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SANTOS, V.R.L.                                                                                                      Resumo

Como  resultado  da  enorme  diversidade  genética  do  Trypanosoma  cruzi e  de  seus 

hospedeiros  vertebrados,  a  interação  entre  estes  pode  levar  a  cursos  de  infecção 

distintos.  Do ponto  de  vista  da  biologia  do  parasito,  têm-se  os  diferentes  fenótipos 

apresentados  por  diferentes  cepas  do  T.  cruzi,  diferenças  estas  observadas  também 

quando  se  compara  suas  formas  evolutivas.  Por  parte  da  biologia  do  hospedeiro 

vertebrado,  tem-se  a  importância  da  resposta  imunológica  como  determinante  da 

gravidade da infecção; indivíduos imunossuprimidos, por exemplo, têm menos sucesso 

em alcançar o equilíbrio parasito/hospedeiro e apresentam maior gravidade das lesões 

observadas no coração e sistema nervoso central.  Infecções experimentais no modelo 

cão mimetizam vários aspectos da infecção pelo  T. cruzi em humanos. Nosso grupo 

demonstrou recentemente que a infecção por formas tripomastigotas ou sangüíneas da 

cepa  Be-78  do  T.  cruzi influencia  a  evolução  dos  parâmetros  imunológicos  e 

parasitológicos durante  a  fase aguda da infecção em cães.  No sangue periférico foi 

demonstrada a diminuição de monócitos circulantes nos animais infectados por formas 

tripomastigotas sangüíneas e um predomínio de células T CD8+ nos animais infectados 

por  ambas  formas  infectantes,  sendo  maior  nos  animais  infectados  por  formas 

tripomastigotas  metacíclicas.  Inúmeros  aspectos  da  imunopatogênese  da  Doença  de 

Chagas ainda não foram esclarecidos. Os resultados da avaliação do sangue periférico 

levaram a sugerir a hipótese de que os monócitos circulantes teriam migrado para o 

tecido e se diferenciado em macrófagos. A partir destas informações, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar as alterações histopatológicas e a participação de macrófagos no 

coração e na medula espinhal, dois sítios imunologicamente distintos, durante a fase 

aguda da infecção com 2000 formas tripomastigotas metacíclicas ou sangüíneas da cepa 

Be-78  por  kg  de  peso  corporampela  via  intraperitoneal  associada  à  terapia 

imunossupressora com azatioprina (2mg/kg/diariamente durante 42 dias). Vinte e quatro 

animais foram divididos em 6 grupos experimentais: controle (C), infectado com formas 

tripomastigotas metacíclicas (TM), infectados com formas tripomastigotas sangüíneas 

(TS),  controle  imunossuprimido  (CIMS),  infectado  com  formas  tripomastigotas 

metacíclicas  e  imunossuprimido  (TMIMS)  infectados  com  formas  tripomastigotas 

sangüíneas e imunossuprimidos (TSIMS). Os animais foram acompanhados durante a 

fase aguda e necropsiados durante a fase aguda. O coração e a medula espinhal foram 

coletados  e  processados  rotineiramente.  A  avaliação  histopatológica  do  coração  foi 

realizada  no  átrio  direito  por  meio  de  cortes  histológicos  corados  por  HE  para  a 

avaliação  do  processo  inflamatório  e  Tricrômico  de  Masson  para  avaliação  da 
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neoformação de colágeno. A medula espinhal foi avaliada  in totum utilizando o HE, 

Cresil violeta para quantificar os nódulos gliais (NG) e infiltrados perivasculares (IPV), 

Glees Marsland e Weil Weigert para avaliação de lesões nos axônios e na bainha de 

mielina,  respectivamente.  Em  ambos  os  tecidos  foi  realizada  a  quantificação  do 

parasitismo e de macrófagos utilizando a técnica imuno-histoquímica. De forma geral, 

observou-se que tanto no átrio direito quanto na medula espinhal, frente à infecção, as 

lesões  teciduais  (processo  inflamatório  e  neoformação  de  colágeno)  assim  como  o 

parasitismo,  são  discretos.  Quando  se  compara  a  infecção  pelas  diferentes  formas 

evolutivas  do  parasito,  o  que  se  observa  é  que  as  lesões  no  átrio  direito  são  mais 

intensas na infecção por formas tripomastigotas sangüíneas; na medula espinhal, tais 

lesões são mais intensas na infecção por formas tripomastigotas metacíclicas. Frente à 

imunossupressão, existe tendência a aumento das lesões teciduais e do parasitismo nos 

animais  infectados  por  formas  tripomastigotas  metacíclicas,  porém,  de  maneira 

intrigante,  esta  tendência  não  é  observada  na  infecção  por  formas  tripomastigotas 

sangüíneas.  Os resultados  deste  trabalho demonstram a importância  de se  estudar  a 

infecção por diferentes formas evolutivas do T. cruzi e em diferentes compartimentos do 

organismo do hospediro.
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Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, affects not only cardiac and 

intestinal structures but also neurological structures. Experimental canine model of   T.  

cruzi infection has been shown to mimetize the various aspects of Chagas disease. Our 

group has been demonstrated that the source of the inoculum (blood-BT or metacyclic 

trypomastigotes-MT) influences the evolution of the immunological and parasitological 

aspects of the acute phase of T. cruzi infection in dogs. We observed at the peripheric 

blood  a  predominance  of  CD8+T  cells  in  MT  group.  Considering  the  histological 

picture, a major characteristic of Chagas disease is a myocarditis constituted primarily 

of mononuclear cells, during both, acute and chronic phases of the disease. So, the aim 

of this study was to evaluate the histopathological aspects of the heart and spinal cord, 

two immunologically distinct sites, during acute phase in BT and MT T. cruzi infection 

associated or not to immunosuppressive therapy (azathioprine-2mg/kg/daily during 42 

days) and the macrophage contribution to the inflammatory infiltrate. The dogs (120 

days old) were inoculate with 2000 BT or MT/kg body weight by intraperitoneal route 

(Berenice-78 T. cruzi strain). Twenty four animals were divided into six experimental 

groups: uninfected, infected with blood trypomastigotes (BT), infected with metacyclic 

trypomastigotes  (MT),  uninfected/immunossuppressed,  infected  with  BT  and 

immunossupressed (BTims)  and infected with MT and immunossupressed (MTims). 

These were observed during the acute phase of the infection and necropsied on 42 days 

of infection. The heart and spinal cord were collected in totum and the histopathological 

evaluations  were  performed  using  Hematoxylin-Eosin  to  observe  the  generally 

histopathological  alterations,  Masson  Trichromic  to  evaluate  collagen  neoformation, 

Cresil-Violet  to  evaluate  and quantify  glial  nodules  (GN) and perivascular  infiltrate 

(PI),  and  the  immunohistochemical  technique  against  T.  cruzi and  macrophages,  to 

visualize  and  quantify  the  parasitism  and  macrophages  respectively.  Previously  we 

observed  that:  1)  immunosuppressive  therapies  lead  to  higher  levels  of  parasitemia 

however,  no  differences  were  observed  among  MTims  and  BTims;  2)  spinal  cord 

lesions are characterized by GN and PI with or without parasites.  The heart of dogs 

infected with BT showed more intense acute myocarditis characterized by a focal and 

diffuse  exudation  of  mononuclear  cells  and  collagen  neoformation  than  MT group. 

Dogs infected and immunossupressed showed acute myocarditis more destructive than 

not-immunossupressed,  characterized  by  diffuse  exudation  of  mononuclear  cells. 

Parasites and macrophages were observed more frequently in immunossupressed group. 
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MT group presented greater number of cells in PI and GN than BT group. On the other 

hand, the number of cells in GN and PI were greater in BT and MT when compared to 

BTims and MTims. Parasites were observed in BT, BTims and MTims. Macrophages 

were greater in MT than BT and in MTims than BTims. Taken together, these data 

suggests that MT lead a more intense response than BT and that the immunossupression 

during acute phase of experimental  T. cruzi infection in dogs do not permitted greater 

parasitism or lesions in spinal cord. 
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1.1 – O Trypanosoma cruzi e a doença de Chagas

A Doença de Chagas (DC) conhecida como tripanossomíase americana, é uma 

zoonose causada pelo protozoário  Trypanosoma cruzi  que ocorre em quase todos os 

países da América Latina.  As estimativas indicam a prevalência  da infecção em 13 

milhões de pessoas, a incidência anual de 200 mil novos casos e cerca de 3,0 – 3,3 

milhões de indivíduos sintomáticos (WHO, 2003).

 Os  mecanismos  de  transmissão  incluem  as  vias  vetorial,  transfusional, 

congênita, oral e por acidentes de laboratório (Prata, 2001). A principal e mais freqüente 

forma de transmissão, a vetorial, ocorre por meio do contato da pele ou da mucosa do 

hospedeiro  com as  fezes  e/ou  urina  dos  triatomíneos  contaminados  com as  formas 

tripomastigotas metacíclicas.  

Ao longo de seu ciclo biológico, o T. cruzi exibe pleomorfismo representado por 

suas  diversas  formas  evolutivas,  cada  uma  delas  adaptada  a  um  microambiente 

específico. Contudo, somente as formas tripomastigotas metacíclicas e as sangüíneas, 

estas últimas presentes no sangue dos hospedeiros vertebrados, apresentam as moléculas 

que permitem a interação e/ou invasão das células do hospedeiro (Ramirez et al., 1993). 

Após a invasão das células do hospedeiro, as formas tripomastigotas metacíclicas ou 

sangüíneas se  diferenciam em amastigotas,  que se  multiplicam e se  diferenciam em 

tripomastigotas sangüíneas. As células repletas destas últimas formas se rompem e as 

tripomastigotas sangüíneas invadem outras células ou alcançam a corrente sangüínea, 

havendo desta forma, a disseminação do parasito para diferentes regiões do organismo.

A  demonstração  de  que  as  formas  tripomastigotas  metacíclicas  são  mais 

eficientes quando comparada às sangüíneas em penetrar a mucosa oral de camundongos 

(Hoff, 1996) e em infectar cães pelas vias conjuntival e intraperitoneal (Bahia  et al., 

2002) evidencia que existem diferenças entre estas formas evolutivas do parasito. Os 

trabalhos  de  Bento  et  al., (1996),  Camargo  et  al., (1997)  e  Coelho  et  al.,  (2002) 

mostraram que glicoconjugados na superfície das formas tripomastigotas sangüíneas e 

amastigotas estariam envolvidos na iniciação da inflamação e da resposta imune pela 

promoção da síntese de citocinas que ativariam diferentes compartimentos do sistema 

imune.

Glicoconjugados-lípides de epimastigotas e de tripomastigotas são capazes de 

ativar de forma inespecífica os linfócitos B de modo que estes passam a secretar IgM, 

IgG1 e IgG3 em camundongos (Bento et al., 1996). Este fenômeno explica, em parte, a 

2



SANTOS, V.R.L.                                                                                                 Introdução

ativação  policlonal  destas  células  bem  como  a  hipergamaglobulinemia  progressiva 

observada durante a fase aguda. A ativação policlonal dos linfócitos B no baço e no 

linfonodo progride com a evolução da doença e amplifica a hipergamaglobulinemia. A 

distribuição dos isotipos é invariável no decorrer da fase aguda e é caracterizada pela 

presença predominante de IgG2a e IgG2b (D’Imperio-Lima et al., 1986). 

A DC humana é caracterizada por uma fase aguda sintomática ou assintomática, 

com aproximadamente dois meses de duração, que pode evoluir para uma fase crônica 

que persiste por toda a vida do hospedeiro. Quando sintomática, a fase aguda apresenta-

se com sintomas não específicos  e envolvimento cardíaco (Parada  et al., 1997).  As 

alterações  mais  graves  da  fase  aguda  incluem  miocardite,  alterações 

eletrocardiográficas,  linfadenopatia  e  hepatoesplenomegalia  (Morato  et  al., 1998),  e 

pode ainda ocorrer meningoencefalite (Pitella, 1993). As formas agudas sintomáticas 

acompanhadas por encefalite são graves e levam a morte em quase todos os casos em 

consequência das lesões cerebrais ou da miocardite intensa e sempre presente (Pitella, 

1993).

As lesões da fase aguda relacionam-se à presença do parasito e sua evolução à 

virulência  da  cepa,  quantidade  do  inóculo,  re-infecções,  estado  nutricional  e 

imunocompetência do hospedeiro (Higuchi, 1995). O processo inflamatório nessa fase 

compromete principalmente o tecido cardíaco e é constituído predominantemente por 

células mononucleadas direcionadas contra as células cardíacas parasitadas ou não, o 

que provoca fenômenos degenerativos intensos (Parada et al., 1997). 

Os casos agudos não-tratados e aqueles em que não ocorre a morte do indivíduo 

evoluem  para  a  forma  crônica  da  doença.  A  resposta  imune  desenvolvida  pelo 

hospedeiro é  capaz  de controlar  a  proliferação do  T.  cruzi  até  a  parasitemia atingir 

níveis  subpatentes  ao  longo  da  fase  crônica.  Nesta  situação  a  forma  crônica 

indeterminada é a mais comum e caracteriza-se pela ausência de sinais da doença (Dias, 

1989; Macedo et al., 1997).

Embora grande parte dos casos crônicos apresente uma evolução lenta e benigna 

(Chagas, 1911; Laranja et al., 1956), uma parcela significativa acaba por falecer devido 

a problemas cardiovasculares (Puigbó et al., 1993; Guimarães, 1997). Outras causas de 

morte são as alterações observadas nas formas digestivas com evolução para um grave 

quadro de megacólon e/ou megaesôfago (Dias, 1990; Rezende, 1997). 
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1.2 – A relação parasito-hospedeiro e o papel dos monócitos e macrófagos na 
imunopatogênese da doença de Chagas

Diferentes  estudos  tentam  esclarecer  os  mecanismos  imunopatológicos  ou 

imunoprotetores existentes nas fases aguda e fase crônica da DC, em diferentes modelos 

experimentais  ou  na  doença  humana,  com  o  objetivo  de  entender  melhor  o 

desenvolvimento e a manutenção das diferentes formas clínicas. 

Ao longo de sua evolução o  T. cruzi provavelmente desenvolveu uma série de 

estratégias  que  lhe  permite  escapar  dos  mecanismos  imunológicos  do  hospedeiro 

(Cunha-Neto et al., 1995;Capron & Dessaint, 1989). 

Os principais mecanismos propostos para explicar o processo de formação de 

lesões na DC estão relacionados à resposta imune do hospedeiro, com a participação de 

anticorpos  com  reação  cruzada  contra  antígenos  do  parasito  e  do  hospedeiro, 

incorporação de antígenos do T. cruzi pelas células do hospedeiro, ativação bystander e 

resposta auto-imune humoral  e  celular  (Teixeira  et al., 1980;  Ribeiro dos Santos & 

Hudson, 1981; Wood et al., 1982; Snary et al., 1983; Cossio et al., 1984; Hontebeyrie-

Joskowicz et al., 1987; Petry & Eisen, 1988; Molina & Kierszenbaum, 1989; Laguens 

et al., 1991; Petry & Van Voorhis, 1991). 

