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RESUMO 

O papel da persistência de células fetais no organismo materno pós-gestação 

(microquimerismo materno-fetal) é ainda pouco estudado. Para investigar o potencial de 

reparo tecidual destas células em lesões de coração e músculo esquelético, avaliamos a 

presença de células fetais nestes órgãos durante a infecção aguda por T. cruzi de fêmeas 

parturientes que tiveram filhotes GFP+. Fêmeas C57Bl/6 foram infectadas com 

tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi no oitavo dia pós-parto e sacrificadas no 

30º dia pós-infecção. A presença de células fetais GFP+ foi avaliada por citometria de fluxo 

(sete dias pós-parto), por imunofluorescência utilizando anticorpos anti-GFP e por PCR em 

tempo real usando sondas específicas para o gene GFP de origem fetal. Células fetais GFP+ 

foram detectadas na circulação de 20% das fêmeas analisadas. Em secções de corações e 

de músculo esquelético de fêmeas infectadas, detectaram-se células fetais GFP+, algumas 

das quais expressando miosina, um marcador de células de músculo estriado. No fígado a 

presença de células GFP+ também foi detectada, porém estas não apresentaram expressão 

de albumina. Já em secções de coração, músculo esquelético e fígado de fêmeas sadias 

com fetos fluorescentes não foram encontradas células GFP+. A presença do trasngene gfp 

de origem fetal, avaliada pela metodologia de PCR em tempo real, é aumentada pela 

infecção por T. cruzi no coração e músculo esquelético, em comparação com fêmeas 

parturientes sadias. A presença do transgene gfp de origem fetal é mais elevada no coração 

do que no músculo esquelético de fêmeas infectadas. Em conclusão, os resultados sugerem 

que células fetais participam do processo de reparo de lesões do coração e do músculo 

esquelético, pelo menos no modelo de infecção aguda por T. cruzi. 

 

 

 



ABSTRACT 

The role of fetal cells persistence in maternal organism after gestation (fetal-maternal 

microchimerism) is poorly understood. To investigate the regenerative potential of these 

cells in heart and muscle lesions, we evaluated the presence of fetal cells in these organs 

during the acute infection by T. cruzi of parturient female mice which had GFP+ puppies. 

C57Bl/6 female mice were infected with trypomastigotes of Colombian strain T. cruzi on 

the 8th day post-partum, and sacrificed on the 30º day post-infection. The presence of GFP+ 

fetal cells was evaluated by flow cytometry (7 days post-partum) and by 

immunofluorescence using anti-GFP specific antibodies and by real time PCR using 

specific probes for GFP gene of fetal origin 30 days post-partum. GFP+ fetal cells were 

detected in the circulation in 20% of the analyzed females. GFP+ cells were also detected 

in heart and striated muscle section of T. cruzi-infected mice, some of which expressed 

myosin, a marker of striated muscle cells. In the liver, GFP+ cells were also found, but 

none co-expressing albumin. In sections of heart, striated muscle and liver of healthy 

chimeric females, we did not find GFP+ cells. The presence of gfp transgene of fetal origin, 

evaluated by real time PCR, was increased by infection with T. cruzi in the heart and 

skeletal muscle, compared to healthy parturient females. The presence of gfp transgene of 

fetal origin is higher in the heart than in the striated muscle of infected females. In 

conclusion, our results suggest that fetal cells participate in the regenerative process in the 

heart and striated muscle, at least in the model of acute T. cruzi infection. 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

CCl4 Tetracloreto de carbono 

DNA Ácido desoxirribonucléico  

FISH Técnica de hibridização in situ 

GFP Proteína verde fluorescente 

LLCMK2 Células epiteliais de rim de Macacca Mulata 

MI Mãe infectada 

MN Mãe não infectada 

mL Mililitros 

O.C.T Optima cutting temperature 

pb Pares de Base 

PCR Reação de polimerase em cadeia 

T. cruzi Trypanosoma cruzi 

µµµµg Microgramas 
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VI    Virgem infectada  
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

1.1 CÉLULAS-TRONCO 

As principais características que definem uma célula-tronco é a capacidade de se auto-

renovar, de gerar células filhas com características semelhantes à célula mãe, e diferenciar-se 

em diversos tipos celulares (VERFAILLIE, 2002). 

Quanto à sua natureza, as células-tronco podem ser embrionárias (derivadas da massa 

interna do blastocisto no estágio de pré-implantação) e células-tronco adultas que residem em 

tecidos diferenciados (STOCUM, 2001). Células-tronco adultas podem ser extraídas de 

diversos tecidos, tais como: medula óssea, sangue, fígado, sistema nervoso, epitélio, cordão 

umbilical, placenta, etc. Estas células são consideradas células-tronco pela sua capacidade de 

diferenciação, embora esta seja mais limitada do que a das embrionárias, não tendo, por tanto, 

capacidade de formar todos os tipos de tecido de um indivíduo (FRISCH et al. 2007).  

As células-tronco apresentam potencial de diferenciação variável, permitindo desta 

forma serem classificadas em três tipos: totipotentes, pluripotentes e multipotentes. Células-

tronco totipotentes estão presentes no zigoto nas duas primeiras divisões mitóticas e são 

capazes de formar todos os tecidos do embrião e a placenta. Células-tronco pluripotentes são 

originadas da massa celular interna do blastocisto e podem originar os três folhetos 

germinativos, exceto os anexos embrionários. Células-tronco com potencial de diferenciação 

restrita são designadas multipotentes (células-tronco adultas ou progenitoras) e estão 

presentes nos diversos tecidos do indivíduo adulto (ALISSON et al., 2002; SERAKINCI & 

KEITH, 2006). 



 

 

A medula óssea é fonte de células-tronco hematopoiéticas que podem originar qualquer 

tipo celular do tecido sanguíneo, e de células-tronco mesenquimais que estão presentes 

também em muitos tecidos humanos e são capazes de originar tipos celulares de diversos 

tecidos, incluindo medula, cartilagem, tecido adiposo, tendão e músculo (POUNTOS & 

GIANNOUDIS., 2005).  

 

1.2 CÉLULA-TRONCO E A MEDICINA REGENERATIVA 

 

A medicina regenerativa está associada à terapia celular, à engenharia de tecidos e à 

utilização de órgãos bioartificiais que visam à regeneração ou remodelamento de tecidos na 

tentativa de reparar, substituir, manter ou melhorar o funcionamento de tecidos ou órgãos 

(MURACA et al., 2007).  

A terapia celular está ligada a processos de substituição e reparo de tecidos e órgãos, e 

sua eficácia é dependente da seleção, identificação, expansão e manipulação de células in 

vitro (IKADA, 2006). As células-tronco são candidatas ideais para uso nesta terapia, devido 

ao seu potencial de diferenciação ou plasticidade em produzir progênies que expressam 

fenótipos maduros, tendo como exemplo as células-tronco adultas mesenquimais que podem 

originar células ósseas, adipócitos, células musculares e cartilagens. (SERAKINCI & KEITH, 

2006). 

 

1.3 MICROQUIMERISMO FETAL 

A quimera é um organismo que apresenta duas ou mais populações de células 

geneticamente diferentes originadas de zigotos distintos. O termo quimera foi originado da 

criatura mitológica Chimera, a qual é descrita como uma criatura com cabeça de leão, corpo 

de capricórnio e cauda de serpente. Na medicina, o termo quimerismo é utilizado quando um 



 

 

indivíduo contém populações de células originadas a partir de outros indivíduos, ou seja, 

células não-próprias. O quimerismo é herdado ou adquirido através da infusão de células 

hematopoiéticas alogênicas durante o transplante ou transfusão sanguínea (BARCELOS & 

ANDRADE, 2004). 

