda da infecção, em contrapartida ao 

cardiomiotropismo observado para a cepa Be-78 parental (Nogueira-Paiva et al., 2015). De 

acordo com nossos dados, na fase crônica, há uma maior carga parasitária no coração dos 

animais infectados com a cepa Be-78 parental, o que se assemelha aos dados obtidos no 

laboratório na fase aguda (Nogueira-Paiva et al., 2015) mostrando que o cardiomiotropismo 

se mantem também na fase crônica da doença. Em ambos os grupos infectados, há um 
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aumento de parasitos no cólon, o que confirma os dados atuais da literatura, no qual o TGI 

mostrou ser o principal foco de infecção na fase crônica em diversos modelos estudados 

(Lewis et al., 2016). Estudos realizados por Veloso et al., (2012) utilizaram cães da raça 

Beagle infectados com as cepas Be-78 e Y (pertencentes ao mesmo DTU TcII) que foram 

submetidas por tempos de passagens diferentes no biotério (um inóculo mantido por 4 

passagens e outro inoculo oriundo de uma cepa mantida no biotério por 18 meses) para 

verificar a se dinâmica de passagem ao longo do tempo pré-dispõem alterações nas cepas. Os 

resultados mostram que cada cão selecionou uma determinada população, ou seja, essa 

observação relaciona não apenas a genética do T. cruzi, mas também o hospedeiro (Veloso et 

al., 2012). Nossos dados mostram que mesmo utilizando um isolado que apesentou 

características moleculares semelhantes de ambas as cepas (Be-62 e Be-78 parental), na fase 

aguda (Nogueira-Paiva et al., 2015), na fase crônica o isolado apresentou características de 

patogenicidade semelhante à cepa parental e sendo que essa complexidade da interação 

parasito-hospedeiro mostrou o isolado apresentando características menos patogênicas do 

que a parental. Além disso, um estudo feito em cães chagásicos crônicos por Veloso, et al 

(2005) avaliando a influência da infecção a longo prazo pelo T. cruzi em relação ao 

hospedeiro vertebrado utilizando a cepa Be-78 e seus respectivos isolados, mostrou que os 

isolados podem responder de formas distintas em relação a cepa parental. Essas alterações 

podem estar relacionadas à relação parasito-hospedeiro, no qual o T. cruzi pode modular a 

infecção. 

Foi observado aumento do número de células inflamatórias nos animais infectados 

pelo isolado Be-78is no coração, sugerindo que essa inflamação possa ser importante para a 

redução do parasitismo tecidual desses animais. Já nos animais infectados pela cepa Be-78, 

mesmo na presença de maior carga parasitária no coração, a resposta imune permaneceu em 

homeostase. De Lana, Chari & Tafuri 1992 mostraram que cães SRD (sem raça definida) 

infectados pela cepa Be-78 apresentaram cardiopatia chagásica crônica fibrosa difusa e, além 

disso, avaliaram a influência da infecção a longo prazo da cepa Be-78 do T. cruzi ,isolados 

de cães crônicos cardíacos e indeterminados, em camundongos e mostraram que a infecção 

levou a alterações biológicas, como parasitemia, patogenicidade e virulência nesse modelo, 

concluindo ao longo da infecção a resposta parasito-hospedeiro se modifica. Neste contexto, 

é possível perceber que além das cepas de T. cruzi apresentarem polimorfismo biológico, 

também apresentam uma importante característica de plasticidade frente ao hospedeiro, 

podendo ser modulada ao longo da infecção. Neste trabalho, o modelo utilizado apresentou 
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diferentes características de patogenicidade entre os animais infectados pelo isolado Be-78is 

e pela cepa Be-78 parental, comparados, por exemplo, ao modelo cão (De Lana, Chari & 

Tafuri, 1992), podendo relacionar a capacidade de modulação genética do T. cruzi em 

relação parasito-hospedeiro e consequentemente as formas clínicas da doença. Fazendo um 

comparativo entre a carga parasitária e processo inflamatório observado no isolado e na cepa 

Be-78 parental, foi possível observar nos animais infectados pela cepa Be-78 parental uma 

maior carga parasitária, porém sem aumento do número de células inflamatórias, sugerindo 

que esses parasitos possam estar “quiescentes” nesse tecido (Tarleton, 2003; Tarleton, 2007). 