A  DC aguda  desencadeia  uma  potente  reação  inflamatória  caracterizada  por 

grande aumento do número de monócitos e macrófagos em ratos (Melo  et al., 2003). 

Segundo os autores,  a  infecção aumenta a  produção de peróxido de hidrogênio por 

monócitos  do  sangue  periférico  e  macrófagos  do  baço,  mas  não  por  macrófagos 

peritoneais.  Os  macrófagos  cardíacos  dos  ratos  infectados  exibiram  um  aumento 

(número e tamanho) e morfologia de ativação em paralelo ao elevado parasitismo de 

cardiomiócitos.  Além  disso,  a  produção  de  peróxido  de  hidrogênio  parece  estar 

relacionada a tipos específicos de monócitos/macrófagos que são capazes de liberar este 

agente quando na presença de alta carga parasitária. 

Por outro lado, de acordo com Fabrino  et al.  (2004), a infecção não induz a 

liberação  de  óxido  nítrico  (NO)  por  monócitos  do  sangue  periférico,  embora  essas 

células  exibam  claro  padrão  morfológico  de  ativação  caracterizado  por  superfície 

irregular,  aumento da quantidade de organelas,  especialmente complexo de Golgi,  e 

aumento do tamanho da célula. Pelo contrário, foi observada uma inibição significativa 

da produção de NO por monócitos do sangue periférico no início da infecção (seis dias) 

e final da fase aguda (20 dias). O processo de mobilização dos monócitos ocorreu em 
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paralelo à carga parasitária e estava associado à resolução da parasitemia e parasitismo 

cardíaco.  Estes  resultados  indicam que  a  ativação  dos  monócitos  está  envolvida  na 

resposta do hospedeiro à infecção pelo T. cruzi em ratos. 

Gomes et al. (2003) relataram em pacientes com a forma indeterminada da DC 

que a maior parte das células que produziam IL-10 era monócitos. Em pacientes com a 

forma cardíaca, a maior fonte de IFN-γ eram linfócitos T, sugerindo associação entre a 

produção de IFN-γ por linfócitos T e morbidade na DC, enquanto a produção de IL-10 

por  macrófagos/monócitos  leva  à  regulação  da  resposta  imune  em pacientes  com a 

forma indeterminada. Os autores hipotetizaram que uma produção exagerada de IFN-γ 

contra antígenos do T. cruzi favorece o desenvolvimento de uma resposta tipo 1, o que 

leva à progressão da doença cardíaca. 

Monócitos/macrófagos  parecem  desempenhar  um  papel  importante  na  fase 

aguda da DC. Melo & Machado (1998) demonstraram que em ratos imunossuprimidos 

por radiação gama há uma queda inicial no número de monócitos periféricos; entretanto, 

a recuperação destas células é mais rápida em animais infectados quando comparados 

aos não-infectados. Posteriormente os mesmos autores avaliaram por meio de contagem 

de células em esfregaço, a contribuição de fagócitos mononucleados na resistência à 

fase aguda em ratos infectados pela cepa Y do T. cruzi (Melo & Machado (2001). Foi 

constatado um aumento dos monócitos no sangue periférico até o 12o dia de infecção. A 

análise  histológica  do  coração  revelou  um  parasitismo  intenso  e  um  processo 

inflamatório  mononuclear.  Estudos  ultraestruturais  demonstraram grande  número  de 

macrófagos,  além  de  linfócitos  e  células  indiferenciadas.  Os  macrófagos  exibiam 

diferentes  morfologias,  com  sinais  evidentes  de  ativação  (aumento  de  tamanho  e 

quantidade de organelas citoplasmáticas). A depleção de macrófagos pelo tratamento 

com  sílica,  um  agente  citotóxico  seletivo  para  essas  células,  causou  um  aumento 

significativo no número de ninhos de amastigotas em cardiomiócitos. Os dados indicam 

que a fase inicial da infecção pelo T. cruzi induz  a uma rápida produção, maturação e 

ativação  de  monócitos/macrófagos  para  o  controle  da  replicação  do  parasito,  o  que 

enfatiza o papel crucial de macrófagos na resistência de ratos à DC.

A infecção pelo  T. cruzi, logo no início, pode estimular a síntese de citocinas 

pro-inflamatórias com a produção de IFN-γ por linfócitos TCD4+  e CD8+  (Tarleton  et 

al., 1994) e células natural killer (NK) (Cardillo et al., 1996). O IFN-γ, juntamente com 

o TNF-α, atuam sinergicamente na ativação de macrófagos o que resulta em altos níveis 
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de NO, que ajuda no controle da replicação do parasito durante a fase aguda da infecção 

(Silva et al., 1995). 

Pelo  estudo  da  infecção  de  camundongos  tipo  selvagem  e  camundongos 

knockout para diferentes citocinas ou para óxido nítrico sintase induzível (iNOS) com a 

cepa Colombiana do T. cruzi, Michailowsky et al. (2001) demonstraram o papel central 

de IL-12/IFN-γ/iNOS e o efeito antagônico de IL-4 no controle do parasitismo cardíaco, 

inflamação e resistência do hospedeiro na fase aguda da infecção. O coração e o SNC 

foram os principais locais de multiplicação do parasito em camundongos knockouts para 

IFN-γ e IL-12, respectivamente. 

As principais células envolvidas na imunidade adquirida humana contra o  T.  

cruzi  são os linfócitos T CD4+  e T CD8+. Os linfócitos T CD4+  são necessários para a 

produção  de  anticorpos  líticos  e  citocinas  que  auxiliam  na  destruição  de  formas 

intracelulares  do  parasito  (Tarleton  et  al., 1996).  Cuña  &  Cuña  (1995)  sugerem a 

participação  dos  linfócitos  T  CD8+  nos  mecanismos  imunopatológicos,  a  partir  da 

observação do predomínio destas células no sangue periférico de indivíduos portadores 

da  DC  com  sintomas  cardíacos  ou  gastrintestinais,  diferentemente  de  indivíduos 

assintomáticos, nos quais os linfócitos T CD4+ são predominantes. 

1.3 - Imunopatogênese da cardiopatia chagásica 

Além da via de inoculação, outro fator relevante no estabelecimento da patologia 

da  DC  é  a  cepa  do  T.  cruzi.  Diferentes  cepas  do  parasito  apresentam  diferentes 

tropismos, o que é um fator determinante no estabelecimento do parasitismo tecidual 

(Andrade et al., 1970; Andrade, 1974a). 

A patogenia da cardiopatia chagásica não é totalmente entendida, mas acredita-

se que seja dependente de fatores relacionados tanto ao hospedeiro quanto ao parasito. 

O  comprometimento  vascular  (Tanowitz  et  al.,  1996),  a  persistência  do  parasito 

(Tarleton,  2001)  e  auto-imunidade  (Leon  et  al.,  2003)  são  possíveis  fatores  que 

contribuem para a cardiomiopatia. 

Calvet et al. (2004) ao estudar o modelo experimental murino na DC detectaram 

aumento dos componentes da matriz extracelular no miocárdio durante a fase aguda da 

infecção, coincidente com o acúmulo do infiltrado inflamatório. Segundo os autores, 

embora tenha sido demonstrado que cardiomiócitos são capazes de sintetizar citocinas 
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na  infecção  pelo  T.  cruzi,  a  remodelagem  da  matriz  é  dependente  da  secreção  de 

citocinas por células inflamatórias. 

Depósitos  iniciais  de  colágeno,  de acordo  com o demonstrado por  Zhang & 

Tarleton (1996), estão provavelmente relacionados a uma intensa produção de citocinas 

fibrogênicas por macrófagos ativados. A formação de depósitos de colágeno é também 

influenciada por fatores capazes de aumentar a fibrólise dos depósitos da matriz, tais 

como metaloproteinases inibidoras (Eickelberg et al., 1997). 

A  fibrose  é  uma  das  mais  importantes  características  da  cardiomiopatia 

chagásica crônica. A evolução e regressão da fibrose na infecção pelo T. cruzi resulta de 

uma  peculiar  relação  parasito-hospedeiro,  caracterizada  por  uma  resposta  de 

hipersensibilidade do tipo tardia elaborada pelo hospedeiro (Ribeiro dos Santos  et al., 

1991; Andrade  et al., 1994; Dos Reis, 1997). A regressão da fibrose foi sugerida na 

infecção crônica de camundongos submetidos ao tratamento terapêutico contra  o  T.  

cruzi (Andrade et al., 1991), provavelmente devido à diminuição da hipersensibilidade 

do tipo tardia (Andrade et al., 1994). De acordo com Weber et al. (1993) depósitos de 

colágeno fibrilar no miocárdio podem provocar disfunção diastólica e até mesmo parada 

cardíaca, em diferentes doenças cardíacas. 

Conforme sugerido por Andrade  et al. (1994), o processo inflamatório crônico 

em  infecções  parasitárias  atua  como  um  potente  promotor  de  formação  de  matriz 

extracelular,  e é possível demonstrar a diminuição de depósitos de matriz quando o 

processo inflamatório desaparece. 

Fuenmayor  et al.  (2005) analisaram biópsias endomiocárdicas de pacientes na 

fase aguda da DC com o objetivo de avaliar a freqüência e intensidade de antígenos do 

T. cruzi, células T CD4+ e CD8+. Todos os pacientes com DC mostraram algum grau de 

miocardite que parece estar relacionada com a presença de antígenos do parasito sendo 

que, tanto células T CD4+ quanto CD8+ participaram desse processo. 

A avaliação de biópsias endomiocárdicas em humanos na fase crônica da DC 

revelou que nos  focos inflamatórios,  95% são linfócitos T,  principalmente T CD8+, 

enquanto as células T CD4+ se apresentam em menor quantidade (Higuchi et al., 1993; 

Higuchi, 1995). 

Depois de analisar as lesões do miocárdio de camundongos na fase aguda da DC 

ao  microscópio  eletrônico,  Brener  (1969)  observou  que  algumas  lesões  estavam 

diretamente  relacionadas  ao  parasito  no  interior  das  células.  Por  outro  lado,  outras 

lesões, consideradas mais graves, relacionavam-se direta ou indiretamente ao processo 
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inflamatório e atingiam também as células musculares parasitadas. Segundo o autor, a 

inflamação  é  desencadeada  pelos  produtos  da  desintegração  dos  parasitos  e/ou  das 

células parasitadas. 

Ao inocular  formas tripomastigotas  do  T.  cruzi  da cepa Tulahuen e  isolados 

SGO-Z12 em camundongos albinos,  Bustamante  et al, (2005) demonstraram que as 

duas  cepas  determinaram  alterações  eletrocardiográficas  distintas,  as  quais  foram 

características para cada estágio da DC experimental. Estes resultados apontam para a 

importância da cepa do T. cruzi na gravidade da infecção. 

A avaliação qualitativa e quantitativa do plexo cardíaco superficial e profundo 

de cães experimentalmente infectados com as cepas Be-62 e Be-78 do T. cruzi na fase 

aguda  da  infecção,  possibilitou  a  Caliari  et  al.  (1995)  constatar  que  o  processo 

inflamatório, lesões e número de parasitos foram mais intensos e freqüentes em animais 

infectados com a cepa Be-78. 

Estudos histopatológicos e  ultraestruturais   dos corações de cães sacrificados 

depois de inoculação intraperitoneal com formas sangüíneas da cepa 12 SF do T. cruzi  

revelaram miocardite caracterizada por invasão parasitária de alguns miócitos, dano e 

necrose de miócitos não parasitados e infiltração intersticial por células mononucleadas 

(Andrade et al., 1994). Miócitos não parasitados exibiram um espectro de alterações, de 

edema moderado a miocitólise. Estas mudanças geralmente estavam acompanhadas por 

contatos dos miócitos com linfócitos e macrófagos. Os achados deste trabalho sugerem 

que as células efetoras da resposta imune desempenham um papel crucial na patogênese 

da lesão dos miócitos na DC aguda. 

1.4 - Imunopatogênese da meningoencefalite chagásica

O SNC reserva peculiaridades interessantes quando comparado a outras regiões 

do organismo e por isso, é considerado por muitos autores como um local privilegiado 

do ponto de vista imunológico, protegido da entrada de várias partículas da corrente 

sangüínea por duas barreiras celulares (Vorbrodt & Dobrogowska, 2003). Além disto, 

neurônios e a maior parte das células da neuróglia não expressam complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC II) (Hickey & Kimura, 1988; Williams et al., 1994).

Uma das  barreiras,  a  hemato-encefálica  (BHE),  é  constituída  por  uma única 

camada de células endoteliais que delimita os capilares do tecido nervoso e restringe o 

movimento de pequenas moléculas polares e macromoléculas entre o sangue e o fluido 
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intersticial.  A  BHE  é  suplementada  com  pericitos  capilares  que  compartilham  a 

membrana basal  com as células endoteliais,  e por prolongamentos de astrócitos que 

envolvem a superfície da membrana basal microvascular (Rubin & Staddon, 1999). A 

outra barreira, conhecida por barreira epitelial sangue-fluido cerebroespinhal, é formada 

por  uma  única  camada  de  células  do  plexo  coróide  separando  o  sangue  do  fluido 

cerebroespinhal. Uma particularidade dessa barreira é que o endotélio fenestrado dos 

capilares do plexo coróide é permeável a alguns solutos vindos do sangue (Brightman & 

Reese, 1969). 

Interações célula-célula  e célula-matriz,  mediadas por  moléculas de adesão e 

citocinas,  controlam  a  passagem  de  leucócitos  através  da  BHE  e  sua  conseqüente 

chegada ao SNC, onde participam dos processos inflamatórios (Oksenberg & Brocke, 

1996). A IL-1, por exemplo, estimula as células endoteliais a expressarem moléculas de 

adesão para linfócitos (Lassmann et al., 1991; Ransohoff et al., 1996; Lassmann, 1997; 

Sedgwick, 1997). 

Ao serem ativadas por agentes infecciosos ou eventos não específicos, as células 

da micróglia podem liberar substâncias que danificam a BHE. Lesões na BHE permitem 

a passagem de proteínas do sangue para o SNC, o que estimula a transformação das 

células  da  micróglia  em  células  fagocíticas  que  destroem  a  bainha  de  mielina.  A 

micróglia  ativada  libera,  então,  mediadores  químicos  que  ativam  linfócitos  T  e 

monócitos do sangue e estes, por sua vez, provocam desmielinização adicional (Li  et 

al., 1996).