O termo microquimerismo refere-se à presença em baixos níveis de células fetais em 

tecidos maternos durante e após a gestação, em conseqüência do tráfico bi-direcional de 

células maternas e fetais através da placenta (KHOSROTEHRANI et al., 2005a). O tráfico de 

células fetais na circulação materna inicia-se aproximadamente na 4º semana de gestação. A 

freqüência com que às células fetais podem ser detectadas no sangue de mulheres grávidas 

aumenta com a idade gestacional. No sexto mês de gestação o número de células fetais na 

circulação materna é cerca de 1-6 células/mL de sangue venoso materno. Após trinta e seis 

semanas de gestação, 100% das mulheres grávidas apresentam células fetais circulantes e, 

após o parto, este número decresce rapidamente (KHOSROTEHRANI & BIANCHI, 2005b).  

 A transferência de células fetais no final da gravidez encontra-se aumentada, e alguns 

pesquisadores têm demonstrado que mulheres com histórico de aborto apresentam alta 

freqüência de microquimerismo de células fetais (PERTL & BIANCHI, 2001).  



 

 

 

1.4 IMPLICAÇÕES DO MICROQUIMERISMO FETAL 

Células-tronco hematopoiéticas, mesenquimais e progenitoras de origem fetal têm sido 

descritas na placenta e na circulação de mulheres gestantes. Estudos recentes indicam que as 

células fetais progenitoras persistem após a gestação e residem em tecidos maternos lesados, 

adotando vários fenótipos (HUU et al., 2006).  

O papel das células fetais no organismo materno ainda é desconhecido e diversos 

trabalhos têm sido realizados visando entender as implicações da presença destas células nos 

mecanismos de reparo tecidual materno e no desenvolvimento de doenças autoimunes. 

A possibilidade de células-tronco circulantes estarem envolvidas nos mecanismos de 

reparo tecidual tem sido abordada. Estas podem aparentemente encontrar um nicho 

apropriado no organismo do novo hospedeiro (mãe ou feto). O nicho apropriado destas 

células nos tecidos maternos parece depender do tipo celular – células-tronco epiteliais 

necessitam de um nicho epitelial, células-tronco linfóides necessitam de um nicho 

imunológico (HALL; 2007).  As células-tronco podem, ao longo do tempo, sofrer mitose no 

hospedeiro no qual residem e produzir o que é conhecido como microquimerismo na 

circulação ou nos tecidos (HALL; 2007). 

Em mulheres com histórico de filhos, células fetais masculinas podem expressar 

marcadores específicos de células epiteliais, leucócitos ou hepatócitos. Em um estudo foi 

examinado o fenótipo de células fetais microquiméricas em pacientes do sexo feminino que 

apresentaram alto número de células fetais pelas técnicas de hibridização in situ utilizando 

sondas específicas para o cromossomo Y e imunomarcadores para identificar o fenótipo 

destas células. Todas as mulheres incluídas no estudo apresentavam determinada patologia no 

tecido avaliado. Em tecidos epiteliais, tais como a tireóide, a vesícula, o cérvix e o intestino, 

14-60% das células fetais apresentaram citoqueratina. Outras células fetais microquiméricas 



 

 

nestes tecidos expressaram CD45, um antígeno pan-leucocitário, indicando uma provável 

origem hematopoiética. Além disso, 90% das células fetais detectadas nos tecidos maternos 

hematopoiéticos, como baço e linfonodo, expressaram CD45. Em adição, em seções contendo 

tecido da tireóide lesado e sadio, as células fetais expressavam citoqueratina mais 

freqüentemente se elas estavam em áreas lesadas da tireóide, sugerindo que células fetais, 

possivelmente de origem hematopoiética, colonizam locais de lesão em tecido maternos 

(KHOSROTEHRANI et al., 2004a).  

Johnson e colaboradores (2002), estudando o microquimerismo fetal em uma mulher 

parturiente com hepatite C que não foi submetida à transfusão sanguínea, observaram um alto 

número de células masculinas fetais no fígado pelos métodos de FISH e PCR, o que sugere 

que essas células masculinas foram originadas de uma das gestações. 

Enquanto que algumas evidências sugerem um potencial de reparo tecidual das células 

fetais no organismo materno, a alta freqüência de certas doenças autoimunes em mulheres 

comparadas aos homens levou à geração da hipótese do “microquimerismo maligno”. Esta 

hipótese sugere que a persistência de células fetais no organismo materno após a gravidez 

leva a uma resposta semelhante à doença do hospedeiro versus enxerto em que a resposta 

imune materna a essas células pode contribuir para a maior incidência de doenças autoimunes 

em mulheres (JOHNSON & BIANCHI; 2004).  

O primeiro estudo que investigou o microquimerismo fetal em doenças autoimunes foi 

realizado em mulheres com esclerose sistêmica. Este estudo foi baseado inicialmente nas 

observações incluindo semelhanças clínicas entre a esclerose sistêmica e a doença do enxerto 

versus hospedeiro e a incidência aumentada de esclerose em mulheres pós-idade reprodutiva. 

Neste ensaio, a presença de DNA fetal masculino foi avaliada no sangue periférico de 

mulheres saudáveis e com esclerose sistêmica, ambas com histórico de filhos do sexo 

masculino. A concentração de DNA masculino foi significativamente mais alta em mulheres 



 

 

com esclerose, comparadas com as de mulheres sadias (NELSON et al., 1998). Na autópsia 

de cinco mulheres com esclerose sistêmica deste estudo, células de cariótipo masculino foram 

detectadas no pulmão, rim, fígado, adrenal e linfonodos de algumas pacientes com altos 

números de células fetais, e principalmente no baço, sendo estas pacientes com esclerose 

sistêmica parturientes. Em oposição, nenhuma célula masculina foi encontrada em amostras 

de tecidos de mulheres sadias (ARLETT et al., 1998). Em um estudo experimental, fêmeas de 

camundongos paridas tratadas com cloreto de vinil, um agente associado à esclerose sistêmica 

apresentaram números elevados de células fetais correlacionados ao grau de fibrose dérmica e 

esplenomegalia acentuada (CHRISTNER et al., 2000).  

A partir desta hipótese, diversos pesquisadores estudaram a participação de células fetais 

nos órgãos de mulheres acometidas de doenças autoimunes. Através da técnica de FISH 

utilizando sondas específicas para detecção do cromossomo Y ou antígenos leucocitários 

humanos de origem paterna, células fetais foram detectadas em pacientes com histórico de 

fetos masculinos, portadoras da síndrome de Sjogren (KUROKI et al., 2002; TODA et al., 

2001), lúpus eritematoso sistêmico, cirrose biliar primária (INVERNIZZI et al., 2000), 

tireoidite de Hashimoto (KLINTSCHAR et al., 2006) e esclerose sistêmica (LAMBERT et al., 

2002; EVANS et al., 1999).   

 

1.5 ESTUDO DO MICROQUIMERISMO EM ANIMAIS DE LABORATÓRIO 

Animais de laboratório, tais como ratos e camundongos, apresentam placentação 

diferente dos seres humanos. No entanto, estes animais têm sido muito utilizados na avaliação 

do microquimerismo por serem pequenos, de fácil manuseio, ciclo reprodutivo curto, com 

tempo de gestação de 19 a 21 dias, o que permite a rápida obtenção de resultados 

experimentais (KHOSROTEHRANI et al., 2004b). Nos animais de laboratório, o histórico da 

gravidez pode ser monitorado através do acasalamento e os casais podem ser selecionados 



 

 

baseados no background genético. Nos modelos experimentais, todos os tecidos maternos 

podem ser avaliados, permitindo a utilização de diversos testes analíticos na pesquisa do 

microquimerismo (JOHNSON & BIANCHI; 2004). 

Nos últimos anos, camundongos transgênicos para genes repórter têm sido utilizados 

por diversos pesquisadores; e estes roedores têm sido uma poderosa ferramenta no estudo do 

microquimerismo fetal.  Nos acasalamentos de machos transgênicos com fêmeas do tipo 

selvagem (não transgênica), as células de fetos transgênicos podem ser facilmente rastreadas 

como um marcador fetal na circulação e órgãos maternos (KHOSROTEHRANI et al., 2004b). 