Já nos animais infectados pelo isolado foi observado um aumento do número de células 

inflamatórias no coração, sugerindo que essa inflamação possa estar relacionado na redução 

do parasitismo tecidual observado nesses animais. 

Além da intensidade da inflamação, também avaliamos o fenótipo das células 

inflamatórias e o microambiente de citocinas presentes no coração e cólon dos animais, 

sendo de fundamental importância para compreendermos a dinâmica da infecção pelo T.cruzi 

e identificar possíveis alvos terapêuticos. Em relação ao número de macrófagos, foi possível 

observar aumento dessa célula nos animais infectados pelo isolado Be-78is no coração, o que 

contribuiu para o aumento do processo inflamatório nesse mesmo grupo. Na fase aguda, 

Nogueira-Paiva (2015), observou um aumento tardio no número de macrófagos no 28º DAI 

no coração que se manteve durante a fase crônica recente, sugerindo mais uma vez que a 

inflamação poderia ser fator importante na diminuição do parasitismo tecidual nesses 

animais. Sabe-se que os macrófagos são essenciais para o controle da infecção pelo T. cruzi, 

por produzirem substâncias citotóxicas como, por exemplo, o NO (Muñoz-Fernández, 

Fernández & Fresno 1992; Alvares et al, 2011). Estudos feitos por Chowdhury et al., (2017) 

isolando micropartículas de sobrenadantes de células mononucleares do sangue periférico de 

humanos infectados (fase crônica) e posteriormente utilizando modelo camundongo para 

investigar a participação dessas micropartículas frente a resposta imune, concluíram que as 

micropartículas produzidas por células imunes são capazes de ativar macrófagos pró-

inflamatórios em camundongos, bem como liberação de citocinas e NO. Essa continuidade 

na ativação de macrófagos na fase crônica recente pode ser importante para a manutenção do 

controle do parasitismo tecidual, podendo, no caso dos nossos animais, estar exercendo um 

papel protetor em relação ao desenvolvimento de lesões no coração.  

Além dos macrófagos, os linfócitos B, células da resposta imune humoral, também 

são importantes no combate à infecção pelo T. cruzi por produzir anticorpos e citocinas que 
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ativam as células T. Nesse trabalho houve um aumento no número de linfócitos B no coração 

dos animais infectados pelo isolado Be-78is em relação aos animais infectados pela cepa Be-

78 e aos animais não infectados. Na fase aguda, houve aumento do número de linfócitos B 

no 14º DAI em todos os animais infectados, porém apenas o grupo infectado pela cepa Be-78 

permaneceu aumentado no 28º DAI no coração (Nogueira-Paiva, 2015). Na fase aguda tem 

maior percentual de linfócitos B no coração nos animais infectados pela cela Be-78 parental, 

mas quando observamos a fase crônica o isolado Be-78is apresenta maior percentual de 

linfócitos B no coração. Assim, fazendo uma relação entre a fase aguda e crônica, podemos 

perceber que o isolado apresenta um atraso na resposta imune humoral em relação os animais 

infectados pela cepa parental, que é importante na produção de anticorpo, controle de 

parasitos, ativação de mecanismos imunológicos eficazes que contribuem para o 

estabelecimento contra as formas clínicas da doença, associados a propriedades protetoras. 

Passos et al., (2019) investigaram a relação entre as subpopulações de células B para as 

diferentes formas clínicas da DCh e os resultados encontrados foram aumento de células B 

em pacientes que apresentaram sorologia positiva, porém exames de imagem normal (forma 

indeterminada), no qual essas células B expressaram TNF e a citocina anti-inflamatória IL-

10, sugerindo que este equilíbrio imunológico é importante fator na ação protetora como 

prevenção das formas clinicas da doença (Passos et al, 2019). Neste trabalho, resultados 

semelhantes foram encontrados, no qual houve o aumento de células B no coração dos 

animais infectados pelo isolado Be-78is, bem como citocina anti-inflamatória IL-10 e não foi 

observado danos teciduais, corroborando com os dados encontrados na literatura.  