Algumas hipóteses baseadas em estudos com outros agentes infecciosos (Hunter 

& Remington, 1994; Gehrmann et al., 1995; Ransohoff et al., 1996) podem ser inferidas 

para explicar os mecanismos pelos quais o  T. cruzi  atravessa a BHE, dentre elas: 1) 

multiplicação  no  interior  de  células  endoteliais,  o  que  pode  levar  à  sua  ruptura  e 

posterior  chegada  ao  parênquima  nervoso;  2)  parasitismo  de  astrócitos  que,  por 

possuirem  pés  vasculares  justapostos  à  membrana  basal,  facilitariam  o  acesso  do 

parasito ao SNC, por mecanismo semelhante ao que acontece nas células endoteliais; 3) 

expressão de moléculas de adesão por células endoteliais que permitiriam a passagem 

do T. cruzi  por entre as mesmas; 4) passagem do parasito através de áreas lesadas da 

barreira hemato-encefálica. 

Chagas (1911) foi o primeiro pesquisador a descrever lesões neuropatológicas 

relacionadas à DC caracterizadas pela presença do parasito no sistema nervoso central 

(SNC)  de  humanos.  As  lesões  foram  denominados  como  “focos  múltiplos 
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disseminados” em diversas regiões do SNC. Focos parasitários e focos de infiltração 

leucocitária foram descritos por Chagas (1916), desde o encéfalo até a medula espinhal. 

Segundo Alencar e Elejalde (1959), na fase aguda da DC experimental, o exame 

microscópico revelou a presença do parasito no SNC, além de acúmulos celulares focais 

nas leptomeninges.  De acordo com os autores,  à medida que os acúmulos celulares 

tornam-se  maiores,  é  mais  difícil  a  demonstração  dos  parasitos.  A mobilização  das 

células inflamatórias aconteceria em função da ruptura das células parasitadas, uma vez 

que foram observados parasitos livres no interstício do tecido nervoso, com ausência de 

inflamação. 

Pittella  (1993)  ressaltou  a  maior  freqüência  de  envolvimento  do  SNC  em 

crianças na fase aguda da DC. Além disso, encefalite pode ocorrer durante a fase aguda 

e  tripomastigotas  podem ser  encontrados  no  fluido  cerebroespinhal  na  ausência  de 

anormalidades neurológicas (Hoff et al., 1978). 

Segundo Villela  (1932)  é  rara  a  presença de neurônios parasitados.  Achados 

histológicos e ultraestruturais  em cérebros de ratos indicam que o  T. cruzi  prolifera 

principalmente  em  astrócitos  durante  a  fase  aguda  da  infecção  formando  ninhos 

desprovidos de membrana, conforme descrito para outras células não gliais. Da Mata et 

al., (2000) observaram que nos focos inflamatórios podem estar presentes astrócitos, 

micróglia,  macrófagos  e  neutrófilos. Vichi  (1964)  observou  a  redução  neuronal  e, 

concomitantemente,  parasitismo  mais  elevado,  principalmente  nas  regiões  dorsal  e 

lombar da medula espinhal, em ratos na fase aguda da DC. 

Com  a  finalidade  de  caracterizar  as  lesões  inflamatórias  do  SNC  na  DC 

experimental, Silva  et al.  (1999) infectaram camundongos intraperitonealmente com a 

cepa Colombiana e observaram, na fase aguda, o predomínio de macrófagos e linfócitos 

T  CD8+   nos  focos  inflamatórios,  embora  células  T  CD4+  também  tenham  sido 

detectadas. 

Diferenças nas lesões do SNC relacionadas à via de inoculação por duas cepas 

do T. cruzi em camundongos, foram observadas por Dominguez (1967) que relataram o 

parasitismo  do  SNC  em 5%  dos  camundongos  inoculados  pelas  vias  subcutânea  e 

intraperitoneal,  enquanto  a  inoculação  pela  via  intracerebral  produziu  regularmente 

encefalite. 

Amaral  et al.  (1975) infectaram camundongos albinos pela via intraperitoneal 

com as cepas Y, MR, FL, Berenice e PNM. Na fase aguda da infecção, o encéfalo dos 

camundongos foi submetido à análise histopatológica. Os animais infectados com as 
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cepas  FL,  MR,  Berenice  e  Y  apresentaram  baixo  parasitismo  encefálico  e  alto 

parasitismo geral, ao passo que os animais infectados com a cepa PNM apresentaram 

intenso parasitismo encefálico.

1.5 - Conseqüências da imunossupressão na doença de Chagas

Em casos de imunossupressão, nos quais elementos celulares ou humorais são 

destruídos seletivamente, a infecção pelo  T. cruzi  pode ser reativada (Tibbetts  et al., 

1994;  Dos  Reis,  1997). Indivíduos  imunossuprimidos  terapeuticamente,  conforme 

acontece em casos  de  transplantes  de órgãos (Leiguarda  et al., 1990;  Libow  et  al., 

1991),  bem como portadores de leucemias (Kohl  et al., 1982; Corona  et al., 1988), 

linfomas (Metze et al., 1991) e HIV (Gluckstein et al., 1992; Rocha et al., 1994) podem 

apresentar reagudização da infecção crônica pelo  T. cruzi,  com manifestações como 

febre, astenia, anorexia e mialgia, além de sinais e sintomas cardíacos e neurológicos. 

Em alguns casos, ainda, observam-se lesões cutâneas em indivíduos imunossuprimidos 

e com DC (Mortara et al., 1999). 

O transplante de órgãos tem sido uma opção para o tratamento da cardiomiopatia 

chagásica  apesar  das  dificuldades  em  relação  ao  controle  da  rejeição  do  órgão  e 

reativação  da  infecção.  A  interação  parasito-hospedeiro  sob  a  influência  de  terapia 

imunossupressora pode afetar a resposta imune ao transplante com um padrão diferente 

daquele de pacientes não infectados (Souza et al., 2001). 

Gluckstein  et  al. (1992)  observaram  uma  associação  entre  AIDS  e  DC.  A 

presença de anticorpos anti-T. cruzi  foi  observada por Spina França  et al.  (1988)  e 

posteriormente por Livramento et al. (1989) no líquido cefalorraquidiano de indivíduos 

portadores da AIDS que exibiam manifestações neurológicas. 

O quadro  típico da  associação  AIDS e  DC (Ferreira,  1999)  é  ilustrado pelo 

aumento do número de parasitos no fluido cerebroespinhal e no sangue e pelo baixo 

número  de  linfócitos  T  CD4+.  A  maior  parasitemia  detectada  em  pacientes  com 

meningoencefalite chagásica do que em pacientes com a forma cardíaca (Perez-Ramirez 

et  al., 1999)  sugere  que  talvez  a  parasitemia  desempenhe  um importante  papel  no 

envolvimento do SNC na DC. A detecção rápida do  T. cruzi  seguida pelo tratamento 

específico pode reduzir a multiplicação parasitária ou mesmo impedir a disseminação da 

infecção para o SNC e coração. 
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Devido  às  migrações  de  indivíduos  das  zonas  rurais  para  as  cidades  e  ao 

aumento no número de transfusões de sangue de indivíduos infectados pelo  T. cruzi  

(Schmunis, 1997), a DC que antes tinha maior incidência em zonas rurais, passou por 

um  processo  de  urbanização,  ao  passo  que  os  casos  de  AIDS  são  cada  vez  mais 

freqüentes entre os habitantes de zonas rurais. Esse novo panorama torna cada vez mais 

comum  os  casos  de  DC  em  indivíduos  imunossuprimidos,  que  em  função  disso, 

apresentam quadros de alta parasitemia e acometimento do SNC (Storino & Barragán, 

1994; Dias & Coura, 1997; Ferreira et al., 1997). 

Em revisão sobre o envolvimento do SNC na DC em humanos, Pitella (1993) 

ressaltou vários aspectos importantes, a citar: somente pequena porcentagem dos casos 

desenvolve encefalite na fase aguda da doença; a encefalite associada a outros sintomas 

de fase aguda é grave e resulta em morte em quase todos os casos; a reativação da 

infecção  crônica  no  SNC  é  incomum  e  ocorre  somente  em  indivíduos 

imunossuprimidos.  Segundo  o  autor,  em  indivíduos  imunossuprimidos  com 

reagudização,  observa-se  encefalite  em  focos  múltiplos  com  tendência  a  focos  de 

necrose,  parasitismo  acentuado  de  macrófagos,  células  gliais  e  neurônios  e 

desenvolvimento  da  forma tumoral,  caracterizada  pela  presença  de  lesões  nodulares 

necrótico-hemorrágicas. 

Rocha  et al.  (1994)  evidenciaram um grave envolvimento do SNC na maior 

parte dos casos de indivíduos necropsiados com DC associada a AIDS. Ao avaliar casos 

de imunossupressão na DC, Del Castillo  et al.  (1990) observaram meningoencefalite, 

além de lesões semelhantes a tumores, formadas por acúmulo de células macrofágicas 

densamente parasitadas. 

No que se refere à imunossupressão em modelos experimentais, o aumento da 

gravidade da infecção, da multiplicação do parasito e da mortalidade são alguns dos 

resultados do tratamento imunossupressivo em camundongos na fase aguda da infecção 

pelo T. cruzi (Andrade & Macedo, 1973). 

Brener  e  Chiari  (1971)  usaram os  fármacos  ciclofosfamida  e  azatioprina  na 

imunossupressão de camundongos infectados pelo  T. cruzi.  A imunossupressão com 

azatioprina não alterou o curso da infecção, por outro lado, a ciclofosfamida provocou a 

reagudização da doença. 

Camundongos infectados com três diferentes cepas do T. cruzi, na fase crônica 

da infecção, foram divididos em grupos e cada grupo foi imunossuprimido com dois ou 

mais  imunossupressores  (azatioprina  e  betametasona;  ciclosporina  e  betametasona; 

12



SANTOS, V.R.L.                                                                                                 Introdução

azatioprina e ciclosporina e betametasona) (Andrade et al., 1997), o que influenciou o 

desenvolvimento das lesões cerebrais na ausência de parasitismo, porém, sem aumento 

da parasitemia e do parasitismo tecidual. 

A imunossupressão de cães na fase crônica da infecção pelo T. cruzi, pelo uso de 

baixas doses de ciclofosfamida resultou em comprometimento cardíaco mais grave, com 

presença de miocardite intensa, necrose focal das fibras miocárdicas e invasão das fibras 

lesadas por células inflamatórias mononucleadas (Andrade et al., 1987).

1.6 - O cão como modelo experimental na doença de Chagas

Os trabalhos  de  Chagas  (1909),  Laranja  (1953),  Andrade & Andrade  (1980) 

Bambirra (1982), Tafuri et al., (1988), Lana et al. (1992), Caliari et al., (1995), Araújo 

et  al.,  (2002)  e  Bahia  et  al., (2002)  demonstraram  que  o  cão  reproduz  as  formas 

anatomoclínicas aguda sintomática, indeterminada e crônica cardíaca descompensada 

fibrosante. Isto indica que o cão é um modelo que desenvolve aspectos semelhantes aos 

observados na infecção humana e,  portanto,  é um bom modelo experimental  para o 

estudo da DC. Além disso, Guedes et al. (2002) demonstraram que cães na fase aguda e 

crônica da DC infectados com diferentes cepas do  T. cruzi  apresentam respostas ao 

tratamento com benzonidazol semelhantes ao observado em humanos. 

Tais  estudos  em cães  demonstram que  estes  animais,  durante  a  fase  aguda, 

apresentam  sinais  clínicos  variados  e  típicos  da  infecção,  tais  como:  elevação  da 

temperatura corporal, apatia, diarréia, ascite, linfadenopatia, anorexia, emagrecimento, 

aumento da secreção ocular (acompanhado ou não de edema das pálpebras), caquexia, 

paresia  do  trem  posterior,  edema  das  patas  e  dos  focinhos,  dispnéia  e  alterações 

eletrocardiográficas, sem sinal de insuficiência cardíaca (Andrade & Andrade, 1980; 

Bambirra,  1982;  Lana  et  al., 1992;  Caliari  et  al., 1994,  Caliari  et  al., 1995).  Tais 

alterações são também observadas em humanos (Chagas, 1909; Laranja, 1953). Na fase 

crônica, 70% dos animais que sobrevivem apresentam a forma crônica indeterminada da 

doença  (Lana  et al., 1992,  Araújo  et  al., 2002).  Os demais desenvolvem alterações 

compatíveis  com  a  cardiopatia  crônica;  alguns  apresentam  sinais  clínicos  de 

insuficiência cardíaca congestiva, ou ainda, morte súbita (Lana et al., 1992; Araújo et 

al., 2002).
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Cães  infectados  pelo  T.  cruzi  apresentam parasitemia  patente  durante  a  fase 

aguda e os parasitos podem ser isolados durante a fase crônica por hemocultura e/ou 

xenodiagnóstico; anticorpos das classes IgG e IgM podem ser detectados pela sorologia 

convencional  enquanto  anticorpos  líticos  podem  ser  detectados  por  meio  da  lise 

mediada por complemento ou através da pesquisa de anticorpos anti-tripomastigotas 

vivos pela citometria de fluxo (Lana et al., 1991; Lana et al., 1992; Araújo et al., 2002; 

Guedes  et al., 2002). Tais características fazem com que o cão seja considerado um 

modelo  experimental  adequado  para  o  estudo  da  DC,  de  acordo  com  os  critérios 

estabelecidos pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 1984).

Estudos sobre  a  resposta  imune em cães  frente  à  infecção  pelo  T.  cruzi  são 

relativamente  escassos  (Greeley  et  al., 1996;  Greeley  et  al., 2001;  Carneiro,  2002; 

Heaton, 2002). Além disto, a maioria dos trabalhos que utilizaram o cão no estudo da 

tripanossomíase investigou aspectos referentes às alterações cardíacas (Anselmi  et al., 

1965; Anselmi  et al., 1966; Pifano  et al., 1966; Anselmi & Pifano, 1967; Andrade, 

1974b; Andrade & Andrade,  1980; Andrade  et al., 1980; Bambirra, 1982; Andrade, 

1984; Andrade et al., 1984; Tafuri et al. (1988); Lana et al., 1992; Caliari et al., 1994, 

Caliari et al., 1995; Araújo et al. (2002).

Por meio da comparação da infecção de cães sem raça definida de dois meses de 

idade com formas tripomastigotas metacíclicas ou sangüíneas das cepas Be-62 ou Be-78 

do T. cruzi pelas vias intraperitoneal ou conjuntival, Bahia et al. (2002) observaram que 

a parasitemia foi maior em animais infectados com formas tripomastigotas metacíclicas 

da cepa Be-78, independentemente da via de inoculação. Além disto, todos os animais 

infectados com a cepa Be-78 exibiram miocardite aguda intensa. 