Ratos e camundongos modificados geneticamente para expressar a proteína verde 

fluorescente “aumentada” (enhanced green fluorescent protein - EGFP) têm sido utilizados no 

principal modelo experimental transgênico para avaliação do tráfico de células fetais no 

organismo materno. A transcrição do gene da EGFP está sob o controle do promotor de β 

actina de galinha ligado ao enhancer do citomegalovirus. Todos os tecidos desta linhagem 

transgênica, com exceção dos pêlos e eritrócitos, são fluorescentes verdes sob excitação da luz 

ultravioleta. A utilização do EGFP como gene repórter dispensa a introdução de substrato na 

revelação do transgene, constituindo uma vantagem, visto que outros genes repórter 

comumente necessitam de substrato para visualização do produto dos transgenes como genes 

da beta-galactosidade, luciferase, fosfatase alcalina, cloranfenicol acetiltransferase e beta 

glucoranidase (OKABE et al., 1997).  

O uso de ratos e camundongos transgênicos para GFP elimina a limitação do gênero 

fetal encontrada em humanos e macacos Rhesus no estudo do microquimerismo fetal, devido 

à facilidade na distinção entre as células fetais e maternas (KHOSROTEHRANI et al., 2004b). 

Um estudo de células fetais durante e após a gestação foi realizado em fêmeas de 

camundongos por Khosrotehrani e colaboradores (2005a). Estes autores estudaram o 

microquimerismo fetal em acasalamentos congênicos e alogênicos utilizando fêmeas de 



 

 

camundongos C57Bl/6 e DBA/2J, acasaladas com machos C57Bl/6 EGFP+. Estas fêmeas 

foram sacrificadas durante a gestação e em intervalos diferentes pós-parto. A pesquisa de 

células fetais GFP+ foi avaliada por PCR em tempo real e por imunofluorescência. Durante a 

gestação, células fetais foram detectadas em todos os órgãos de mães que tiveram fetos GFP+ , 

ocorrendo maior freqüência de células fetais no pulmão, comparado com outros órgãos. 

Depois do parto, a freqüência de células fetais decresceu e o microquimerismo fetal não foi 

observado no período de dois a três semanas pós-parto.  

A presença de DNA fetal no plasma de camundongos foi detectada nas três semanas de 

gestação, ocorrendo um aumento na última semana. Após o parto, o DNA fetal não foi 

detectado pela técnica de PCR em tempo real. Estes achados demonstram que o 

microquimerismo fetal também se encontra na circulação de fêmeas de camundongos, 

semelhantemente aos que ocorrem em humanos (KHOSROTEHRANI et al., 2004b).  

A presença de células fetais de cariótipo XY no fígado de mulheres com hepatite C 

levou alguns pesquisadores a estudar o microquimerismo fetal em diferentes modelos de lesão 

hepática (Jhonson et al., 2002).  

Em um dos estudos, o microquimerismo fetal foi avaliado em um modelo de lesão renal 

e hepática. Neste modelo, ratas acasaladas com ratos transgênicos para GFP foram tratadas 

com tetracloreto de carbono e gentamicina pós-parto, induzindo lesões hepática e renal. Estes 

autores demonstraram a presença de células fetais GFP+ no fígado e rim pelas técnicas de 

imunofluorescência e PCR em tempo real, mas células fetais GFP não foram encontradas no 

fígado e rim sadios de ratas paridas, sugerindo que células fetais podem estar envolvidas no 

processo de reparo tecidual materno (WANG et al., 2004).  

Em outro estudo, fêmeas de camundongos C57Bl/6, acasaladas com machos 

transgênicos para EGFP, foram induzidas à lesão hepática pós-parto por tetracloreto de 

carbono (CCl4) ou hepatectomia parcial. As fêmeas foram sacrificadas com quatro ou oito 



 

 

semanas pós-lesão e células fetais foram detectadas em maior proporção no fígado lesado por 

CCl4 após oito semanas. E também detectadas por imunofluorescência. Estes resultados 

sugerem que estas células podem participar no processo de reparo tecidual 

(KHOSROTEHRANI et al., 2007).  

Durante a gestação de camundongos, células fetais podem ser recrutadas em áreas de 

inflamação no organismo materno além de participar na formação do endotélio de vasos 

sanguíneos. A utilização de técnicas sensíveis como PCR em tempo real demonstrou em um 

estudo que células fetais são detectadas em quantidades elevadas nos tecidos inflamados de 

fêmeas gestantes comparadas com tecidos sadios, onde ocasionalmente estas células também 

podem estar presentes. A localização e a morfologia destas células foram determinadas por 

hibridização in situ (FISH) com sondas específicas para o cromossomo Y e 

imunofluorescência com anticorpos anti-GFP. Ambas as técnicas demonstraram que células 

fetais podem colonizar áreas de infiltrado inflamatório ou paredes do vaso sangüíneo (HUU et 

al.,2007). 

A capacidade das células fetais em atravessar a barreira hematoencefálica foi estudada 

por Tan e colaboradores (2005). Estes autores demonstraram que as células fetais podem 

entrar na circulação materna e no cérebro, e quando este é lesado, essas células 

preferencialmente migram para a região lesionada e algumas destas células podem expressar 

marcadores imunoistoquímicos característicos de células nervosas. 

O estudo do microquimerismo fetal em modelos experimentais de doenças infecciosas 

não foi realizado até o momento, e o papel destas células em tecidos lesados por patógenos 

constitui uma poderosa ferramenta no estudo destas células. 

 

1.6 MODELO MURINO DA INFECÇÃO POR T. CRUZI 



 

 

A doença de Chagas, também conhecida como tripanossomíase americana, é uma 

zoonose causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi (POWELL & WASSOM, 1993). Em 

termos de saúde pública, e impacto econômico, a doença de Chagas é a doença parasitária 

mais importante na América Latina (MILES, FELICIANGELI & ARIAS, 2003), afetando 

cerca de 16 a 18 milhões de pessoas no mundo  e estima-se que cerca de 25% esteja sob o 

risco de adquirir a doença (WHO, 2005). 

O camundongo tem sido o modelo experimental mais utilizado em estudos dos 

mecanismos patológicos da doença de Chagas. No modelo murino o desenvolvimento da 

doença é influenciado pelo background genético do hospedeiro e pela cepa do parasito. O 

modelo murino permite o controle de fatores ambientais como status do parasito, dose e rota 

de infecção (FORTIN et al., 2001). 

O estudo sistemático realizado em diferentes linhagens de camundongos infectados pelo 

T. cruzi demonstrou a presença de lesões inflamatórias e degenerativas no músculo cardíaco 

bem semelhante aquelas encontradas na doença humana (ANDRADE, 2000). Desta forma, 

este estudo tem como objetivo investigar a presença de células fetais e sua possível 

contribuição no reparo de lesões de coração e músculo esquelético de fêmeas de 

camundongos paridas infectadas por T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2 OBJETIVOS 

 

2. 1 OBJETIVO GERAL: 

Investigar a presença de células fetais no coração e no músculo esquelético e sua 

possível contribuição no reparo de lesões desses órgãos em fêmeas de camundongos paridas 

infectadas por Trypanosoma cruzi. 

  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

• Avaliar a presença de células fetais fluorescentes circulantes no organismo materno 

por citometria de fluxo; 

• Detectar a presença de células fetais fluorescentes no miocárdio, fígado e músculo 

esquelético das fêmeas infectadas após a gestação por T. cruzi; 

• Avaliar a parasitemia, a intensidade da miocardite e o grau de fibrose no coração e 

músculo esquelético na infecção aguda por T. cruzi em fêmeas paridas; comparando 

com o que ocorre em fêmeas virgens. 

• Quantificar a presença de DNA fetal pela metodologia de PCR em tempo real no 

coração e músculo esquelético de fêmeas paridas, sadias e infectadas por T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

As circulações materna e fetal são separadas pelas vilosidades trofoblásticas da 

placenta. Entretanto, a passagem transplacentária de um pequeno número de células fetais 

nucleadas, incluindo células-tronco, é um fenômeno comum, denominado microquimerismo 

que às vezes resulta na persistência dessas células fetais no organismo materno ou vice-versa. 

Alguns trabalhos têm demonstrado que as células que entram na circulação materna são de 

origem hematopoiética, como eritrócitos, linfócitos e células-tronco. Estudos recentes 

demonstraram a presença de células fetais de cariótipo macho em 30-50% de mulheres 

saudáveis que tiveram fetos machos na primeira gravidez. 