Na fase aguda, as células B desempenham um papel importante na manutenção das 

células T, bem como a funcionalidade na produção de citocinas pro-inflamatórias, o que 

pode resultar em uma resposta eficiente ou não e assim prolongar a infecção, levando o 

individuo a fase crônica e possíveis complicações cardíacas ou digestivas (Cardillo et al, 

2007). Neste trabalho, foi possível observar presença de fibrose apenas nos animais 

infectados pela cepa Be-78 parental no coração, indicando que o intenso processo 

inflamatório observado na fase aguda foi capaz de gerar uma lesão observada na fase crônica 

recente. Para os animais infectados pelo isolado Be-78is, mesmo ainda permanecendo o 

processo inflamatório na fase crônica recente, não é possível observar danos teciduais, sendo 

necessária uma análise de fase crônica mais tardia. 

Em relação aos linfócitos TCD4+, nesse trabalho, houve um aumento significativo no 

percentual dessas células nos animais infectados pelo isolado Be-78is no coração em relação 
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àqueles infectados com a cepa Be-78 parental e não infectados, mostrando mais uma vez que 

essas células foram capazes de contribuir para a redução da carga parasitária nesses animais. 

Além disso, os animais infectados pela cepa Be-78 parental também apresentaram maior 

percentual de linfócitos TCD4+ em relação os animais não infectados, no entanto esse 

aumento não foi capaz de gerar um intenso processo inflamatório. Esse fator também pode 

estar relacionado às amastigotas dormentes que não se proliferam no tecido e assim não 

causando importante ativação de resposta imune nesses animais (Sánchez-Valdéz, & Padilla, 

2019). Sabe-se que as células TCD4+ são responsáveis pela produção de citocinas 

inflamatórias e anti-inflamatórias, importantes para a manutenção da resposta imune em 

indivíduos portadores da doença de Chagas, bem como para a evolução para as formas 

clínicas da fase crônica. Dados na literatura mostram que pacientes indeterminados e 

portadores de CCC apresentaram maior percentual de linfócitos TCD4+ no sangue periférico, 

sugerindo que essa célula atua de forma antígeno específico, bem como promove a regulação 

da resposta imune efetora (Araújo, 2009). Os mesmos dados foram encontrados por Chaves 

et al., (2016) no qual pacientes acometidos por CCC e pacientes indeterminados 

apresentaram aumento significativo de células TCD4+ e TCD8+.  

Na análise de imunofenotipagem para linfócitos TCD8+ foi encontrado aumento 

dessas células nos animais infectados pelo isolado Be-78i no coração em relação os animais 

não infectados. Todas as células imunes avaliadas nesse trabalho apresentaram aumento 

significativo no grupo isolado Be-78is, podendo relacionar a diminuição da carga parasitária 

desse grupo no coração. Na fase aguda houve um aumento do percentual de células TCD8+ 

aos 28 DAI em ambos os grupos infectados no coração, enquanto, no cólon, esse aumento se 

manteve apenas nos animais infectados pelo isolado Be-78is (Nogueira-Paiva, 2015). Sabe-

se que as células TCD8+ podem influenciar na gravidade das lesões causadas, principalmente 

no tecido cardíaco, desenvolvendo as formas graves e complicações causadas pela presença 

do parasito no tecido, porém, os resultados desse trabalho mostraram que esse aumento de 

TCD8+ nos animais infectados pelo isolado não foi capaz de causas danos teciduais 

expressivos na fase crônica recente e com isso seria necessário acompanhar esses animais 

por mais tempo para compreender melhor o impacto da manutenção do processo 

inflamatório ao longo da infecção pelo isolado Be-78is. 

Em geral, na fase aguda, a resposta imune eleva os níveis tanto de linfócitos TCD4+ 

quanto de TCD8+, já na fase crônica da infecção os níveis de células T se tornam 

imunomoduladas, acompanhados de uma baixa resposta imune efetora, devido à inativação 
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dessas células por receptores inibitórios ou imunorreguladores (Mateus, et al., 2019). Nesse 

trabalho, os animais infectados pelo isolado Be-78is apresentam perfil inflamatótio de 

resposta imune celular como observado na fase aguda, diferente do observado nos animais 

infectados pela cepa Be-78 parental. Assim, a ausência de fibrose nos animais infectados 

pelo isolado Be-78is pode estar relacionado ao fato de induzir uma resposta duradoura, 

porém sem a capacidade de causar lesão, enquanto os animais infectados pela cepa Be-78 

parental, induziu uma intensa inflamação no coração na fase aguda, que foi controlada na 

fase crônica, no entanto causou dano tecidual que foi reparado por fibrose. Tanto as células 