Por meio da técnica de imuno-histoquímica, Caliari  et al.  (2002) determinaram 

que  na  fase  aguda  ocorreu  o  predomínio  de  linfócitos  T  nos  focos  inflamatórios 

cardíacos de cães jovens sem raça definida (65 a 70 dias de idade), infectados com 2000 

formas  tripomastigotas  metacíclicas/kg  da  cepa  Be-78  do  T.  cruzi.  As  células  mais 

numerosas nessa população são linfócitos T CD8+, sugerindo um importante papel de 

tais células na gênese das lesões cardíacas. Em quantidades menores, foram encontrados 

macrófagos,  neutrófilos  e  plasmócitos;  ninhos  de  amastigotas  foram  também 

observados. 

De acordo com Lana et al., (1992), todos os cães infectados com a cepa Be-78 

do  T. cruzi,  necropsiados no 90o e 864o dias de infecção reproduziram a cardiopatia 

chagásica crônica fibrosante de maneira semelhante àquela observada em humanos.
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Torres & Villaça (1919) inocularam sangue de cobaia infectado pelo T. cruzi em 

dois cães jovens, pela via subcutânea e observaram, no SNC, encefalomielite em focos e 

parasitos dentro e fora das células, em associação ou não com os focos inflamatórios e 

principalmente  na  substância  branca.  Esse  foi  o  primeiro  relato  de  envolvimento 

experimental  do  SNC  em  cães,  porém,  estes  não  manifestaram  sinais  clínicos 

relacionados às lesões. 

Durante a avaliação da infecção de um grupo de cães adultos com sangue de 

cães jovens e de cobaias inoculados com cepa do T. cruzi originária da infecção natural 

de tatu (Tatus novemcinctus), e de outro grupo de cães com cepa originária do intestino 

de Triatoma megista infectado por repasto sangüíneo em animais infectados com o T.  

cruzi,  Souza  Campos  (1927a)  observou  a  manifestação  de  sinais  clínicos  nervosos, 

dentre eles paralisia. O exame microscópico da medula espinhal de tais cães evidenciou 

a presença de focos inflamatórios circunscritos e esparsos constituídos por infiltração 

celular e proliferação da neuróglia, principalmente nas regiões dorsal e lombar.

A comparação do encéfalo de cães infectados com as cepas Be-62 e Be-78 do T.  

cruzi,  permitiu  a  Pitella  et  al.  (1995)  observarem  que  a  segunda  provocou  maior 

parasitismo e maior freqüência e intensidade de processos inflamatórios nessa região. 

Por outro lado, dentre cães infectados com a cepa Be-78 por Lana et al. (1992), apenas 

dois  apresentaram  deambulação  e  paralisia  do  trem  posterior.  Entretanto,  não  foi 

realizada a análise histopatológica da medula espinhal e o cérebro apresentou apenas 

alguns focos inflamatórios discretos. 

Na fase aguda da DC experimental de cães infectados pela cepa Be-78 houve 

envolvimento do SNC associado à miocardite e parasitismo cardíaco (Carneiro, 1998). 

As lesões encontradas no encéfalo e na medula espinhal, em geral, foram discretas e 

aleatórias, representadas por ninhos de amastigotas, principalmente nas células da glia, 

contudo, sem correlação com sinais clínicos nervosos. Os animais com miocardite e 

parasitismo  cardíaco  mais  intensos,  paralelamente,  exibiram lesões  mais  intensas  e 

extensas no SNC. 

Estes dados trazem informações relevantes sobre o envolvimento do coração e 

SNC na DC, mostram que o cão reproduz importantes aspectos descritos para humanos 

e ainda esclarecem a importância dos fatores imunossupressores na gravidade das lesões 

observadas. 

Quanto ao papel  das  células  encontradas  nas  lesões do coração e  da medula 

espinhal inúmeros aspectos ainda precisam ser esclarecidos. A imunossupressão, além 
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de alterar a proliferação de vários tipos celulares, modifica o perfil da resposta humoral, 

e,  portanto,  é  necessária  uma  investigação  mais  detalhada  do  fenótipo  das  células 

inflamatórias.

Estudos utilizando a técnica de imuno-histoquímica em modelos animais podem 

ajudar a elucidar o porquê, durante a fase aguda da infecção pelo  T. cruzi, crianças e 

pacientes com deficiências imunológicas apresentam quadros mais graves e chegam ao 

óbito.  Estes  estudos  podem,  também,  colaborar  para  o  entendimento  do  papel 

desempenhado  pela  resposta  imune,  assim  como  pela  presença  do  parasito,  na 

patogênese  da  DC.  Além  disso,  a  elucidação  dos  aspectos  da  resposta  imune  em 

modelos  experimentais  e  em  humanos  é  de  fundamental  importância  para  o 

desenvolvimento de esquemas terapêuticos contra o T. cruzi.

Recentemente  estudos  realizados  no  laboratório  de  Imunopatologia  da 

Universidade Federal de Ouro Preto avaliaram a resposta imune de cães infectados com 

formas  tripomastigotas  sangüíneas  ou  metacíclicas  da  cepa  Be-78  e  submetidos  à 

imunossupressão com azatioprina diariamente, aos 0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias após a 

infecção e/ou imunossupressão. Foram determinados nestes animais a infectividade, a 

curva de parasitemia, a mortalidade, a produção de IgG total e o fenótipo das células 

presentes  no  sangue  periférico,  baço  e  linfonodo  por  meio  da  citometria  de  fluxo 

(Carneiro, 2002). 

Os resultados preliminares da avaliação do sangue periférico por citometria de 

fluxo revelaram que frente à infecção ocorre aumento no percentual de células T CD8+, 

aumento este maior  nos animais infectados por  formas tripomastigotas metacíclicas. 

Observou-se  que  com  a  imunossupressão  com  azatioprina  ocorreu  diminuição 

percentual  destas  células  no  sangue  periférico  de  todos  os  animais.  Um  resultado 

intrigante na avaliação do sangue periférico foi a diminuição do número de monócitos 

circulantes  (células  CD14+)  em  animais  infectados  com  formas  tripomastigotas 

sangüíneas. Frente a este achado foi levantada a hipótese de que o menor percentual de 

linfócitos T CD8+ nos animais infectados com formas tripomastigotas sangüíneas e a 

diminuição  percentual  de  monócitos  circulantes  em  todos  animais  infectados  seria 

resultado da migração destas células para os tecidos, e no caso específico dos monócitos 

com sua conseqüente transformação em macrófagos diretamente envolvidos no controle 

da proliferação dos parasitos. 

Inúmeros aspectos da imunopatogênese da DC ainda não foram esclarecidos. A 

verificação da presença de macrófagos teciduais por meio de imuno-histoquímica, bem 
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como sua relação com as alterações histopatológicas encontradas no coração e medula 

espinhal,  dois  locais  intensamente  afetados  em  casos  de  associação  entre  DC  e 

imunossupressão, permitiria a ampliação do entendimento da imunopatogênese da DC. 

Portanto,  no  presente  trabalho,  foi  avaliada  a  distribuição  dos  macrófagos  e  as 

alterações teciduais em dois sítios imunológicos distintos, coração e medula espinhal, 

em cães submetidos ou não à imunossupressão durante a fase aguda, inoculados com 

formas  tripomastigotas  metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Berenice-78  do 

Trypanosoma cruzi, formas estas que desencadeiam respostas imunes diferenciadas.
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2.1 - Objetivo geral

Avaliar a distribuição de macrófagos e as alterações histopatológicas no átrio 

direito e na medula espinhal de cães infectados com formas tripomastigotas sangüíneas 

ou  metacíclicas  da  cepa  Be-78  do  T.  cruzi,  submetidos  ou  não  à  imunossupressão 

durante a fase aguda da infecção.

2.2 - Objetivos específicos 

-  quantificar  o  processo  inflamatório  no  átrio  direito  e  na  medula  espinhal 

(nódulos gliais - NG e infiltrados perivasculares - IPV);

- quantificar o parasitismo tecidual no átrio direito e na medula espinhal;

- quantificar macrófagos e monócitos no átrio direito e na medula espinhal;
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3.1 – Animais, infecção e imunossupressão

Foram utilizados  24  cães  jovens  sem raça  definida,  de  ambos  os  sexos  (12 

machos e 12 fêmeas), nascidos na Maternidade do Biotério Central da Universidade 

Federal de Ouro Preto (Figura 1).

Os  filhotes  foram  mantidos  com  a  mãe  até  o  desmame.  Neste  período  foi 

realizado controle de endo e ectoparasitoses e aos 30, 50, 70 e 90 dias de idade, os cães 

foram vacinados pela via subcutânea no dorso anterior, com a vacina Vanguard HTLP 

5/CV-L Laboratório Pfizer LTDA, contra Parvovirose, Cinomose, Leptospirose canina, 

Coronavírus, Adenovírus Tipo 2 e Parainfluenza. Após este período os animais já com 

120 dias de idade foram divididos em seis grupos experimentais: Controle (C), Controle 

Imunossuprimido (CIMS), Infectado com formas Tripomastigotas Metacíclicas (TM), 

Infectado  com  formas  Tripomastigotas  Metacíclicas  e  Imunossuprimido  (TMIMS), 

Infectado  com  formas  Tripomastigotas  Sangüíneas  (TS),  Infectado  com  formas 

Tripomastigotas Sangüíneas e Imunossuprimido (TSIMS).

Para a infecção dos cães dos grupos TM, TMIMS, TS e TSIMS, utilizou-se a 

cepa Be-78 (T. cruzi  I),  isolada por xenodiagnóstico em 1978 da paciente Berenice, 

considerado o primeiro caso humano descrito da DC (Chagas, 1909). O inóculo foi de 

2000  formas  tripomastigotas  metacíclicas  (TM,  TMIMS)  ou  2000  formas 

tripomastigotas sangüíneas (TS, TSIMS) por kg de massa corporal.

A  imunossupressão  (grupos  CIMS,  TMIMS  e  TSIMS)  foi  realizada  pela 

administração  de  2mg/kg  de  massa  corporal  do  fármaco  Azatioprina  (Imunem – 

Laboratório  Cristália  –  Produtos  Químicos  Farmacêuticos  LTDA),  por  via  oral 

(Rinkardt  et al., 1999), diariamente, desde a inoculação até a  necrópsia. Esta droga é 

um anti-metabólito  que  se  incorpora  ao  DNA e  inibe  a  sua  síntese.  É  um potente 

supressor  da  imunidade  celular,  pois  atua  precocemente  no  ciclo  proliferativo  dos 

clones  de  linfócitos  B  e  T,  bloqueando  a  síntese  de  DNA  e  RNA  em  resposta  à 

estimulação antigênica. 

A parasitemia dos animais foi avaliada diariamente a partir do 10o dia após a 

inoculação. Para isto, cinco µL de sangue foram coletados da veia marginal da orelha 

dos  cães  e  examinados  ao  microscópio  óptico  para  a  detecção  dos  parasitos.  A 

quantificação dos parasitos foi realizada de acordo com a técnica descrita por Brener 

(1962) até 10 dias após a negativação da parasitemia. O período pré-patente, a curva de 

parasitemia, o período patente e o pico máximo de parasitemia foram determinados. 
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Os  cães  foram  observados  diariamente  para  a  avaliação  do  estado  físico  e 

comportamento geral e para a detecção de sinais e sintomas clínicos compatíveis com a 

fase  aguda  da  doença  ou  características  clínicas  compatíveis  com  o  protocolo  de 

imunossupressão. 

O sangue dos animais foi coletado no período que antecedeu a infecção e aos 

sete, 14, 21, 28, 35 e 42 dias após a infecção (DAI) para realização da sorologia pela 

técnica da ELISA e determinação do fenótipo dos tipos celulares encontrados no sangue 

periférico pela técnica da citometria de fluxo.
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Figura 1- Delineamento experimental.
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3.2 – Necrópsia e coleta do material

Os animais foram eutanasiados no 42o DAI e/ou imunossupressão (0,5mL/kg de 

massa corporal por via endovenosa de tiopental sódico - 0,03g/mL de solução salina 

0,8%) sendo procedida a necrópsia.

Durante a necrópsia foi coletado um fragmento do átrio direito do coração e a 

medula espinhal in totum fixados em formol a 10% tamponado (pH 7,2)(Figura 2). 

O cão apresenta sete vértebras cervicais, treze torácicas, sete lombares e o sacro 

resulta da fusão de três vértebras, sendo anatomicamente curto, largo e quadrangular. 

Com relação aos gânglios espinhais, apresenta oito pares cervicais, treze torácicos, sete 

lombares e três sacrais (Dellmann & McClure, 1978). Teoricamente, a medula espinhal 

termina próximo da junção da sexta e sétima vértebras lombares (Dellmann & McClure, 

1978). A medula espinhal foi dividida em quatro regiões: cervical, torácica, lombar e 

sacral  sendo utilizados  os  gânglios  espinhais  e  as  vértebras  como referência  para a 

determinação de cada região. 

Foi considerado como região cervical o segmento medular imediatamente abaixo 

da decussação das pirâmides até o oitavo par de gânglios espinhais, que emerge entre a 

sétima vértebra cervical e a primeira vértebra torácica; como região torácica medular, o 

segmento  correspondente  às  treze  vértebras  torácicas,  que  se  inicia  após  o  oitavo 

gânglio  cervical;  como  região  medular  lombar  o  segmento  correspondente  às  sete 

vértebras lombares, e como região sacral o segmento correspondente ao sacro e que 

envolve a cauda eqüina.

Após fixação em formol, a medula espinhal foi clivada imediatamente abaixo da 

decussação das pirâmides, suas regiões foram selecionadas e cada região foi seccionada 

em fatias de 0,5 centímetro, sempre numeradas, tomando-se como referência o sentido 

céfalo-caudal. (Figura 2).
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Figura 2 – Fotografias do encéfalo e da medula espinhal de cães sem raça 
definida com quatro meses de idade. (A) Superfície externa do encéfalo 
(face superior)  e da medula espinhal  (face posterior)  com seus respectivos 
gânglios cervicais,  torácicos,  lombares e sacrais;  (B) Superfície  externa da 
medula espinhal: a- região cervical; b- região torácica; c- região lombar e d- 
região  sacral;  (C) face  posterior  da  medula  espinhal  secionada 
transversalmente, com 0,5 centímetros de espessura, no sentido céfalo-caudal. 
Fatias numeradas de 1 a 9.
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3.3 - Processamento do material para microscopia óptica

O fragmento do átrio direito do coração e as fatias obtidas da medula espinhal 

foram processados rotineiramente e incluídos em parafina. Como a medula forneceu um 

número grande de fragmentos, optou-se por incluir sempre um número ímpar em cada 

bloco, o que permitiu a identificação de cada fatia. 