O potencial das células-tronco fetais no reparo de tecidos maternos lesados tem sido 

avaliado em modelos experimentais utilizando fêmeas de camundongos gestantes submetidas 

a lesões em diversos órgãos, tais como rim, fígado e cérebro. Células fetais foram detectadas 

nestes órgãos, inclusive no cérebro, demonstrando a sua capacidade de atravessar a barreira 

hematoencefálica. O estudo do microquimerismo fetal em modelos experimentais de lesão 

tecidual por patógenos, como o T. cruzi ainda não tem sido realizado, o que pode contribuir 

para o melhor esclarecimento do papel destas células no organismo materno. 

O objetivo deste projeto é investigar a presença de células fetais no coração e músculo 

esquelético e sua possível contribuição no reparo de lesões desses órgãos em fêmeas de 

camundongos paridas infectadas por Trypanosoma cruzi. 

 

 

 

 

 



 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ANIMAIS  

Camundongos fêmeas da linhagem C57Bl/6 e machos da linhagem C57Bl/6 

transgênico para proteína verde fluorescente (GFP+) sob a regulação do promotor do gene da 

β-actina de galinha (Okabe et al; 1997) de 3 a 4 meses de vida, foram fornecidos pelo 

Biotério do Instituto de Pesquisas Gonçalo Moniz, Fundação Oswaldo Cruz. Os 

procedimentos experimentais utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais (CEUA, CPqGM-Fiocruz). 

 

4.2 ACASALAMENTO 

Camundongos machos GFP+ foram acasalados com fêmeas C57Bl/6 virgens. Cada 

macho permaneceu durante 72 horas em uma gaiola com duas fêmeas (acasalamento 2:1). A 

cópula foi confirmada através da presença de tampão no período de 24 a 48 horas após o 

acasalamento. A gestação foi confirmada 15 dias após o acasalamento, através da avaliação 

do aumento da região abdominal, sendo as fêmeas não gestantes excluídas do estudo. 

 

4.3 COLETA DE SANGUE 

Uma semana pós-parto foi realizada a coleta de amostras de sangue de cada fêmea 

parida. As fêmeas foram anestesiadas pela via inalatória, com gazes embebidas em halotano 

(TANOHALO, Cristália, SP). Após a anestesia as fêmeas foram mantidas em decúbito lateral 

para coleta de 400 µL de sangue pelo plexo orbital, com auxílio de pipeta Pasteur. O material 

foi acondicionado em microtubo com 100 µL de solução ácida de etilenodiaminotetra cético a 

1% (EDTA; SIGMA-ALDRICH, EUA). A coleta de sangue de fêmeas virgens GFP- e GFP+ 

foi também realizada para utilização como controle negativo e positivo, respectivamente, nas 



 

 

análises de células fetais GFP+ por citometria de fluxo. A identificação de filhotes GFP+ foi 

realizada quinze dias após o parto, e as fêmeas que não tiverem filhotes GFP+ foram excluídas 

dos estudos posteriores. 

  

4.4 QUANTIFICAÇÃO  DE FILHOTES GFP+ 

Após o parto foi contado o número de filhotes por ninhada. No 15º dia foi coletada uma 

gota de sangue da cauda dos filhotes, para montagem em lâmina histológica e visualização do 

material em microscópio de epifluorescência para detecção dos filhotes GFP+ e GFP-. A 

ocorrência de canibalismo, óbito da ninhada ou ausência de fetos fluorescentes foram critérios 

de exclusão de algumas fêmeas do estudo.  

 

4.5 OBTENÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEARES E ANÁLISE POR 

CITOMETRIA DE FLUXO 

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas por centrifugação do 

sangue, diluído 1:2 em salina, em solução de Ficoll (1:2 das concentrações 1117 e 1119; 

Histopaque, SIGMA). O anel contendo as células mononucleares foi coletado e lavado por 

centrifugação a 10.58 xg, por 10 minutos a 10º C. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

desprezado e o sedimento ressuspendido em 1% de paraformaldeído (PFA, VETEC, Química 

fina LTDA, SP) para posterior leitura no citômetro de fluxo (Becton Dickinson, 

Immunocytometry Systems).  

Para a aquisição de eventos, inicialmente foi realizada a análise de células 

mononucleares de fêmeas GFP- e GFP+. Na análise foram adquiridos de 50.000 a 100.000 

eventos por amostra e a porcentagem de células positivas fluorescentes foi calculada 

utilizando o software CELLQuest (versão 3.1F,  BDIS). 

 



 

 

4.6 INFECÇÃO POR T. cruzi 

Tripomastigotas de T. cruzi, da cepa Colombiana (FEDERICI et al., 1964), foram 

obtidos a partir da infecção de cultura de células epiteliais LLCMK2. Os parasitos foram 

contados segundo método descrito por Melo e Brener (1978) e a concentração de parasitos foi 

ajustada para 100 ou 1000 tripomastigotas/0,1 mL, utilizando como diluente salina. Cada 

animal recebeu 0,1 mL da solução contendo os parasitos, por via intraperitoneal.  

 

4.7 PARASITEMIA 

A parasitemia foi avaliada por contagem, em microscópio óptico, dos parasitos 

presentes em 50 campos microscópicos aleatórios (aumento de 400x) em uma lâmina 

contendo 5 µl de sangue periférico obtido da cauda do animal, segundo o método descrito por 

Melo e Brener em 1978. A parasitemia foi avaliada nos dias 15, 21, 25 e 30 pós-infecção.  

4.8 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

1º experimento (infecção com 100 tripomastigotas) 

Grupo I - 12 fêmeas C57Bl/6 

Subgrupo 1A – 4 fêmeas infectadas 1 semana pós-parto. 

Subgupo 1B- 4 fêmeas virgens infectadas.  

Subgrupo 1C - 4 fêmeas paridas não infectadas (foram utilizadas como controle do 

microquimerismo). 

2º experimento (infecção com 1000 tripomastigotas) 

Grupo 2 - 28 fêmeas C57Bl/6. 

Subgrupo 2A – 12 fêmeas infectadas 1 semana pós-parto. 

Subgrupo 2B – 8 fêmeas virgens infectadas. 



 

 

Subgrupo 2C - 8 fêmeas paridas não infectadas (foram utilizadas como controle do 

microquimerismo). 

4.9 DESENHO EXPERIMENTAL 

O desenho experimental dos experimentos 1 e 2 está representado na figura 1. Fêmeas 

GFP- foram acasaladas com machos GFP+. Uma semana pós-parto foram coletadas amostras 

de sangue de cada animal, com posterior separação de células mononucleares para realização 

de citometria; as fêmeas foram infectadas com um inóculo de 100 ou 1000 formas de 

tripomastigotas por animal após uma semana pós-parto. As fêmeas foram sacrificadas após 30 

dias de infecção e, em seguida foram coletados o coração, fígado e músculo esquelético. Parte 

dos tecidos foi submetida a congelamento rápido em nitrogênio liquido para extração de 

DNA, com posterior técnica de PCR em tempo real, os demais fragmentos foram processados 

para análise de imunofluorescência e histopatologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 1 

 

Fig. 1: Desenho experimental utilizado para a investigação do microquimerismo fetal na 

fase aguda da infecção por T. cruzi em fêmeas de camundongos paridas. 

 

 

GFP- ♀ X GFP+ ♂ 

7
o
 dia pós-parto 

Infecção c/ 10
2 
ou 

10
3 
tripomastigotas   

Histologia, Imunofluorescência e PCR 

Citometria 

30 dias pós-infecção 

Sacrifício 

8
o
 dia pós-parto 

 



 

 

4. 10 SACRIFÍCIO DOS ANIMAIS  

1º experimento (infecção com 100 tripomastigotas) 

Trinta dias pós-infecção os animais foram submetidos à técnica de perfusão com 

posterior remoção do coração, fígado e músculo esquelético. Os animais foram 

profundamente anestesiados com 200 µl de tionembutal; uma incisão cirúrgica foi realizada 

com início na região peritonial seguindo até a última costela e durante o processo de abertura 

foi realizado rapidamente um corte no diafragma do animal para garantir a parada respiratória. 