TCD4+ e TCD8+ são essenciais para delinear o papel da resposta imune frente a uma 

infecção, como por exemplo, o desenvolvimento ou não das formar clínicas da DCh. De 

modo geral, os linfócitos T são importantes componentes observados em indivíduos 

indeterminados e cardíacos, além disso, as células T ativas expressão citocinas inflamatórias 

e inflamatórias, consistindo em uma imunorregulação do sistema imune durante a fase 

crônica (Dutra, & Gollob, 2008) corroborando com este trabalho, no qual os animais 

infectados pelo isolado Be-78is, mostraram essa característica de imunorregulação do 

sistema imune. Tarleton et al., (1994) observaram que camundongos knockout para TCD4+ 

e/ou TCD8 + na fase crônica, apresentaram um aumento da inflamação, acompanhada de alta 

carga parasitária, sugerindo que a depleção de subconjuntos de células T não impede a 

resposta inflamatória, porém não é capaz de diminuir a carga parasitária. Nossos dados 

mostram que o aumento observado de linfócitos TCD4 + e TCD8 + foram importantes no 

controle do parasitismo tecidual observados nos animais infectados pelo isolado Be-78is no 

coração. 

Em relação às citocinas avaliadas nesse trabalho, não houve aumento de IFN- e 

TGF-  em ambos os grupos infectados, tanto no coração quanto no cólon. Diversas células 

imunes produzem IFN-, pois essa citocina atua na ativação de células responsáveis pela 

eliminação do parasito. Animais nocautes para IFN- são mais susceptíveis à infecção pelo 

T. cruzi por torná-los incapazes de atuar no controle da infecção do parasito, pelo fato de 

IFN- ser essencial na montagem e ativação da resposta imune e na produção de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio (Almeida, 2017). Estudos relacionados em indivíduos 

soropositivos na fase crônica da DCh, apresentaram níveis elevados de IFN-porém não foi 

observado diferença estatística em relação do grupo controle (Pissetti et al, 2009), sendo 

nesse trabalho, também não foram encontrados essa diferença em ambos os grupos 

infectados em relação ao grupo controle.  
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Para a citocina IL-10, houve um aumento dos níveis, no coração dos animais 

infectados pelo isolado Be-78is. Tanto TGF-quanto IL-10 são citocinas anti-inflamatórias 

que atuam principalmente no controle de proliferação e diferenciação celular sendo, na DCh, 

importantes na inflamação e fibrose. Silva et al., (2019), em análises in vitro, mostraram que 

cardiomiócitos tratados com tetrandrina, inibem a proliferação de fibroblastos cardíacos 

induzidos pelo TGF- , sendo fator importante no redicionamento de tratamentos para fibrose 

cardíaca. Nossos resultados mostram que em ambos os grupos infectados não houve aumento 

dessa citocina, porém nos animais infectados pela cepa Be-78 parental embora haja 

parasitismo tecidual aumentado e uma resposta imune não significativa, o intenso processo 

inflamatório na fase aguda foi capaz de gerar neoformação de colágeno no coração, na fase 

crônica recente. Como o tecido já foi reparado e a resposta imune encontra-se em 

homeostase, não seria necessária a elevação dos níveis de TGF- . Salvador et al,. (2019) em 

um estudo feito com pacientes que apresentaram PCR positiva para T. cruzi mostrou níveis 

medianos de IL-10, mostrando que essa citocina desempenha papel importante no controle 

do parasitismo. Nossos dados mostram que os animais infectados pelo isolado Be-78is, 

apresentaram maior produção de IL-10 que provavelmente foi capaz de imunomodular o 

efeito citotóxico da resposta inflamatória, causando redução do parasitismo tecidual sem 

presença de maiores danos teciduais.  

Em relação aos resultados da análise de colágeno tipo I, reticular, importante nos 

eventos iniciais da deposição de fibrose, houve um aumento no coração dos animais 

infectados pela cepa Be-78 parental. Esse aumento de colágeno pode ser relacionado a 

intenso processório inflamatório encontrado na fase aguda (Nogueira-Paiva, 2015), no qual 

na fase crônica essa inflamação diminui, e o tecido foi reparado por fibrose. Esse processo de 

reparo tecidual ocorre de forma natural, caracterizado por deposição de colágeno dando 

maior rigidez ao tecido (Zerr,  et al., 2016), porém quando este estímulo é mantido por um 

longo período, o excesso dessa produção dá origem à fibrose que é umas das grandes 

consequências das complicações clinicas da doença de Chagas, prejudicando a função dos 

orgãos (Noya-Rabelo et al., 2018; Chen, et al., 2012).   