Os blocos de parafina obtidos foram submetidos à microtomia para obtenção de 

cortes seriados com quatro micrômetros de espessura. De cada bloco do coração e  da 

medula  espinhal  foram  obtidos,  respectivamente,  quatro  e  seis  cortes  histológicos, 

estendidos em lâminas de vidro.

 

3.3.1 - Colorações empregadas

Dos quatro cortes obtidos para o estudo do átrio direito, o primeiro foi corado 

pelo  método  da  Hematoxilina-Eosina  (HE)  para  análise  rotineira;  o  segundo,  pelo 

método do Tricrômico de Masson para avaliação do colágeno; o terceiro e o quarto 

foram utilizados em reações imuno-histoquímicas para identificação do parasito e de 

monócitos/macrófagos, respectivamente.

Dos seis  cortes  obtidos  para  o  estudo histopatológico  da  medula espinhal,  o 

primeiro foi corado pelo método da HE para análise rotineira; o segundo pelo Cresil 

Violeta, para a contagem dos NG e IPV, que permite, ainda que no menor aumento, a 

visualização nítida de qualquer proliferação glial ou foco inflamatório; o terceiro pelo 

método de Glees Marsland para avaliação de lesões axonais; o quarto pelo método de 

Weil  Weigert  para  determinação  de  lesões  da  mielina;  o  quinto  e  o  sexto  foram 

utilizados  para  as  reações  imuno-histoquímicas  para  identificação  do  parasito  e  de 

monócitos/macrófagos, respectivamente.
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3.3.2 - Imuno-histoquímica para detecção do T. cruzi

Utilizou-se a  técnica imuno-histoquímica  da  peroxidase-antiperoxidase  (PAP) 

para  a  determinação  do  parasitismo  tecidual  (ninhos  de  amastigotas  e  formas 

amastigotas isoladas) (Barbosa, 1985).

Os  antisoros  anti-T.  cruzi  foram obtidos  de  coelhos  inoculados  com formas 

tripomastigotas sangüíneas da cepa Be-78 do  T. cruzi. Foram escolhidos os antisoros 

com maiores títulos de anticorpos anti-T. cruzi.

Os cortes histológicos do átrio direito e da medula espinhal (regiões cervical, 

torácica, lombar e sacral) foram desparafinizados em duas trocas de xilol de 15 minutos 

cada,  hidratados  em  concentrações  decrescentes  de  álcool  por  três  minutos  cada. 

Seguiu-se lavagem em água corrente por cinco minutos e em PBS (phosphate buffer 

saline) pH 7,2-7,4 por cinco minutos. 

Posteriormente, os cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase endógena 

em um banho de 30 minutos em PBS/Peróxido de Hidrogênio (240 mL de PBS e 10 Ml 

de  Peróxido  de  Hidrogênio  30%)  à  temperatura  ambiente.  Os  cortes  histológicos 

passaram, então, por três banhos consecutivos, de cinco minutos cada, em PBS. 

Aplicou-se o soro normal de cabra diluído na proporção 1:50 em PBS, por 30 

minutos  em câmara  úmida  à  temperatura  ambiente,  com o  objetivo  de  bloquear  as 

reações cruzadas inespecíficas. 

Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpo primário (anti-T. cruzi  

produzido em coelho – produção própria – diluição 1:1000 em PBS/Albumina 0,1%) 

em câmara úmida a 37oC, por uma hora, seguido de três banhos de cinco minutos cada 

em PBS.

Aplicou-se  o  anticorpo  secundário  (anti-IgG de  coelho,  produzido  em cabra, 

diluído 1:200 em PBS albumina 0,1%). A seguir, os cortes foram incubados em câmara 

úmida  por  30  minutos  a  37oC.  Os  cortes  retirados  da  câmara  úmida  receberam 

novamente três banhos de cinco minutos cada, em PBS.

Procedeu-se à aplicação do complexo peroxidase-antiperoxidase (PAP – SIGMA 

- diluído 1:250 em PBS/Albumina 0,1%) e os cortes foram incubados por 30 minutos 

em câmara úmida a 37oC. Seguiram-se três banhos de cinco minutos cada, em PBS.

A revelação  da  reação  da  peroxidase  foi  obtida  por  meio  da  incubação  em 

solução de DAB (50 mg de Diaminobenzidina em 250 ml de PBS e 500 µl de Peróxido 

de Hidrogênio 30%) durante cinco minutos.  Para interromper a revelação,  os cortes 
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foram lavados em PBS. Posteriormente foram lavados em água corrente por um minuto, 

contracorados com Hematoxilina de Harris por 10 segundos, lavados em água corrente 

por cinco minutos, desidratados em concentrações crescentes de álcool, diafanizados em 

xilol e montados com Entellan e lamínulas de vidro.

Em  cada  bateria  de  imuno-histoquímica,  para  controle  da  reação,  foram 

incluídos dois cortes obtidos de coração de cão infectado pelo T. cruzi e sacrificado na 

fase  aguda.  Num deles,  usado  como controle  negativo,  o  antisoro  anti-T.  cruzi  foi 

substituído  por  PBS/albumina  0,1%  e  no  outro,  usado  como  controle  positivo, 

procedeu-se à técnica imuno-histoquímica descrita anteriormente. Ainda como controle 

da reação, os cortes do átrio direito e da medula espinhal de cães não infectados foram 

incluídos  na  bateria.  Os  cortes  assim obtidos  foram utilizados  para  a  contagem do 

parasitismo tecidual.

 3.3.3 – Imuno-histoquímica para detecção de monócitos/macrófagos

Os cortes histológicos do átrio direito e da medula espinhal (regiões cervical, 

torácica, lombar e sacral) foram desparafinizados em dois banhos de xilol (15 minutos 

cada)  e  hidratados  em concentrações  decrescentes de álcool  (100,  90,  80 e  70%) e 

finalmente  em água  corrente.  Após  serem submetidos  a  um banho  de  PBS  (cinco 

minutos), os cortes foram incubados com tripsina 0,01% durante 10 minutos em estufa a 

37ºC. Passados os 10 minutos de incubação, os cortes foram submetidos a três banhos 

em PBS, cinco minutos cada, e mergulhados em H2O2 por 20 minutos para o bloqueio 

da peroxidase endógena (240 mL de PBS/10 mL de H2O2). Seguiram-se três banhos em 

PBS antes da adição dos anticorpos. Primeiramente os cortes foram cobertos com o 

anticorpo  monoclonal  IgG  de  camundongo  anti-monócitos/macrófagos  [Mouse  anti 

human macrophages (MCA874G) - Serotec Ltd., Oxford, UK)] diluídos 1:400 em PBS 

albumina  0,1%  e,  incubados  durante  12hs  a  18hs  a  4oC  em  câmara  úmida. 

Posteriormente,  os  cortes  foram  lavados  em  PBS  e  incubados  com  IgG  de  cabra 

Biotinilado  anti-IgG  camundongo  (LSAB-kit,  DakoCytomation,  USA),  novamente 

lavados  em  PBS,  incubados  com  Estreptoavidina/Peroxidase  (LSAB-kit, 

DakoCytomation,  USA),  ambos  por  30  minutos  em  câmara  úmida  à  temperatura 

ambiente. Seguiram-se três banhos em PBS de cinco minutos cada.

Depois da revelação por DAB (50 mg de Diaminobenzidina em 250 ml de PBS e 

500 µl de Peróxido de Hidrogênio 30%) o tecido foi lavado rapidamente e contra corado 
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pela Hematoxilina de Harris (10 segundos). O material foi desidratado (álcool 70, 80, 

90, 100%), seco em estufa 56oC e imerso em xilol. Decorridas duas passagens em xilol 

(cinco minutos cada) os cortes foram montados para posterior avaliação.

Como controle da reação, foram incluídos dois cortes obtidos de baço e coração 

de cão infectado pelo T. cruzi  e sacrificado na fase aguda. Em um deles, usado como 

controle  negativo,  o  anticorpo  anti-monócito/macrófago foi  substituído  por 

PBS/albumina 0,1% e no outro, usado como controle positivo, procedeu-se à técnica 

imuno-histoquímica descrita anteriormente.  Os cortes assim obtidos foram utilizados 

para a contagem de monócitos/macrófagos no átrio direito e na medula espinhal.
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3.3.4 - Avaliação histopatológica 

O processo inflamatório e a neoformação de colágeno foram avaliados semi-

quantitativamente  nas  lâminas  coradas  pela  HE  e  Tricrômico  de  Masson, 

respectivamente. 

Cada campo microscópico apresenta área de 55.800 µm2, sendo o valor obtido 

expresso em número de parasitos,  monócitos,  macrófagos,  NG ou IPV por mm2 do 

tecido  avaliado.  Para  a  documentação  fotográfica  também  foram  obtidas  imagens 

utilizando a objetiva de imersão.

O parasitismo e macrófagos no átrio direito do coração foram contados em 30 

campos microscópicos aleatórios (objetiva de 40X) nas lâminas submetidas às reações 

imuno-histoquímicas. 

A avaliação da medula espinhal foi realizada utilizando-se a área total dos cortes 

obtidos  uma  vez  que  se  buscava  estabelecer  diferenças  entre  as  regiões  cervical, 

torácica, lombar e sacral entre as substâncias branca e cinzenta. Todos os dados foram 

levados em consideração na realização da análise estatística.

3.3.5 - Avaliação do processo inflamatório

A avaliação do processo inflamatório no coração foi realizada em 30 campos 

microscópicos aleatórios (objetiva de 40X) de cada átrio direito corado pela HE.  O 

processo inflamatório foi classificado em ausente, discreto, moderado e intenso.

Na medula espinhal foram contados o número de NG e IPV visualizados por 

microscopia óptica nos cortes histológicos corados pelo Cresil Violeta, considerando as 

diferentes  regiões  medulares  e  as  substâncias  branca  e  cinzenta.  Ainda  na  medula 

espinhal  foram avaliadas  qualitativamente  as  alterações  dos axônios  e  da  bainha de 

mielina nos cortes corados pelo Glees Marsland e Weil Weigert, respectivamente.

3.3.6 - Avaliação da neoformação de colágeno

A avaliação da neoformação de colágeno no coração foi realizada em 30 campos 

microscópicos aleatórios (objetiva de 10X) de cada átrio direito corado pelo Tricrômico 
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de Masson. O processo de neoformação foi classificado em ausente, discreto, moderado 

e intenso.
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3.3.7 - Quantificação do parasitismo e de monócitos/macrófagos

Foram  contados  os  ninhos  de  amastigotas/parasitos  isolados  e 

monócitos/macrófagos  em cortes  submetidos  à  imuno-histoquímica para  T.  cruzi ou 

monócitos/macrófagos.  No  coração,  foram  analisados  30  campos  microscópicos 

aleatórios  do  átrio  direito  (objetiva  de  40X)  enquanto  na  medula  espinhal  foram 

analisados todos os cortes histológicos caracterizados por região e substância, sendo 

utilizada a área de cada região/substância analisada na realização da análise estatística.

3.4 - Análise estatística 

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão sendo utilizado o nível 

de significância de 95%. As diferentes regiões medulares (cervical, torácica, lombar e 

sacral) e substâncias (branca e cinzenta) foram avaliadas separadamente e para verificar 

o  parasitismo,  monócitos/macrófagos,  NG  e  IPV  foi  realizada  análise  de  variância 

associada  à  co-variável.  Foi  considerada  como  co-variável  a  área  de  cada  região 

medular  avaliada,  sendo  as  variáveis:  substâncias  branca  e  cinzenta,  freqüência  de 

parasitismo tecidual, monócitos/macrófagos, NG e IPV. Como não houve diferenças nas 

diferentes regiões medulares o número de monócitos/macrófagos e parasitos obtidos 

nas  reações  imuno-histoquímicas  para  o  coração  e  medula  espinhal,  bem  como  o 

número  de  NG e  IPV na  medula  espinhal  foram comparados  utilizando  análise  de 

variância seguido do teste t de Student.
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4.1 - Alterações histopatológicas no átrio direito 

4.1.1 - Avaliação qualitativa

Em  todos  os  animais  infectados,  imunossuprimidos  ou  não,  observou-se 

processo  inflamatório  constituído  predominantemente  por  células  mononucleadas 

(Figura  3).  Nos  animais  apenas  infectados,  as  células  mononucleadas  apresentaram 

morfologia  de  linfócitos  em sua  maioria  (Figura  3  –  A  e  C).  O grupo TM exibiu 

processo  inflamatório  focal  (Figura  3  –  A),  enquanto  nos  animais  do  grupo  TS  a 

inflamação  foi  mais  difusa  (Figura  3  –  C).  Como  resultado  da  imunossupressão, 

processo  inflamatório  dos  grupos  TMIMS  e  TSIMS  apresentou-se  constituído  por 

células  mononucleadas,  porém,  diferentemente  dos  animais  apenas  infectados,  com 

grande  quantidade  de  células  com  morfologia  de  macrófagos  (cromatina  frouxa  e 

contorno  irregular).  Ainda  nos  grupos  imunossuprimidos,  verificou-se  degeneração 

hialina  intensa  e  maior  destruição  de  células  cardíacas  do  que  os  animais  apenas 

infectados (Figura 3 – B e D).

Observou-se  neoformação  de  colágeno  em  todos  os  animais  infectados, 

imunossuprimidos  ou  não  (Figura  4).  Os  animais  que  apresentaram  processo 

inflamatório,  paralelamente,  apresentaram  maior  neoformação  de  colágeno,  sem 

diferenças qualitativas destes depósitos na matriz extracelular.

O parasitismo foi visualizado em todos os animais infectados, imunossuprimidos ou não 

(Figura  5).  Por  apresentarem  menor  parasitismo,  não  foram  detectados  ninhos  de 

amastigotas ou amastigotas nos 30 campos aleatórios avaliados dos grupos TM e TS 

(gráfico 1 – B), porém pôde-se visualizar o parasito em outras áreas do átrio direito 

(Figura 5 – A e C).  Os animais  dos grupos TMIMS e TSIMS apresentaram maior 

quantidade de ninhos de amastigotas e, além disto, ninhos com maior quantidade de 

parasitos (Figura 5 – B e D).

O grupo TM apresentou pequena quantidade de macrófagos marcados (Figura 6 

–  A).  O  grupo  TS,  no  entanto,  apesar  da  presença  de  células  com  morfologia  de 

macrófagos, estas não foram marcadas pelo anticorpo utilizado (Figura 6 – C). Frente à 

imunossupressão, todos os animais exibiram maior quantidade de macrófagos no átrio 

direito (Figura 6 – B e D).
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4.1.2 - Avaliação semi-quantitativa e quantitativa

O  processo  inflamatório  foi  moderado  no  grupo  TM  e  intenso  nos  grupos 

TMIMS, TS e TSIMS (Gráfico 1 – A).