Com a incisão da agulha no ventrículo esquerdo e posterior pique com uma tesoura cirúrgica 

no átrio direito, a bomba de perfusão foi ligada em velocidade média passando 100 mL de 

salina 0,9%, a 4ºC. Após o tempo necessário (em média 5 minutos), a solução de salina foi 

trocada por uma solução de 300 mL de paraformaldeído a 4% que foi passada por 20 minutos. 

Durante todo o procedimento a solução salina e de paraformaldeído foram mantidas no gelo. 

Após o término os órgãos foram desidratados em sacarose a 30% por um período de 12 h e 

em seguida congelados em meio Optimal Cutting Temperature (O.C.T. compound; Tissue 

Tek, Sakura fine tech, Europe) a -70º C para análise por imunofluorescência. 

2º experimento (infecção com 1000 tripomastigotas) 

Trinta dias pós-infecção os animais foram sacrificados em câmara de CO2, com 

posterior remoção dos órgãos (coração, fígado e músculo esquelético). Os órgãos foram 

lavados em solução isotônica de cloreto de sódio a 0,9% e seccionados. Parte dos fragmentos 

foi estocado em microtubos estéreis e submetido a congelamento rápido em nitrogênio líquido 

e estocagem em freezer -80º C para posterior extração de DNA. Os demais fragmentos foram 

fixados em formaldeído a 10% (VETEC, Química fina LTDA, SP) para posterior análise 

histológica. 

 



 

 

4. 11 ANÁLISE MORFOLÓGICA E MORFOMÉTRICA 

Fragmentos de coração, fígado e músculo esquelético fixados em formol 10% foram 

incluídos em parafina e os cortes histológicos foram corados com hematoxilina e eosina 

(H&E), para quantificação do número de células inflamatórias, e com picrossírius, para 

quantificação da área de fibrose. As secções de tecido muscular cardíaco e esquelético foram 

analisadas por morfometria em estudo cego. As células inflamatórias e a área de fibrose foram 

determinadas ao microscópio com auxílio do programa Image Pro Plus versão 4.0 (Media 

Cybernetics Inc. EUA) e integradas por área. O número de ninhos de parasitos também foi 

obtido através de contagem dos mesmos em 100 campos por secção; foram avaliadas de 5 a 

10 secções por coração e músculo esquelético (400x) de cada animal.  

4.12 IMUNOFLUORESCÊNCIA 

Cortes de 5 µm de espessura dos fragmentos congelados em O.C.T do coração, músculo 

esquelético e fígado de fêmeas infectadas com 100 tripomastigotas da cepa Colombiana de T. 

cruzi foram obtidos em um criostato (Leica, CM 1800 - Germany) e colocados em lâminas 

cobertas com poli-L-lisina (SIGMA-ALDRICH, USA). A presença de células fetais GFP+ no 

coração, músculo esquelético e fígado foi avaliada por imunofluorescência indireta. O 

material foi incubado com anticorpos anti-GFP biotinilados (Santa Cruz Biotechnologies, 

USA), seguido por estreptavidina conjugada com Alexa 488 (Molecular Probes) para 

detecção de células GFP+ de origem fetal. Marcações específicas para tecido cardíaco, 

hepático e esquelético também foram realizadas. Os tecidos cardíaco e esquelético foram 

incubados com anticorpos produzidos em coelho anti-miosina esquelética (SIGMA) e 

revelados com anticorpos anti-IgG de coelho conjugados com Alexa Fluor 568 (Molécula 

Probes). O tecido hepático foi marcado com anticorpo policlonal produzido em coelho anti-

albumina (DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Os núcleos foram marcados com 4,6 

dismidino-2-phenylindole (DAPI H-1500, VectaShield Hard, Vector Laboratories, 



 

 

Burlingame, CA). A fluorescência foi analisada pela observação das lâminas em um 

microscópio BX61 utilizando filtros apropriados (Olympus, Tokio, Japan). As imagens foram 

capturadas usando uma câmera SPOT flex (Versão 15.2, 64 Mp, Shifiting Pixel, Diagnostic 

Instruments inc, USA). 

                                                                                                                                                                                                     

 4.13 EXTRAÇÃO DE DNA 

Fêmeas C57Bl/6 infectadas com 1000 tripomastigotas foram sacrificadas em câmara de CO2 e 

cerca de 50% do coração e do músculo esquelético (aproximadamente 125 mg) foi submetido 

a congelamento rápido em nitrogênio líquido para posterior extração de DNA. Esta foi 

realizada com mini-kit QIAamp DNA  (Qiagen, Valencia, CA, EUA). Os fragmentos do 

coração e músculo foram macerados individualmente em graus estéreis, tratados com 20 

mg/mL de proteinase K (INVITROGEN) e tampão de lise, seguido de incubação em banho 

seco sob agitação à temperatura de 56º C por 3 horas. Em seguida o DNA foi precipitado em 

etanol absoluto (SIGMA-ALDRICH, EUA) e coletado em coluna de silica QIAamp Spin. A 

eluição do DNA foi realizada com tampão tris-EDTA (TE) e a quantificação e a determinação 

do grau de pureza do DNA foram feitas por espectofotometria de massa (ND-1000, 

NanoDrop Technologies, EUA). 

4.14 PCR EM TEMPO REAL 

Vinte nanogramas por microlitro do DNA eluído foram utilizados para a análise da expressão 

gênica por reação de PCR em tempo real. A amplificação foi realizada pelo método Taqman 

utilizando sistema de detecção ABI 7700 com o software SDS versão 1.9 (Applied 

Biosystems, Foster) com pré-aquecimento de 10 minutos a 95o C e 50 ciclos de 95o C por 25 

segundos; 60o C e 70o C por 40 segundos. O gene amplificado foi da proteína verde 

fluorescente (GFP) senso: 5’ ACTACAACAGCCACAACGTCTATATCA-3’, antisenso: 5’ 

GGCGGATCTTGAAGTTCACC-3’ e sonda Taqman 5’-FAM 



 

 

CCGACAAGCAGAAGAACGGCATCA-TAMRA-3’, onde FAM é 6-carboxifluoresceína e 

TAMRA é 6-carboxitetrametillrhodamina. O gene GAPDH foi utilizado como controle 

interno do experimento, utilizando primers da Applied Biosystems (ID: Mm99999915g1). 

Todas as amostras foram testadas em triplicatas. As diferenças nas quantidades de DNA do 

transgene gfp foi obtida a partir da comparação relativa entre o controle (fêmeas paridas não 

infectadas) com o experimental (fêmeas paridas infectadas) pelo método de normalização 

∆∆Ct ( Yuan et al., 2006). 

 

4.15 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

As análises estatísticas dos grupos de fêmeas virgens e paridas infectadas foram realizadas 

utilizando os testes t de Student não pareado, one-way ANOVA e teste de Newman Keuls, 

com o auxílio do programa GraphPad Prysm 3. As diferenças foram consideradas 

significantes quando o valor de P foi < 0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

5 RESULTADOS 
 
 

Número de filhotes fluorescentes por mãe C57Bl/6 
 

 
 A determinação do número de filhotes fluorescentes por mães C57Bl/6 foi realizada quinze 

dias pós-parto, através da análise do sangue periférico de cada filhote em microscopia de 

fluorescência. Cada fêmea utilizada no experimento teve, pelo menos, um filhote GFP+. Mães 

que tiveram óbito de ninhadas, ausência de filhotes GFP-  foram excluídas do experimento. A 

tabela 1 e 2 demonstra o número de filhotes GFP+ e GFP- por fêmea C57Bl/6. Fêmeas da 

tabela 1 foram infectadas com 100 tripomastigotas e da tabela 2 com 1000 tripomastigotas da 

cepa Colombiana de T. cruzi no 8º dia pós-parto.  