Além da analíse de colágeno, outro componente da MEC foi analisado, a laminina. 

Sabe-se que o T. cruzi utiliza componentes da MEC para garantir o sucesso de infecção na 

célula, sendo importante fator para a entrada do parasito nos tecidos (Fares et. al., 2013) e a 

hipótese seria se na fase crônica a laminina poderia estar auxiliando no remodelamento da 

lesão crônica e assim apresentarem aumentadas. Nossos resultados mostram que animais 
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infectados pela cepa Be-78 parental e pelo isolado Be-78is não apresentaram diferenças em 

relação os animais não infectados, ou seja, não houve alteração nos níveis médios de 

laminina. Coelho et al., (2018), em estudo in vitro utilizando a cepa Y, encontraram aumento 

de MEC (fibronectina, laminina e colágeno) já nas primeiras horas após infecção até 24h 

após a infecção, suportando a ideia que esse aumento da MEC e desbalanço na degradação 

possa estar relacionado a fibrose cardíaca na fase crônica da DCh. Já Andrade et al., (1989) 

analisaram em camundongos alterações da MEC por microscopia de imunofluorescência e 

mostraram que na fase crônica recente houve aumento das concentrações de laminina que 

persistiu também durante a fase crônica tardia e relacionaram esse aumento de células 

inflamatórias. Pereira et al., (2014) mostraram que camundongos infectados pela cepa 

colombiana na fase crônica apresentaram intenso processo inflamatório cardíaco, bem como 

uma maior deposição de MEC (fibronectina e laminina). Além disso compararam o modelo 

experimental, no qual camundongos da linhagem C3H/He apresentaram anormalidades 

elétricas mais graves do que camundongos C57BL/6 que apresentaram alterações mais 

brandas (Pereira, et al,. 2014). Nossos dados sugerem que, tanto a cepa Be-78 parental 

quando o isolado Be-78is não foram capazes de alterar a expressão de laminina, no coração e 

cólon, o que pode estar relacionado a características patogênicas da cepa frente ao modelo 

experimental utilizado, camundongos da linhagem Balb/c, ou ainda à fase crônica recente, 90 

DAI, o que pode não ter sido suficiente para observar alterações nesse componente da MEC. 

Além das alterações nos componentes da MEC, nós avaliamos também o impacto da 

infecção com a cepa policlonal parental e seu isolado sobre as junções do tipo gap, 

reponsáveis pela manutenção do sincício celular cardíaco, importante para a condução 

sincronizada do impulso elétrico. Componente das junções do tipo Gap, juntamente com as 

conexinas 40 e 45, a conexina-43, predominatemente expressa no tecido muscular cardíaco, 

(Kumar e Gilula, 1996) foi analisada através de microscopia confocal. Não houve alteração 

na expressão de conexina-43 nos animais infectados em comparação aos animais não 

infectados. Dados na literatura mostram que na fase aguda a expressão da conexina é 

aumentada devido presença de processo inflamatório no tecido, como forma de reposição 

dessas conexinas refletindo em uma remodelação patológica no tecido ao dano tecidual 

(Burke et al, 2014). Adesse et al., (2008) mostraram que a expressão de conexina-43 é 

aumentada na fase inicial da infecção de miócitos cardíacos, em experimento in vitro, porém, 

após 24h, os níveis de conexina-43 diminuem devido à multiplicação dos parasitos nas 
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células, o que sugere a infecção pelo T. cruzi fator importante na remodelação da expressão 

dessas proteínas.  