A neoformação de colágeno foi discreta no grupo TM, moderada nos grupos 

TMIMS e TS e intensa no grupo TSIMS (Gráfico 1 – B).

O parasitismo foi ausente nos 30 campos aleatórios avaliados dos animais dos 

grupos TM e TS, embora presente em outras áreas do tecido. Nos animais dos grupos 

TMIMS e TSIMS o parasitismo foi maior do que nos animais apenas infectados. O 

número de parasitos do grupo TSIMS foi maior que do grupo TMIMS (Gráfico 1 – C).

Dentre  os  animais  em  que  foi  possível  detectar  a  presença  de  macrófagos, 

observou-se que o número destas células foi maior no grupo TMIMS do que no grupo 

TM (Gráfico 1 – D).
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Figura  3 -  Miocárdio  atrial  de  cães  com  quatro  meses  de  idade, 
imunossuprimidos  ou  não,  inoculados  com  2000  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Be-78  do  Trypanosoma  cruzi/kg  de  peso 
corporal, necropsiados na fase aguda da infecção. (A) grupo infectado com formas 
tripomastigotas metacíclicas: processo inflamatório moderado constituído por células 
mononucleadas  com  morfologia  de  linfócitos  predominantemente;  (B)  grupo 
infectado  com  formas  tripomastigotas  metacíclicas  imunossuprimido:  processo 
inflamatório intenso constituído por células mononucleadas,  porém, diferentemente 
dos animais apenas infectados, com grande quantidade de células com morfologia de 
macrófagos; degeneração hialina intensa e maior destruição de células cardíacas do 
que os animais apenas infectados  (C) grupo infectado com formas tripomastigotas 
sangüíneas: processo inflamatório intenso constituído por células mononucleadas com 
morfologia  de  linfócitos  predominantemente;  e  (D) grupo  infectado  com  formas 
tripomastigotas  sangüíneas  imunossuprimido:  processo  inflamatório  intenso 
constituído por  células  mononucleadas,  porém, diferentemente  dos animais apenas 
infectados,  com  grande  quantidade  de  células  com  morfologia  de  macrófagos; 
degeneração hialina intensa e maior destruição de células cardíacas do que os animais 
apenas infectados. Hematoxilina e Eosina, X600.
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Figura  4 -  Miocárdio  atrial  de  cães  com  quatro  meses  de  idade, 
imunossuprimidos  ou  não,  inoculados  com  2000  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Be-78  do  Trypanosoma  cruzi/kg  de  peso 
corporal, necropsiados na fase aguda da infecção. (A) grupo infectado com formas 
tripomastigotas metacíclicas: neoformação de colágeno discreta;  (B)  grupo infectado 
com formas tripomastigotas metacíclicas imunossuprimido: neoformação de colágeno 
moderada; (C) grupo infectado com formas tripomastigotas sangüíneas: neoformação 
de colágeno moderada e (D) grupo infectado com formas tripomastigotas sangüíneas 
imunossuprimido: neoformação de colágeno intensa. Tricrômico de Masson, X600.
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Figura 5 – Reação imuno-histoquímica para detecção de ninhos de amastigotas ou 
amastigotas  isolados  no miocárdio  atrial  de  cães  com quatro  meses  de  idade, 
imunossuprimidos  ou  não,  inoculados  com  2000  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Be-78  do  Trypanosoma  cruzi/kg  de  peso 
corporal, necropsiados na fase aguda da infecção. (A) grupo infectado com formas 
tripomastigotas  metacíclicas:  parasitismo discreto,  (B) grupo infectado com formas 
tripomastigotas  metacíclicas  imunossuprimido:  parasitismo  mais  intenso  do  que 
animais  apenas  infectados,  (C) grupo  infectado  com  formas  tripomastigotas 
sangüíneas:  parasitismo discreto e  (D) grupo infectado com formas tripomastigotas 
sangüíneas  imunossuprimido:  parasitismo  mais  intenso  do  que  animais  apenas 
infectados. Contracoloração com Hematoxilina de Harris, X600.  Detalhes: ninhos de 
amastigotas verificados com objetiva de imersão, X1000.
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Figura  6 –  Reação  Imuno-histoquímica  para  detecção  de  macrófagos  no 
miocárdio atrial de cães com quatro meses de idade, imunossuprimidos ou não, 
inoculados com 2000 formas tripomastigotas metacíclicas ou sangüíneas da cepa 
Be-78 do Trypanosoma cruzi/kg de peso corporal, necropsiados na fase aguda da 
infecção. (A) grupo  infectado  com  formas  tripomastigotas  metacíclicas:  pequena 
quantidade  de  macrófagos,  (B)  grupo  infectado  com  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  imunossuprimido:  grande  número  de  macrófagos,  (C) grupo infectado 
com  formas  tripomastigotas  sangüíneas:  macrófagos  não  detectados;  em  detalhe 
(X1000), células com morfologia de macrófagos, porém, não marcadas pelo anticorpo 
utilizado  e  (D) grupo  infectado  com  formas  tripomastigotas  sangüíneas 
imunossuprimido:  grande  quantidade  de  macrófagos.  Contracoloração  com 
Hematoxilina de Harris,  X600.  Detalhes de A, B e D:  macrófagos marcados; notar 
cromatina frouxa e contorno irregular, X1000.
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Gráfico  1 -  Avaliação histopatológica do miocárdio atrial de cães com quatro 
meses  de  idade,  imunossuprimidos  ou  não,  inoculados  com  2000  formas 
tripomastigotas  metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Be-78  do  Trypanosoma 
cruzi/kg  de  peso  corporal,  necropsiados  na  fase  aguda  da  infecção. (A) 
Inflamação. Grupo infectado por formas tripomastigotas metacíclicas (TM): processo 
inflamatório  moderado;  Grupo  infectado  por  formas  tripomastigotas  metacíclicas 
imunossuprimido  (TMIMS):  processo  inflamatório  intenso;  Grupo  infectado  por 
formas tripomastigotas sangüíneas (TS); Grupo infectado por formas tripomastigotas 
sangüíneas  imunossuprimido:  processo  inflamatório  intenso (B) Neoformação  de 
colágeno.  Grupo  infectado  por  formas  tripomastigotas  metacíclicas  (TM): 
neoformação  de  colágeno  discreta;  Grupo  infectado  por  formas  tripomastigotas 
metacíclicas imunossuprimido (TMIMS): neoformação de colágeno moderada; Grupo 
infectado  por  formas  tripomastigotas  sangüíneas  (TS):  neoformação  de  colágeno 
moderada; Grupo infectado por formas tripomastigotas sangüíneas imunossuprimido: 
neoformação  de  colágeno  intensa  (C) Número  de  ninhos  de  amastigotas  ou 
amastigotas  isolados  por  mm2.  Não  foram  detectados  parasitos  nos  30  campos 
microscópicos aleatórios avaliados nos grupos TM e TS embora estes tenham sido 
visualizados em outras regiões do miocárdio atrial destes animais;  (D) Número de 
macrófagos por mm2.* diferença significativa
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4.2 - Alterações histopatológicas na medula espinhal 

4.2.1 - Avaliação qualitativa

A análise histopatológica da medula espinhal durante a fase aguda da infecção 

experimental  de  cães  pela  cepa  Be-78  do  T.  cruzi  mostrou  ninhos  de  amastigotas, 

macrófagos e processo inflamatório sob a forma de NG e IPV, distribuídos tanto na 

substância  branca  quanto  na  cinzenta,  independente  da  região  medular  (cervical, 

torácica, lombar ou sacral). Não foram detectadas diferenças significativas entre regiões 

medulares  e  entre  substância  branca  e  cinzenta  e,  portanto,  os  resultados  serão 

apresentados considerando-se a medula espinhal como um todo, sem distinção entre 

regiões/substância. 

Os NG e IPV nos grupos TM e TS apresentaram-se constituídos por grande 

quantidade  de  células  mononucleadas,  células  estas  dispostas  de  maneira  mais 

organizada, e desta forma, foram denominados como NG e IPV estruturados (Figura 7 – 

A e C). Como efeito da imunossupressão, os NG e IPV observados nos animais dos 

grupos  TMIMS  e  TSIMS apresentaram-se  constituídos  por  pequena  quantidade  de 

células dispostas de maneira mais dispersa e, conseqüentemente, foram denominados 

como IPV e NG  pouco estruturados (Figura 8 – A e C). As lesões axonais e da bainha 

de mielina foram observadas em estrita relação com as alterações inflamatórias.

A avaliação dos cortes histológicos da medula espinhal, submetidos à imuno-

histoquímica para T. cruzi, permitiu a visualização do parasito nos grupos TMIMS, TS e 

TSIMS (Figura 9). No grupo TM não foi observado parasitismo tecidual na medula 

espinhal.  Os  ninhos  de  amastigotas  ou  amastigotas  isoladas  apresentaram-se 

distribuídos  indistintamente  nas  substâncias  branca  e  cinzenta  da  medula  espinhal. 

Alguns parasitos encontravam-se associados aos focos inflamatórios (Figura 9 – A), 

porém,  nenhuma  associação/correlação  foi  encontrada  entre  parasitismo  tecidual  e 

presença de NG e IPV. 

O anticorpo utilizado para a detecção de macrófagos apresenta reação cruzada 

com  células  de  cão  e  marca  granulócitos,  monócitos  e  macrófagos.  Portanto,  a 

morfologia bem como a localização das células foi considerada durante a avaliação. Na 

medula espinhal, diferente do observado no coração, foi grande a quantidade de células 

marcadas  no  interior  de  vasos,  por  isso,  a  avaliação  neste  tecido  foi  realizada 
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separadamente  para  células visualizadas  dentro de vasos  (monócitos –  Figura  10)  e 

células no tecido medular propriamente dito (macrófagos – Figura 11). 

4.2.2 - Avaliação quantitativa

No Gráfico 2 são apresentados os resultados da quantificação de IPV e NG para 

os diferentes grupos. O número de IPV foi maior nos grupo TM e TMIMS comparados 

aos grupos TS e TSIMS respectivamente (Gráfico 2 - A). O grupo TM apresentou maior 

quantidade de NG que o grupo TS. A quantidade de NG observada nos grupos TM e 

TMIMS foi estatisticamente semelhante, porém, com tendência a aumento no ultimo 

(Gráfico 2 - B). Por outro lado, o grupo TSIMS apresentou maior quantidade de NG 

quando comparado ao grupo TS (Gráfico 2 - B). Entre os grupos TMIMS e TSIMS não 

foram observadas diferenças significativas no número de NG (Gráfico 2 - B). 

A quantificação do parasitismo tecidual nos diferentes grupos está apresentada 

no  Gráfico  3.  O  grupo  TMIMS  apresentou  maior  quantidade  de  parasitos  quando 

comparado ao  grupo TSIMS que apresentou quantidade  semelhante  à  observada  no 

grupo TS.

A quantificação dos monócitos e macrófagos está apresentada no Gráfico 4. O 

número de monócitos do grupo TM foi menor quando comparado ao grupo TS (Gráfico 

4 – A). O grupo TMIMS exibiu maior quantidade de monócitos quando comparado ao 

grupo TM (Gráfico 4 – A).  Ao contrário,  o grupo TS apresentou maior quantidade 

quando comparado ao grupo TSIMS (Gráfico 4 – A).  O grupo TMIMS apresentou 

maior quantidade de monócitos quando comparado ao grupo TSIMS (Gráfico 4 – A).

No grupo TM observou-se maior quantidade de macrófagos quando comparado 

ao  grupo  TS  (Gráfico  4  –  B). O  grupo  TMIMS  apresentou  maior  quantidade  de 

macrófagos quando comparado ao grupo TSIMS (Gráfico 4 – B). Se comparados os 

grupos  TM/TMIMS  e  TS/TSIMS,  a  quantidade  de  macrófagos  foi  estatisticamente 

semelhante ente eles (Gráfico 4 – B).
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Figura  7 - Medula  espinhal  de  cães  com  quatro  meses  de  idade, 
imunossuprimidos  ou  não,  inoculados  com  2000  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Be-78  do  Trypanosoma  cruzi/kg  de  peso 
corporal,  necropsiados  na  fase  aguda  da  infecção.  Infiltrados  perivasculares 
constituídos predominantemente por células mononucleadas. (A) grupo infectado 
com  formas  tripomastigotas  metacíclicas,  (B) grupo  infectado  com  formas 
tripomastigotas  metacíclicas  imunossuprimido,  (C) grupo  infectado  com  formas 
tripomastigotas  sangüíneas  e  (D) grupo  infectado  com  formas  tripomastigotas 
sangüíneas imunossuprimido. Observar o menor número de células mononucleadas 
(infiltrados perivasculares pouco estruturados) nos grupos imunossuprimidos (B e D) 
comparados  aos  não  imunossuprimidos  (A  e  C)  (infiltrados  perivasculares 
estruturados). Cresil Violeta, X600. 
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Figura  8 -  Medula  espinhal  de  cães  com  quatro  meses  de  idade, 
imunossuprimidos  ou  não,  inoculados  com  2000  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Be-78  do  Trypanosoma  cruzi/kg  de  peso 
corporal,  necropsiados na fase aguda da infecção.  Nódulos gliais  constituídos 
predominantemente por células mononucleadas. (A) grupo infectado com formas 
tripomastigotas  metacíclicas,  (B) grupo  infectado  com  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  imunossuprimido,  (C) grupo  infectado  com  formas  tripomastigotas 
sangüíneas  e  (D) grupo  infectado  com  formas  tripomastigotas  sangüíneas 
imunossuprimido.  Observar  o  menor  número  de  células  mononucleadas  (nódulos 
gliais pouco estruturados) nos grupos imunossuprimidos (B e D) quando comparados 
aos  não  imunossuprimidos  (A  e  C)  (nódulos  gliais  estruturados).  Cresil  Violeta, 
X600. 
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Gráfico  2 -  Número médio (± desvio padrão) de infiltrados perivasculares (A) e 
nódulos  gliais/mm2 (B) na  medula  espinhal  de  cães  com  quatro  meses  de  idade, 
imunossuprimidos ou não, inoculados com 2000 formas tripomastigotas metacíclicas ou 
sangüíneas da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi/kg de peso corporal, na fase aguda da 
infecção. * diferença significativa.
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Figura 9 – Reação imuno-histoquímica para detecção de ninhos de amastigotas ou 
amastigotas  isolados  na  medula  espinhal  de  cães  com  quatro  meses  de  idade 
imunossuprimidos  ou  não,  inoculados  com  2000  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Be-78  do  Trypanosoma  cruzi/kg  de  peso 
corporal, necropsiados na fase aguda da infecção. (A) grupo infectado com formas 
tripomastigotas  metacíclicas  imunossuprimido;  notar  presença  de  nódulo  glial 
direcionado  contra  o  ninho  de  amastigota  (B) grupo  infectado  com  formas 
tripomastigotas  sangüíneas  e  (C)  Grupo  infectado  com  formas  tripomastigotas 
sangüíneas imunossuprimido. O encontro de focos inflamatórios direcionados contra o 
parasita foi  raro em todos os grupos.  Contracoloração com Hematoxilina de Harris, 
X600. Detalhes: ninhos de amastigotas marcados pela reação, X1000
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Gráfico  3 -  Número médio (± desvio padrão) de parasitos isolados ou ninhos de 
amastigotas/mm2 na  medula  espinhal  de  cães  com  quatro  meses  de  idade, 
imunossuprimidos  ou  não,  inoculados  com  2000  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Be-78  do  Trypanosoma  cruzi/kg  de  peso 
corporal, na fase aguda da infecção. * diferença significativa.
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Figura 10 –  Reação imuno-histoquímica para detecção de monócitos na medula 

espinhal de cães com quatro meses de idade imunossuprimidos ou não, inoculados 

com 2000 formas tripomastigotas  metacíclicas  ou sangüíneas da cepa Be-78 do 

Trypanosoma  cruzi/kg  de  peso  corporal,  na  fase  aguda  da  infecção.  (A) grupo 

infectado com formas tripomastigotas metacíclicas,  (B) grupo infectado com formas 

tripomastigotas  metacíclicas  imunossuprimido,  (C) grupo  infectado  com  formas 

tripomastigotas sangüíneas, (D) grupo infectado com formas tripomastigotas sangüíneas 

imunossuprimido.  Contracoloração  com  Hematoxilina  de  Harris,  X600.  Detalhe: 