 

Tabela 1: Número de filhotes GFP+ e GFP – por fêmea C57BL/6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fêmea GFP + GFP - 

1 2 5 

2 2 5 

3 4 3 

4 2 2 



 

 

Tabela 2: Número de filhotes GFP+ e GFP – por fêmea C57BL/6. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fêmea GFP + GFP - 
1 4 0 

2 2 2 

3 2 1 

4 8 0 

5 6 0 

6 8 0 

7 2 2 

8 7 0 

9 5 0 

10 5 3 

11 4 2 

12 8 0 

13 6 2 

14 6 0 

15 4 3 

16 1 2 

17 3 0 

18 3 0 
   



 

 

Presença de células fetais GFP
+
 no sangue materno 

 

Células fetais GFP+ foram detectadas por citometria de fluxo em frações de células 

mononucleares do sangue materno coletado sete dias após o parto de mães C57Bl/6 (n=18). 

Foram analisadas células mononucleares do sangue periférico de fêmeas GFP- (Figura 1A) e 

fêmeas GFP+ (Figura 1B) como controles negativo e positivo, respectivamente. Células fetais 

GFP+ foram detectadas no sangue periférico de três fêmeas do total de 18 fêmeas analisadas 

(Figuras 1C-E). O número de células fetais GFP+ detectadas variou de 0,01% a 0,6%. 

 

 

Figura 1 

 



 

 

 

 

 

Figura 1. Análise de células mononucleares do sangue periférico por citometria de fluxo 

(A) Histograma do sangue periférico de fêmeas de camundongos GFP-. (B) Histograma do 

sangue periférico de fêmeas de camundongos GFP+. A região R1 nos gráficos (C-E) contém a 

população de células fetais GFP+. 
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Parasitemia 

A parasitemia foi analisada durante a fase aguda da infecção pela cepa Colombiana de T. 

cruzi em mães e fêmeas virgens. Como pode ser verificado na figura 2, entre o 15º e 25º dia 

de infecção o grupo de fêmeas virgens apresentaram um aumento de parasitemia, superior ao 

das fêmeas parturientes, porém a diferença não foi estatisticamente significativa. Ambos os 

grupos apresentaram pico de parasitemia no 30º dia de infecção. Não houve mortalidade em 

nenhum dos grupos analisados.  

Figura 2 
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Figura 2. Parasitemia das fêmeas C57Bl/6 virgens e parturientes na fase aguda da 

infecção por T. cruzi. A parasitemia foi avaliada durante a infecção aguda com 1000 

tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi. A contagem em amostras de sangue foi 

realizada em 50 campos aleatórios, em microscópio óptico, no aumento de 400X.  Dados 

representam a mediana de 6 a 8 animais por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Análise histopatológica 

A análise histopatológica no coração (Figura 3) mostrou que a infecção aguda pelo T. cruzi 

determina uma miocardite de diferentes intensidades, difusa, com predomínio de células 

mononucleares nos dois grupos analisados (virgens e mães infectadas). No músculo 

esquelético observou-se uma destruição intensa das fibras musculares e um predomínio de 

células mononucleares no infiltrado inflamatório (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 3 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Análise histológica de secções de tecido cardíaco de fêmeas de camundongos 

C57Bl/6. Fêmeas sadias ou infectadas com 1000 formas de tripomastigotas da cepa 

Colombiana de T. cruzi (30 dias de infecção) foram sacrificadas. A, coração de mãe não-

infectada. B, coração de fêmea virgem infectada. C, coração de mãe infectada. H & E, 

aumento de 600X. 
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Figura 4 

 

 

     

 

   

 

Figura 4. Análise histológica de secções de músculo esquelético de fêmeas de 

camundongos C57Bl/6. Fêmeas sadias ou infectadas com 1000 formas de tripomastigotas da 

cepa Colombiana de T. cruzi (30 dias de infecção) foram sacrificadas. A, músculo esquelético 

de mãe não-infectada. B, músculo esquelético de fêmea virgem infectada. C, músculo 

esquelético de mãe infectada. H & E, aumento de 600X. 
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A análise morfométrica do infiltrado inflamatório no coração de mães infectadas e virgens 

infectadas não demonstrou diferença com significância estatística (Figura 5A). No entanto, na 

análise do músculo esquelético observou-se um aumento significativo do infiltrado no grupo 

de virgens infectadas comparadas com mães infectadas (Figura 5B). O número de ninhos de 

parasitos no coração e no músculo esquelético de mães infectadas foi maior comparado com o 

grupo de virgens infectadas, demonstrando uma significância estatística no coração e músculo 

esquelético (Figuras 6A e B). 
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Figura 5. Quantificação do infiltrado inflamatório em secções de coração (A) e músculo 

esquelético (B) de fêmeas C57Bl/6. Fêmeas sadias ou infectadas com 1000  tripomastigotas 

da cepa Colombiana de T. cruzi (30 dias de infecção) foram sacrificadas. Secções de corações 

coradas com H&E foram avaliadas para contagem do número de células inflamatórias por 

morfometria, conforme descrito nos Materiais e métodos. MN, Mãe não-infectada. MI, Mãe 

infectada. VI, Virgem infectada. Os dados representam à média ±  SEM de 6-12 animais por 

grupo. * P < 0.001. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Figura 6 
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Figura 6. Quantificação do número de ninhos de amastigotas em secções de coração (A) 

e músculo esquelético (B) de fêmeas C57Bl/6. Fêmeas sadias ou infectadas com 1000 

formas de tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi (30 dias de infecção) foram 

sacrificadas. Secções de corações coradas com H&E foram avaliadas para contagem do 

número de ninhos de amastigotas ao microscópio óptico. MN, Mãe não-infectada. MI, Mãe 

infectada. VI, Virgem infectada. Os dados representam a média ± SEM de 6-12 animais por 

grupo. * P < 0.05. 

 

 

A análise histopatólogica da fibrose em cortes histológicos de miocárdio e músculo 

esquelético das fêmeas C57Bl/6 corados com picrosírius vermelho mostrou que a infecção 

aguda pelo T. cruzi determina a deposição de colágeno nas áreas necrosadas, em substituição 

às fibras musculares destruídas (Figuras 7 e 8).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 7 

 

 

 

 

 

Figura 7. Análise de fibrose em secções de tecido cardíaco de fêmeas C57Bl/6. Fêmeas 

sadias ou infectadas com 1000 formas de tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi (30 

dias de infecção) foram sacrificadas. A, músculo esquelético de mãe não-infectada. B, 

músculo esquelético de fêmea virgem infectada. C, músculo esquelético de mãe infectada. 

Picrosirius em vermelho, aumento de 600X. 
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Figura 8 

 

 

 

 

 

Figura 8. Análise de fibrose em secções de músculo esquelético de fêmeas C57Bl/6. 

Fêmeas sadias ou infectadas com 1000 formas de tripomastigotas da cepa Colombiana de T. 

cruzi (30 dias de infecção) foram sacrificadas. A, músculo esquelético de mãe não-infectada. 

B, músculo esquelético de fêmea virgem infectada. C, músculo esquelético de mãe infectada. 

Picrosirius em vermelho, aumento de 600X. 
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A análise morfométrica no coração e no músculo esquelético de fêmeas C57Bl/6, para 

verificar se ocorre diferença na deposição de colágeno em mães e fêmeas virgens infectadas, 

demonstrou que a fibrose foi mais intensa no coração de mães infectadas comparadas com 

mães sadias e virgens infectadas (Figura 9A). No músculo esquelético ocorreu uma inversão, 

o grupo de fêmeas virgens infectadas apresentou fibrose mais elevada em comparação com o 

grupo de mães infectadas (Figura 9B). 
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Figura 9. Quantificação da fibrose no miocárdio e no músculo esquelético de fêmeas 

C57BL/6. Fêmeas sadias ou infectadas com 1000 formas de tripomastigotas da cepa 

Colombiana de T. cruzi (30 dias de infecção) foram sacrificadas. Secções de corações coradas 

com picrosírius vermelho foram avaliadas para contagem do número de células inflamatórias 

por morfometria, conforme descrito nos Materiais e métodos. MN, Mãe não-infectada. MI, 

Mãe infectada. VI, Virgem infectada. Os dados representam a média ± SEM de 6-12 animais 

por grupo. * P < 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Presença de células fetais GFP
+
 no coração, fígado e músculo esquelético 

 

Cortes de 5 µm do coração, músculo esquelético e fígado foram preparados e 

marcados com anticorpos anti-GFP para detecção de células fetais GFP+. Foram encontradas 

células fetais GFP+ no coração, músculo esquelético e fígado de mães após 30 dias de 

infecção por T. cruzi (Figuras 10-12).  