Os dados obtidos neste trabalho, associados àqueles observados na fase aguda da 

infecção nos permitem concluir que, os animais infectados pela cepa Be-78 parental 

mantiveram a carga parasitária no coração ao longo da infecção, no entanto, aos 90DAI, o 

processo inflamatório, exuberante na fase aguda e capaz de gerar dano tecidual reparado com 

uma discreta fibrose, foi controlado, sugerindo uma situação de equilíbrio parasito-

hospedeiro, que pode estar relacionada à presença de amastigotas quiescentes, incapazes de 

gerar estímulo antigênico necessário à inflamação, portanto, “protegidas” do efeito citotóxico 

da resposta imune celular. Em contrapartida, os animais infectados pelo isolado Be-78is que, 

na fase aguda da infecção, apresentavam um histotropismo preferencial para o cólon e uma 

resposta imune aparentemente controlada no coração, demonstraram, aos 90DAI, Em 

detrimento do processo inflamatório imunomodulador sustentado na fase crônica, nenhuma 

alteração nos componentes da MEC avaliados foi observada, o que ser associado ao aumento 

da produção da citocina imunomoduladora IL-10, cuja função ao modular a reposta imune é 

controlar o efeito citotóxico da imunidade celular.  

Em suma, podemos sugerir que, no coração, o isolado Be-78is parece apresentar um 

perfil atrasado em relação à cepa Be-78 parental, que pode estar relacionado a uma 

patogenicidade inferior, compatível com a menor parasitemia observada nesse grupo 

(Nogueira-Paiva, 2015). Todavia, avaliações em tempos mais tardios da fase crônica da 

infecção, com essas duas populações do T. cruzi, poderiam revelar outros aspectos 

importantes para a patogênese das lesões da DCh, relacionados, por exemplo, ao desbalanço 

da relação parasito-hospedeiro observada no grupo infectado com a cepa Be-78 parental, 

com indução de uma resposta imune contra as formas “quiescentes” do parasito e 

desenvolvimento de lesões teciduais exuberantes resultantes da tentativa de reduzir a carga 

parasitária. Em relação ao grupo de animais infectados com o isolado Be-78is, análises 

adicionais na fase crônica tardia poderiam confirmar sua menor patogenicidade comparada à 

cepa parental, ou ainda, evidenciar que essa subpopulação possa induzir uma infecção mais 

silenciosa e lenta, entretanto, capaz de causar dano tecidual, resultado de uma reposta imune 

sustentada ao longo da fase crônica da infecção.    
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7. CONCLUSÃO 

 Podemos concluir que no coração, o isolado Be-78is parece apresentar um perfil 

atrasado em relação à cepa Be-78 parental, podendo estar relacionado a uma patogenicidade 

inferior ou até mesmo por apresentar uma infecção mais silenciosa, sendo necessárias 

análises mais tardias que poderiam evidencia melhor as lesões causadas nos casos clínicos na 

DCh. 
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9. ANEXOS 

9.1 Anexo 1: Certificado CEUA
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9.2 Anexo 2: Representação dados da fase aguda 
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Figura 16: Representação esquemática dos resultados obtidos na ETAPA II da tese de doutorado Nívia Carolina Nogueira de Paiva, 2015. Análises  de imunofenotipagem e 

carga parasitária no coração e cólon de camundongos BALB/c eutanasiados ao longo da fase aguda (7, 14 ou 28 dias após a infecção -dai) da infecção experimental com o 

isolado Be-78is, ou com as cepas de referência Berenice-62 e Berenice-78 parental do Trypanosoma cruzi. NI: grupo de animais não-infectados; Be-62: grupo de animais 

infectados com a cepa Be-62; Be-78 isolado: grupo de animais infectados com o isolado Be-78is5-3mai; Be-78 parental: grupo de animais infectados com a cepa Berenice-78 

(Nogueira-Paiva, 2015).   
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9.3 Anexo 3: Representação dados da fase aguda 
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Figura 17: Representação esquemática dos resultados obtidos na ETAPA II  da tese de doutorado Nívia Carolina Nogueira de Paiva, 2015. Análises de parasitemia, carga 

parasitária e inflamação no coração e cólon de camundongos BALB/c eutanasiados ao longo da fase aguda (7, 14 ou 28 dias após a infecção -dai) da infecção experimental 

com o isolado Be-78is, ou com as cepas de referência Berenice-62 e Berenice-78 parental do Trypanosoma cruzi. NI: grupo de animais não-infectados; Be-62: grupo de 

animais infectados com a cepa Be-62; Be-78 isolado: grupo de animais infectados com o isolado Be-78is5-3mai; Be-78 parental: grupo de animais infectados com a cepa 

Berenice-78 (Nogueira-Paiva, 2015). 