X1000.
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Figura 11 - Reação imuno-histoquímica para detecção de macrófagos na medula 
espinhal  de  cães  com  quatro  meses  de  idade  imunossuprimidos  ou  não, 
inoculados com 2000 formas tripomastigotas metacíclicas ou sangüíneas da cepa 
Be-78 do Trypanosoma cruzi/kg de peso corporal, necropsiados na fase aguda da 
infecção. (A)  grupo infectado com formas tripomastigotas metacíclicas,  (B) grupo 
infectado  com  formas  tripomastigotas  metacíclicas  imunossuprimido,  (C) grupo 
infectado com formas tripomastigotas sangüíneas,  (D) grupo infectado com formas 
tripomastigotas sangüíneas imunossuprimido. Contracoloração com Hematoxilina de 
Harris, X660. Detalhe: X1000.
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Gráfico  4 -  Número  médio  (± desvio  padrão)  de  monócitos/mm2 (A)  e 
macrófagos/mm2 (B)  na  medula  espinhal  de  cães  com  quatro  meses  de  idade, 
imunossuprimidos  ou  não,  inoculados  com  2000  formas  tripomastigotas 
metacíclicas  ou  sangüíneas  da  cepa  Be-78  do  Trypanosoma  cruzi/kg  de  peso 
corporal, na fase aguda da infecção. * diferença significativa.
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Tabela 1 – Quadro comparativo das alterações avaliadas no miocárdio atrial e na 
medula espinhal de cães com quatro meses de idade, imunossuprimidos ou não, 
inoculados com 2000 formas tripomastigotas metacíclicas ou sangüíneas da cepa 
Be-78 do  Trypanosoma cruzi/kg de peso corporal, necropsiados na fase aguda da 
infecção.
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Medula espinhal

IPV

NG

Parasitismo

Monócitos

IPV

NG

Parasitismo
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Macrófagos

Parâmetros TM TMIMS TS TSIMS
Átrio direito

Inflamação

Neoformação

Parasitismo

Macrófagos

Inflamação

Neoformação

Parasitismo

Macrófagos

moderado

discreto
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moderado
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Neste  trabalho  foi  avaliada  a  participação  dos  macrófagos  no  processo 

inflamatório  no  átrio  direito  e  na  medula  espinhal  de  cães  infectados  com formas 

tripomastigotas metacíclicas ou sangüíneas da cepa Be-78 do T. cruzi. Cada uma destas 

formas  infectantes  apresenta  características  peculiares  que  implicam,  in  vitro,  em 

respostas imunes diferenciadas (Gazzinelli e Brener, 1997). Além disso, foi avaliado 

também o efeito de um tratamento imunossupressor sobre os aspectos histopatológicos 

da  fase aguda destas infecções.

Ao  trabalhar  nesta  linha  de  raciocínio,  algumas  possibilidades  distintas  de 

transmissão do parasito podem ser abordadas. A utilização de formas tripomastigotas 

metacíclicas reproduz, em parte, o que acontece na natureza, nas infecções por vetores. 

Por outro lado, a infecção com formas tripomastigotas sangüíneas, acontece em casos 

de transmissão transfusional ou mesmo em acidentes de laboratório e, principalmente, 

na maioria das infecções experimentais onde as formas tripomastigotas sangüíneas são 

mais utilizadas por serem mais facilmente obtidas e mantidas em laboratório. 

Para mimetizar estes mecanismos de transmissão, o ideal seria a utilização das 

vias  conjuntival  e  endovenosa,  entretanto,  a  via  intraperitoneal  foi  escolhida  neste 

trabalho por garantir infectividade de 100% dos animais, independentemente da forma 

infectante (Bahia  et al., 2002), o que era fundamental metodologicamente, diante do 

número  de  animais  a  ser  utilizado.  Bahia  et  al.,  (2002)  observaram  alta  taxa  de 

infectividade  (88,9%)  quando  formas  tripomastigotas  metacíclicas  foram inoculadas 

pela  via  conjuntival,  entretanto,  quando  formas  tripomastigotas  sangüíneas  foram 

inoculadas  pela  mesma  via,  a  taxa  de  infectividade  foi  de  0%.  Hoff  et  al. (1996) 

também demonstraram que formas tripomastigotas metacíclicas são mais eficientes do 

que as sangüíneas em penetrar a mucosa oral de camundongos. 

Foram  escolhidos  dois  compartimentos  imunologicamente  distintos  para  a 

realização deste trabalho. A medula espinhal por apresentar-se protegida pela BHE e no 

coração, optou-se pelo átrio direito porque esta região, juntamente com o ventrículo 

esquerdo, é uma das mais atingidas na DC (Rossi, 1998). 

Lesões cardíacas agudas estão relacionadas à presença do parasito e dependem 

da  virulência  da  cepa,  da  quantidade  do  inóculo,  reinfecções,  resposta  imune  do 

hospedeiro  (Higuchi,  1995)  e  podem  também  ser  resultado  de  comprometimento 

vascular (Tanowitz, 1996) e autoimunidade (Leon, 2003).

O  processo  inflamatório  cardíaco  no  grupo  TS  foi  mais  exuberante  quando 

comparado  ao  grupo  TM,  sendo  constituído  predominantemente  por  células 
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mononucleadas.  Caliari  et al.  (2002) detectaram predomínio de linfócitos T CD8+ no 

miocárdio de cães infectados com formas tripomastigotas metacíclicas (58% T CD8+ e 

42% T CD4+) e sugeriram que estas células são as principais efetoras da resposta imune 

no coração durante a fase aguda da infecção pelo  T. cruzi. Os cães pertencentes aos 

grupos TM e TS utilizados neste trabalho apresentaram maior percentual  de células 

TCD8+ no sangue periférico (Carneiro et al., 2006) sendo este maior no grupo TM. A 

princípio,  estes  achados  sugeriram  duas  hipóteses:  (1)  a  infecção  com  formas 

tripomastigotas metacíclicas desencadeia maior proliferação de células T CD8+ na fase 

aguda do que a infecção com formas tripomastigotas sangüíneas ou (2) no grupo TS as 

células  T  CD8+ migram  em  maior  quantidade  para  o  tecido,  refletindo  na  sua 

diminuição no sangue periférico.  De fato, o maior infiltrado inflamatório observado no 

grupo TS sugere que, provavelmente ocorre maior migração celular sendo possível que 

o  menor  percentual  de  linfócitos  T  CD8+ observados  no  sangue  periférico  esteja 

relacionado  a  migração  efetiva  destas  células  para  o  coração  como  observado  por 

Caliari  et al., (2002) no átrio direito de  cães infectados com formas tripomastigotas 

metacíclicas. Estudos imuno-histoquímicos nestes animais para a avaliação das células 

T (CD4+ e CD8+) encontram-se em andamento no laboratório e poderão constatar se há 

diferença no perfil de células T de acordo com a forma infectante utilizada.

Bahia  et  al.  (2002)  constataram  que  tanto  animais  infectados  com  formas 

tripomastigotas metacíclicas quanto aqueles infectados com tripomastigotas sangüíneas 

apresentaram  lesões  cardíacas  intensas,  porém,  sem  diferenças  de  intensidade 

relacionadas à forma evolutiva do parasito, o que não impede que qualitativamente o 

perfil do infiltrado inflamatório seja distinto. Além disso, de acordo com Da Mata et al. 

(2000)  a  idade  dos  animais  é  fundamental   no  desenvolvimento  das  lesões  o  que 

também poderia  explicar as diferenças entre o trabalho atual que utilizou animais com 

120 dias de idade e o de Bahia et al. (2002) cujos animais foram inoculados aos 60 dias 

de idade.   De fato, Toman  et al.  (2002), demonstraram que apesar de cães nascerem 

com um sistema imunológico responsivo a estímulos externos, há um desenvolvimento 

contínuo no período pós-natal até os três meses após o nascimento e alguns parâmetros 

diferem dos valores de adultos.

Em decorrência  do  processo  inflamatório  na  fase  aguda ocorrem fenômenos 

degenerativos  intensos  (Parada  et  al.,  1997).  A  degeneração  e  a  neoformação  de 

colágeno observados neste trabalho acompanharam as alterações inflamatórias, sendo 

mais intensos nos animais do grupo TS quando comparados ao TM. Os depósitos de 
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colágeno encontrados nesses  animais podem ser relacionados à  intensa produção de 

citocinas  fibrogênicas  Zhang  &  Tarleton  (1996)  e  também  a  fatores  capazes  de 

aumentar a fibrólise dos depósitos da matriz, tais como metaloproteínas (Zhang et al.,  

1999)  e  as  metaloproteinases  inibidoras  (Eickelberg  et  al.,  1997).  Entretanto,  tais 

especulações no modelo cão ainda permanecem obscuras e precisarão ser investigadas 

em  novas  avaliações  destinadas  exclusivamente  à  matriz  extracelular  e  suas 

modificações  ao  longo  da  infecção  aguda  e  crônica.  Experimentos  recentemente 

realizados no laboratório demonstraram que apesar das intensas alterações cardíacas, 

com  processo  inflamatório  e  destruição  intensa  além  da  neoformação  pronunciada 

durante a fase aguda, o quadro histológico avaliado na fase crônica não é condizente 

com o grau de destruição na fase aguda.

O parasitismo cardíaco foi discreto tanto no grupo TM quanto no TS o que pode 

ser relacionado aos níveis de parasitemia e períodos patentes semelhantes observados 

nos dois grupos (Carneiro et al., 2006). Além disso, os animais foram necropsiados em 

um período onde não eram observados parasitos no sangue periférico em nenhum dos 

grupos. O período pré-patente foi maior no grupo TM, sugerindo que a interação entre 

as formas tripomastigotas metacíclicas e células do hospedeiro vertebrado ocorre mais 

lentamente, com um período maior de latência até a liberação do parasito na corrente 

sangüínea  (Carneiro  et  al., 2006),  o  que  explicaria  o  processo  inflamatório  menos 

intenso  neste  grupo.  As  glicoproteínas  tipo  mucinas  ancoradas  em 

glicosilfosfatidilinositol  (GPI  mucinas)  são  moléculas  dominantes  na  superfície  das 

formas tripomastigotas sanguíneas e amastigotas sendo as responsáveis pela síntese de 

citocinas por macrófagos inflamatórios Coelho  et al., (2002). Quimiocinas como, por 

exemplo, RANTES, KC e proteína-2 inflamatória de macrófago (MIP 2) e citocinas 

pró-inflamatórias sintetizadas pelos macrófagos expostos ao parasito ou moléculas do 

parasito,  ativam  então  diferentes  compartimentos  do  sistema  imune.  De  maneira 

distinta,  as  GPI  mucinas  extraídas  de  formas  epimastigotas  e  tripomastigotas 

metacíclicas não desencadeiam a síntese de citocinas por macrófagos. Diferenças na 

atividade de GPI mucinas obtidas de diferentes estágios do desenvolvimento do T. cruzi 

são provavelmente devido a diferenças estruturais em suas âncoras de GPI (Camargo et 

al., 1997).

Como resposta  à  infecção  pelo  T.  cruzi,  na  fase  aguda,  ratos  desencadeiam 

potente reação inflamatória caracterizada por grande aumento do número de monócitos 

e  macrófagos,  além de  aumento  da  produção  de  peróxido  de  hidrogênio  (Melo  & 
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Machado, 2001, Melo et al., 2003). Fabrino et al. (2004) observaram que o processo de 

mobilização de monócitos do sangue periférico de ratos ocorre em paralelo com a carga 

parasitária e está associado ao mecanismo de resolução da parasitemia e parasitismo 

cardíaco. Estes resultados indicam que monócitos ativados no sangue periférico estão 

notadamente envolvidos na resposta do hospedeiro à infecção pelo T. cruzi em ratos. A 

avaliação por citometria de fluxo do sangue periférico no 42o DAI  mostrou no grupo 

TS menor  percentual  de  monócitos  em comparação  ao  grupo TM (Carneiro  et  al., 

2006). De acordo com estes dados era esperado uma maior quantidade de macrófagos 

nos tecidos dos animais pertencentes a este grupo. Entretanto, não foram detectados 

macrófagos no tecido cardíaco deste grupo. Por outro lado, no grupo TM houve um 

aumento no número de macrófagos sugerindo a participação desta célula na resposta 

inflamatória cardíaca neste grupo.

A  imunossupressão  com  azatioprina  influenciou  nas  lesões  cardíacas  nos 

animais dos grupos TMIMS e TSIMS promovendo alterações no padrão do infiltrado 

inflamatório que se apresentou mais difuso e intenso, principalmente se comparado o 

grupo TMIMS ao TM, constituído por grande quantidade de células com morfologia de 

macrófagos,  além  de  maior  destruição  das  fibras  musculares.  De  fato,  a  imuno-

histoquímica  para  monócitos/macrófagos  constatou  maior  quantidade  de  macrófagos 

nos grupos imunossuprimidos em relação aos apenas infectados, porém, estas células 

não foram predominantes no infiltrado inflamatório. Este fato não exclui a possibilidade 

destas células serem macrófagos. Eventualmente, elas podem ter perdido a expressão do 

marcador  utilizado nas  reações  imuno-histoquímicas  e  exibido  marcadores  celulares 

distintos. Monócitos e macrófagos apresentam enorme plasticidade funcional, ou seja, 

são  capazes  de  sofrer  adaptações  de  acordo  com  as  mudanças  microambientais, 

incluindo citocinas, quimiocinas, hormônios e padrões de reconhecimento de receptores 

(Stout et al., 2005). Tem-se demonstrado em células dendríticas mielóides, in vitro e in 

vivo, mudanças no fenótipo de marcadores de superfície destas células, bem como nos 

aspectos funcionais relacionados, inclusive com produção de NO e perda da expressão 

de proteínas de membrana como CD11c (Hausser et al., 1997; Shortman & Wu, 2004; 

Zhang et al., 2004). 