De quatro fêmeas infectadas uma semana pós-parto com 100 tripomastigotas de T. 

cruzi foram encontradas poucas células fetais GFP+ (no máximo 2-3 células por campo, em 

aumento de 400x) no coração e fígado, em apenas duas fêmeas paridas. Já no músculo 

esquelético, células fetais GFP+ foram encontradas em maior número (de 2-6 células por 

campo, em aumento de 400x) em todas as fêmeas infectadas analisadas. Nenhuma célula 

GFP+ foi encontrada em secções de coração, músculo esquelético e fígado de fêmeas sadias 

que tiveram filhotes GFP+. 

Para investigar uma possível diferenciação destas células nos tecidos avaliados, foi 

realizada análise de dupla-fluorescência com anticorpos específicos para marcação de células 

de músculo estriado (miosina de músculo esquelético) ou de hepatócitos (albumina). Células 

fetais GFP+ expressaram miosina no coração e no músculo esquelético (Figuras 10B e C, 12B 

e D), indicando uma possível diferenciação destas células em cardiomiócitos e células de 

músculo esquelético. Já no fígado, não foram encontradas células GFP+ marcadas para 

albumina (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 10 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Microquimerismo fetal no coração de fêmeas C57Bl/6 infectadas por T. cruzi. 

Fêmeas paridas foram infectadas com 100 tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi e 

sacrificadas no 30º dia pós-infecção. Secções de corações foram marcadas com anti-GFP 

(verde), anti-miosina (vermelho) e com DAPI (azul) para visualização dos núcleos. As setas 

indicam células fetais GFP+. Aumento de 400X. 
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Figura 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Microquimerismo fetal no fígado de fêmeas C57Bl/6 infectadas pela cepa 

Colombiana de T. cruzi. Fêmeas paridas foram infectadas com 100 tripomastigotas da cepa 

Colombiana de T. cruzi e sacrificadas no 30º dia pós-infecção. Secções de fígados foram 

marcadas com anti-GFP (verde), anti-albumina (vermelho) e com DAPI (azul) para 

visualização dos núcleos. As setas indicam células fetais GFP+. Aumento de 400X. 
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Figura 12 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Microquimerismo fetal no músculo esquelético de fêmeas C57BL/6 

infectadas pela cepa Colombiana de T. cruzi. Fêmeas paridas foram infectadas com 100 

tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi e sacrificadas no 30º dia pós-infecção. 

Secções de músculo esquelético foram marcadas com anti-GFP (verde), anti-miosina 

(vermelho; B e D) e com DAPI (azul) para visualização dos núcleos. As setas indicam células 

fetais GFP+. Aumento de 400X. 
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Quantificação do transgene gfp no coração e no músculo esquelético 

 

A presença do transgene gfp foi analisada em amostras de coração e de músculo esquelético 

de mães C57Bl/6 sadias ou infectadas com 1000 tripomastigotas de T. cruzi. A análise por 

PCR em tempo real baseou-se na quantificação relativa da presença do transgene gfp dessas 

fêmeas após a normalização pelo gene constitutivo GAPDH. Pela análise por PCR em tempo 

real, detectou-se a presença de gfp no coração e no músculo esquelético de mães sadias, 

embora em quantidades menores do que as quantidades de gfp em ambos os tecidos de mães 

infectadas por T. cruzi (Figura 13). As quantidades de gfp no coração foram, em média, cerca 

de três vezes maior do que no músculo esquelético, em mães infectadas (Figura 14). 

 

Figura 13 

 

13: Níveis de gfp no músculo esquelético e coração de fêmeas C57BL/6 sadias ou 

infectadas por T. cruzi. Amostras de coração e músculo esquelético de fêmeas C57Bl/6 

sadias ou infectadas com a cepa Colombiana de T. cruzi foram utilizadas para quantificação 

da presença do transgene gfp 30 dias após a infecção. A quantificação relativa baseou-se na 

comparação entre o percentual de gfp no coração e no músculo esquelético de fêmeas sadias 

ou infectadas, após a normalização dos mesmos em relação ao número de cópias do gene 

constitutivo GAPDH em cada um dos sistemas, independentemente. A, músculo esquelético; 

B, coração. Cada experimento foi realizado em triplicata em amostras obtidas de 7 animais 

por grupo. A  
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Figura 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Comparação da presença do transgene gfp no coração e músculo esquelético 

em fêmeas C57BL/6 infectadas por T. cruzi. Amostras de coração e músculo esquelético de 

fêmeas C57Bl/6 infectadas com a cepa Colombiana de T. cruzi foram utilizadas para a análise 

da presença do transgene gfp 30 dias após a infecção. Realizou-se a extração de DNA seguida 

de amplificação pela metodologia de PCR em tempo real Cada experimento foi realizado em 

triplicata em amostras obtidas de 7 animais por grupo. * P = 0.0197 (teste t de Student).   
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6 DISCUSSÃO 
 

A utilização de modelos experimentais constitui a principal ferramenta na análise de 

células fetais presentes no organismo materno, visto a dificuldade na obtenção de amostras 

em seres humanos. Trabalhos utilizando modelos experimentais de lesão em diversos órgãos 

como: fígado, (KHOSROTEHRANI et al., 2007), cérebro (TAN et al., 2005), glândula da 

tireóide (IMAIZUMI et al., 2005) e rim (WANG et al., 2004) vêm sendo realizados na 

tentativa de explicar o potencial de reparo destas células em lesões em tecidos de fêmeas 

paridas. Até o momento nenhum trabalho experimental em modelos de doenças infecciosas ou 

de lesões musculares foi realizado. Neste estudo foram avaliados, pela primeira vez, a 

presença e o potencial de reparo tecidual de células fetais no coração e no músculo 

esquelético, utilizando o modelo de infecção pela cepa Colombiana de T. cruzi em fêmeas 

paridas de camundongos. 

Neste trabalho foi demonstrada a presença de células fetais GFP+ na circulação materna 

de camundongos C57Bl/6, uma semana após o parto. Resultados semelhantes foram obtidos 

em trabalhos utilizando fêmeas de camundongos da mesma linhagem (TAN et al., 2005); em 

ratas Sprague-Dawley células fetais GFP+ foram também detectadas na circulação e também 

na medula óssea (WANG et al., 2000). No nosso estudo, foram encontradas células fetais 

circulantes em apenas 17% das fêmeas analisadas, embora todas tivessem filhotes GFP+. 

Neste trabalho o microquimerismo fetal foi investigado no coração e músculo 

esquelético, visto que a infecção pela cepa Colombiana de T. cruzi apresenta um miotropismo 

em camundongos; e na infecção aguda determina extensas lesões de fibras musculares 

esqueléticas, intenso infiltrado inflamatório, com lesões proeminentes no miocárdio 

(ANDRADE, 2000). Em nosso estudo, células fetais GFP+ foram encontradas no coração, no 

músculo esquelético e no fígado de fêmeas paridas C57Bl/6  30 dias pós-infecção com 100 

tripomastigotas da cepa Colombiana. Este primeiro experimento teve como objetivo 



 

 

investigar a presença de células fetais no miocárdio e no músculo esquelético no modelo de 

infecção por T. cruzi. Células fetais GFP+ foram encontradas nestes dois tecidos, e algumas 

destas células co-expressaram miosina, o que sugere uma diferenciação destas células em 

cardiomiócitos e células de músculo esquelético nos tecidos residentes.  