Como  era  esperado,  nos  grupos  imunossuprimidos  observou-se  maior 

parasitismo do que nos grupos apenas infectados, sendo este mais pronunciado no grupo 

TSIMS. De fato, no grupo TMIMS quando comparado ao TM, verificou-se período pré-

patente menor,  período patente maior, pico de parasitemia mais precoce e níveis de 
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parasitemia semelhantes, o que justificaria o menor parasitismo nestes grupos. Por outro 

lado, a comparação entre os grupos TSIMS e TS mostrou que neste primeiro o período 

pré-patente foi menor, o período patente maior, o pico de parasitemia mais precoce, e os 

níveis  de  parasitemia  maiores  o  que  também poderia  explicar  o  maior  parasitismo 

cardíaco neste grupo. Os níveis de parasitemia foram similares entre os grupos TMIMS 

e TSIMS, porém, no grupo TSIMS o período pré-patente foi menor e o período patente 

maior do que no grupo TMIMS o que também colaboraria para o maior parasitismo 

cardíaco no grupo TSIMS. 

Além disso,  frente  à  imunossupressão,  a  fenotipagem das  células  do  sangue 

periférico revelou no 42o DAI diminuição do percentual de linfócitos T CD8+ nos dois 

grupos. A quantidade de monócitos foi menor apenas no grupo TSIMS enquanto os 

percentuais de linfócitos T CD4+ e B se mantiveram frente à imunossupressão, mesmo 

com a redução na produção de anticorpos anti-T. cruzi em ambos os grupos. 

Kierszenbaum & Howard (1976) mostraram correlação entre a capacidade de 

produção de anticorpos e  resistência à infecção pelo  T. cruzi,  com baixos níveis  de 

anticorpos em camundongos mais susceptíveis à infecção. Entretanto, apesar da redução 

nos níveis de anticorpos em ambos os grupos, apenas verificou-se  mortalidade (33%) 

no grupo TMIMS. A imunossupressão experimental de camundongos na fase aguda da 

infecção pelo T. cruzi resultou no aumento da gravidade da infecção, com aumento da 

multiplicação do parasito e da mortalidade (Andrade e Macedo, 1973). 

A  associação  freqüente  entre  miocardite  chagásica  e  meningoencefalite, 

observada em indivíduos com sinais clínicos graves de envolvimento do SNC na DC é 

referida como uma das causas da gravidade e mortalidade nestes casos (Pittella  et al., 

1993).  Para  o  modelo  experimental  canino  também  foi  verificada  esta  mesma 

associação (Alencar & Elejalde, 1959; Carneiro, 1998).

As alterações histopatológicas discretas e ausência de manifestações clínicas de 

envolvimento do SNC descritas neste trabalho, também estiveram presentes em outros 

trabalhos que utilizaram cães jovens (Torres & Villaça, 1919; Villela, 1932; Alencar & 

Elejalde,  1959;  Marsden & Hagstron,  1968;  Kramer Jr.,  1972;  Pittella  et  al., 1990; 

Pittella et al., 1995).

Menezes & Alcântara (1965), em ratos, e Costa et al. (1986), em camundongos, 

observaram que o parasito invade o organismo como um todo em animais jovens. Em 

animais adultos, evidenciou-se parasitismo baixo ou ausente no SNC, ao contrário de 

outras regiões do organismo que se apresentaram altamente parasitadas.  Segundo os 
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autores, esse quadro seria devido principalmente ao estado de amadurecimento da BHE, 

que nos adultos já estaria totalmente formada. 

A formação de IPV precede a dos NG. No grupo TM o número de IPV e NG foi 

maior que no grupo TS. O maior percentual de células T CD8+ no sangue periférico do 

grupo TM é compatível com a maior quantidade de IPV e NG encontrada neste grupo. 

Silva  et al. (1999) verificaram predomínio de linfócitos TCD8+, além de macrófagos, 

nos focos inflamatórios. Futuras caracterizações de linfócitos nos focos inflamatórios 

destes cães poderão confirmar ou não esta hipótese.

De uma maneira geral observou-se maior quantidade de IPV e NG nos animais 

infectados  com formas TM, independente da imunossupressão,  sendo esta  diferença 

significativa entre TM e TS para IPV e NG e entre TMIMS e TSIMS para IPV. Por 

outro lado,  houve uma tendência à redução dos IPV e aumento dos NG nos grupos 

imunossuprimidos em relação aos apenas infectados sendo esta diferença significativa 

entre  TS  e  TSIMS.  Esperava-se  que  cães  imunossuprimidos  exibissem  menor 

quantidade de IPV e NG. Como as mudanças nos componentes celulares do sangue 

periférico  destes  animais  ocorreram  ao  longo  da  imunossupressão,  tornando-se 

evidentes a partir do 21o DAI, esses NG  podem ter se estabelecido até esse momento. A 

partir  de  então,  a  migração  de  novas  células  para  esses  focos  de  inflamação  foi 

prejudicada  pela  imunossupressão,  o  que  impediu  que  os  NG  se  tornassem  mais 

estruturados,  como verificado nos grupos apenas infectados.  Este raciocínio também 

explicaria a menor quantidade de IPV já que estes precedem a formação dos NG e 

implicariam em migração constante.

Em  ratos,  o  parasito  é  detectado  principalmente  em  astrócitos.  Nos  focos 

inflamatórios estão presentes astrócitos, micróglia, macrófagos e neutrófilos (Da Mata 

et al.,  2000). Enquanto alguns estudos evidenciaram a importância da presença do  T. 

cruzi  associada  a  fenômenos  auto-imunes  para  o  desenvolvimento  das  lesões  em 

humanos (Jones et al., 1993), outros indicam que não há correlação entre a distribuição 

de  infiltrados  de  células  mononucleadas  e  localização  de  antígenos  do  parasito  em 

camundongos.  Estes  dados  sugerem  que  existe  um  dano  mediado  por  linfócitos, 

especialmente T CD8+  , encontrados com maior freqüência nestas lesões (Silva  et al., 

1999). Conforme Pittella (1993), o parasitismo pode apresentar-se escasso ou ausente 

no SNC, apesar da evolução do processo inflamatório.  Segundo Alencar & Elejalde 

(1959),  em  cães,  a  visualização  do  parasito  é  mais  difícil  à  medida  que  os  focos 

inflamatórios tornam-se mais expressivos. 
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No  presente  trabalho,  embora  alguns  focos  inflamatórios  estivessem 

relacionados aos ninhos de amastigotas ou amastigotas isoladas, na maioria dos IPV e 

NG não foram detectados parasitos. Tais focos não direcionados ao parasito poderiam 

ser  explicados  pela  hipótese  de  auto-imunidade.  O  antígeno  Fl-160,  presente  na 

superfície do  T. cruzi,  desencadeia uma imunidade mediada por células T que reage 

contra uma proteína do nervo ciático, do cérebro e do plexo mioentérico intestinal (Van 

Voorhis & Eisen, 1989). No presente trabalho a avaliação dos cortes histológicos da 

medula  espinhal,  submetidos  à  imuno-histoquímica  para  T.  cruzi,  permitiu  a 

visualização do parasito nos grupos TMIMS, TS e TSIMS distribuídos indistintamente 

nas substâncias branca e cinzenta da medula espinhal, sem correlação entre parasitismo 

tecidual e presença de NG e IPV. No grupo TM  não foi observado parasitismo tecidual, 

talvez  porque  este  grupo  tenha  exibido  maior  aumento  de  linfócitos  T  CD8+ e 

manutenção de células B e monócitos no sangue periférico enquanto o grupo TS exibiu 

diminuição do percentual de células B e monócitos. Além disso, o grupo TM apresentou 

grande quantidade de IPV e NG estruturados que podem ter sido mais eficientes na 

eliminação do parasito. 

O grupo TMIMS apresentou maior quantidade de parasitos quando comparado 

ao grupo TSIMS que apresentou quantidade semelhante à observada no grupo TS. Uma 

vez  que  o  grupo  TMIMS  também  apresentou  grande  quantidade  de  monócitos  e 

macrófagos na medula espinhal, deve-se levar em consideração o trabalho de Silva et 

al. (2004) que por meio da depleção seletiva de macrófagos periféricos por lipossomas 

observou diminuição de parasitismo tecidual  em ratos;  estes  resultados sugerem um 

papel  de macrófagos  originados do  sangue na  invasão  do  SNC pelo  T.  cruzi.  Com 

exceção  do  grupo  TMIMS cuja  taxa  de  mortalidade  foi  de  33%,  todos  os  demais 

tiveram 0% de mortalidade. Este grupo, concomitantemente, foi o que apresentou maior 

parasitismo na medula espinhal, o que poderia ter sido uma das causas de mortalidade. 

O fato do grupo TMIMS apresentar parasitismo na medula espinhal menos evidente do 

que o verificado no átrio direito era previsível considerando que o SNC conta com a 

BHE como impedimento à chegada do parasito ao tecido nervoso (Suckling et al., 1985; 

Wekerle  et al.,  1986; Hickey & Kimura, 1988; Lassmann  et al.,  1991; Hunter  et al.,  

1994; Williams et al., 1994; Gehrmann et al., 1995; Ransohoff et al., 1996; Lassmann 

et al., 1997; Li et al., 1996; Oksenberg & Brocke, 1996; Sedgwick, 1997).

A quantidade de monócitos do grupo TS foi maior que o encontrado no grupo 

TM.  Por  outro  lado,  a  quantidade  de  macrófagos  no  grupo  TS  foi  menor  que  o 
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observado no grupo TM, sugerindo um balanço na migração destas células. Baseado 

neste  resultado  poderia-se  sugerir  que  no  grupo  TM ocorreu  a  maior  migração  de 

monócitos  para  este  tecido  e  consequentemente  observou-se  maior  quantidade  de 

macrófagos.  Entretanto,  quando se avalia  os  resultados  referentes  aos  monócitos no 

sangue periférico verifica-se que neste grupo ocorreu manutenção destas células. Por 

outro  lado,  no  grupo  TS,  houve  redução  do  percentual  de  monócitos  o  que  havia 

levantado a hipótese de maior migração destas células para o tecido o que, de forma 

semelhante ao coração, não foi observado. 

O grupo TMIMS exibiu maior quantidade de monócitos que o grupo TM. No 

sangue periférico o menor percentual de monócitos no grupo TSIMS refletiu na menor 

quantidade de monócitos e macrófagos no tecido deste mesmo grupo se comparado aos 

grupos TS e TMIMS.

Estudos  futuros  utilizando outros  marcadores  poderão  ou  não  confirmar  esta 

hipótese  e  determinar  quais  são as  células  efetoras.  Além disso,  a  determinação do 

padrão  de  citocinas  produzidas  pelas  células  destes  animais  será  essencial  para 

determinar o papel destas células na resposta imune contra o T. cruzi frente a diferentes 

formas infectantes.
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Frente  à  infecção  de  cães  com  formas  tripomastigotas  metacíclicas  ou 
sangüíneas da cepa Be-78 do Trypanosoma cruzi submetidos à imunossupressão 
durante a fase aguda, conclui-se que:

A redução percentual de células no sangue periférico se reflete no processo inflamatório 

tecidual não apenas de maneira quantitativa, mas também de forma qualitativa, uma vez 

que no átrio direito dos animais dos grupos TM e TS verifica-se predomínio de células 

com morfologia de linfócitos e nos animais dos grupos TMIMS e TSIMS observa-se 

grande quantidade de células com morfologia de macrófagos.

A  interação  inicial  entre  formas  tripomastigotas  metacíclicas  e  hospedeiro  parece 

desencadear  resposta  imune  diferente  daquela  resultante  da  inoculação  de  formas 

tripomastigotas sangüíneas, já que foram detectadas diferenças no fenótipo celular do 

sangue periférico, nas lesões teciduais e na distribuição de macrófagos no átrio direito e 

medula espinhal.

A  neoformação  de  colágeno,  que  é  associada  principalmente  à  fibrose  acentuada 

verificada na fase crônica, é um fenômeno que se inicia já durante a fase aguda.

O  parasitismo  discreto  verificado  no  átrio  direito  e  medula  espinhal  sem  evidente 

correlação com o processo inflamatório reforçam ainda mais as hipóteses de que as 

lesões  verificadas  na  DC  são  em  parte  devidas  a  fenômenos  relacionados  à 

autoimunidade.

A quantidade semelhante de macrófagos nos grupos TMIMS e TSIMS frente ao menor 

parasitismo no grupo TMIMS e maior no grupo TSIMS sugere menor efetividade da 

resposta desencadeada pelos macrófagos do grupo TSIMS na eliminação do parasito.

A  ausência  de  manifestações  clínicas  de  envolvimento  do  SNC  e  as  alterações 

histopatológicas  verificadas  na  medula  espinhal  evidenciam  que  não  se  justifica  a 

denominação de uma “forma nervosa” da doença de Chagas, relacionada à cepa Be-78, 

independente da forma infectante;

Apesar da evidente visualização de células com morfologia de macrófagos nas lesões 

teciduais,  principalmente  nos  animais  infectados/imunossuprimidos,  os  marcadores 
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utilizados neste trabalho para detecção destas células no átrio direito e medula espinhal 

não  permitiram  evidenciar  se  todas  elas  eram  mesmo  macrófagos.  Estudos  futuros 

utilizando outros marcadores poderão ou não confirmar esta hipótese e determinar quais 

são as células efetoras neste modelo experimental da DC. Além disso, a determinação 

do  padrão  de  citocinas  produzidas  pelas  células  destes  animais  será  essencial  para 

determinar o papel destas células na resposta imune contra o T. cruzi.

As  diferenças  observadas  na  medula  espinhal  em  comparação  ao  átrio  direito  se 

explicam em parte pelas particularidades do SNC que apresenta “resposta imunológica 

privilegiada”.

Os diferentes cursos de infecção verificados nas infecções por formas tripomastigotas 

metacíclicas ou tripomastigotas sangüíneas da cepa Be-78 do  T. cruzi, assim como as 

diferenças detectadas na resposta imune e parasitismo entre coração e medula espinhal 

reforçam a importância de estudos que avaliem diferentes formas evolutivas do parasito 

e diferentes compartimentos do hospedeiro.
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