Neste primeiro experimento a investigação de células fetais no fígado foi também 

realizada, visto que a infecção aguda pela cepa Colombiana de T. cruzi também acomete esse 

órgão (Camandaroba et al., 2006) elevando os níveis de enzimas hepáticas e produzindo uma 

vasculite extensa (Bouzahzah et al., 2006). No fígado detectamos células fetais GFP+, mas 

estas não expressaram albumina. Não foram encontradas células fetais GFP+ em secções de 

coração, fígado e músculo esquelético de fêmeas sadias que tiveram filhotes GFP+. Estes 

achados não descartam a possibilidade de células fetais GFP+ estarem presentes nos tecidos de 

mães sadias, visto que a técnica de imunofluorescência não é a mais sensível na investigação 

do microquimerismo fetal (KHOSROTEHRANI et al., 2005). 

No trabalho realizado por Wang e colaboradores (2004) células fetais GFP+ expressando 

albumina foram encontradas no fígado de fêmeas de ratos paridas com lesão hepática induzida 

por ingestão diária de etanol. Já na investigação destas células no fígado em um modelo de 

lesão hepática por tetracloreto de carbono em fêmeas C57Bl/6, células fetais GFP+ foram 

detectadas no fígado, sendo mononucleares, algumas dispostas em agregados, mas sem 

expressão de albumina (KHOSROTEHRANI et al., 2007).  

Khosrotehrani e colaboradores (2005) encontraram células fetais GFP+ no coração, 

fígado, rim e em maior proporção no pulmão de fêmeas sadias que tiveram filhotes GFP+, em 

diferentes estágios da gestação, demonstrando que estas células também residem em órgãos 

não lesionados. Ainda neste trabalho, os autores demonstraram que o intervalo de parto 

influencia a quantidade de células fetais GFP+, encontradas nos tecidos por PCR em tempo 



 

 

real e, uma semana pós-parto, as células fetais GFP+ são detectadas em apenas 4% dor órgãos 

sadios avaliados. 

Nossos dados estão de acordo com trabalhos prévios que demonstraram a presença de 

células fetais GFP+ no fígado e rim no modelo de lesão hepática e renal por tetracloreto de 

carbono e gentamicina em ratos e camundongos fêmeas (WANG et al., 2004; 

KHOSROTEHRANI et al., 2007). Huu e colaboradores (2007) encontraram um elevado 

número de células fetais GFP+ em orelhas de fêmeas murinas gestantes hipersensibilizadas 

com oxazolona pelas técnicas de imunofluorescência, hibridização in situ e PCR em tempo 

real. Em contrapartida, poucas células fetais GFP+ foram observadas em orelhas controle, e na 

dupla marcação para CD31 e GFP foi demonstrado que as células fetais se organizam 

principalmente em torno dos vasos sanguíneos maternos e expressam marcadores 

característicos de vasos em tecidos inflamados de fêmeas murinas com fetos GFP+, denotando 

a participação de células progenitoras endoteliais na angiogênese materna. 

No segundo momento deste estudo, fêmeas C57Bl/6 virgens e paridas foram desafiadas 

com um inóculo de 1000 tripomastigotas, com sacrifício após 30 dias, a fim de intensificar o 

modelo de lesão no miocárdio e músculo esquelético e comparar possíveis diferenças de 

lesões nestes órgãos na fase aguda entre os dois grupos.  

Níveis parasitêmicos mais altos entre 15º e o 25º dia de infecção foram observados no 

grupo de virgens infectadas, porém a diferença não foi estatisticamente significante 

comparada com o grupo de mães infectadas. Ambos os grupos atingiram o mesmo pico de 

infecção no 30º dia. Embora a infecção deste segundo experimento fosse utilizando um 

inóculo mais alto, nenhum óbito ocorreu nos grupos analisados. A resistência à infecção pela 

cepa Colombiana de T. cruzi neste modelo experimental está associada ao background 

genético C57Bl/6, linhagem que constitui um modelo clássico de resistência na infecção por T. 

cruzi, e também pela influência dos hormônios femininos estrógeno e progesterona, que são 



 

 

responsáveis pela menor susceptibilidade das fêmeas na infecção por T. cruzi. A aplicação de 

estrógeno, progesterona ou ambos resulta em baixos níveis de parasitemia em fêmeas 

ovariectomizadas comparadas com fêmeas intactas (ROBERT & ALEXANDER, 1998; 

SCHUURS & HAM, 1990). 

De acordo com os achados histológicos, a infecção aguda por T. cruzi determinou uma 

miocardite de diferentes intensidades com destruição massiva das fibras musculares e com o 

predomínio de infiltrado de células mononucleares, observado nas secções de coração e 

músculo esquelético de mães e virgens infectadas. Estes achados são característicos da 

infecção por cepa Colombiana de T. cruzi.  

Na análise morfométrica de secções do coração e de músculo esquelético foi observado 

um aumento significativo do infiltrado inflamatório em músculo esquelético no grupo de 

fêmeas virgens infectadas quando comparadas com mães infectadas, porém somente estes 

resultados não sustentam a participação de células fetais no remodelamento do músculo 

esquelético, das mães diminuindo desta forma o grau de inflamação. Comparando o número 

de ninhos de parasitas no coração e músculo esquelético foi demonstrado um maior número 

de ninhos no grupo de mães infectadas comparadas com virgens infectadas,  

A análise morfométrica no coração e no músculo esquelético para verificar se ocorreu 

diferença na deposição de colágeno entre os grupos analisados demonstrou que a fibrose foi 

mais intensa no coração de mães infectadas quando comparadas com virgens infectadas; 

ocorrendo uma inversão na análise do músculo esquelético, no qual fêmeas virgens infectadas 

apresentaram fibrose mais elevada em comparação com o grupo de mães infectadas. No 

entanto, no 30º dia de infecção ainda há pouca deposição de fibrose em ambos os grupos 

infectados, pois o processo é acentuado após o controle da parasitemia e conseqüente 

diminuição da inflamação na fase aguda.   



 

 

A análise da presença do transgene gfp no coração e no músculo esquelético por PCR 

em tempo real demonstrou um aumento significativo da presença do transgene gfp nestes dois 

órgãos de fêmeas infectadas, comparadas com fêmeas sadias. Isso reflete que possivelmente 

ocorre uma maior migração destas células para áreas de lesão ou uma maior proliferação das 

mesmas nessas áreas. Embora não tenham sido detectadas células fetais GFP+ em nenhum dos 

órgãos analisados por imunofluorescência em mães sadias com fetos GFP+, a presença do 

transgene gfp de origem fetal foi detectada no coração e músculo esquelético neste grupo por 

PCR em tempo real, indicando uma maior sensibilidade desta técnica na investigação do 

microquimerismo fetal.  

Comparando a presença de gfp de origem fetal no coração e músculo esquelético de 

mães infectadas, foi observado um aumento em média de até três vezes do transgene gfp no 

coração em relação ao músculo esquelético. A fluorescência em tecidos congelados de 

camundongos transgênicos para GFP+ é muito intensa no coração e no músculo esquelético, 

enquanto que, em alguns tipos celulares, tais como neurônios do córtex cerebral, células da 

glia, células mesangiais glomerulares e células das ilhotas pancreáticas, a fluorescência é 

baixa ou até mesmo ausente (BIANKIN et al., 2007). Isso sugere que a visualização de 

células GFP+ no coração e no músculo esquelético, que tenham se diferenciado em células 

musculares, deva ser intensa e de fácil observação ao microscópio de fluorescência. A 

detecção, por PCR em tempo real, do transgene gfp de origem fetal em tecidos lesados 

comparados com tecidos sadios tem sido relatada por diversos autores (TAN et al., 2005; 

KHOSROTEHRANI et al., 2007; HUU et al., 2007), demonstrando que células fetais, 

provavelmente células-tronco ou progenitoras, são atraídas para áreas de lesão.   

Fujiki e colaboradores (2008) comparando a quantificação da proteína verde 

fluorescente em duas linhagens transgênicas de camundongos C57Bl/6 EGFP+ e C57Bl/6 

ROSA 26 EGFP+ pela técnica de citometria de fluxo e PCR em tempo real demonstraram que 



 

 

a técnica de PCR em tempo real é mais sensível na detecção do transgene em animais 

C57Bl/6 EGFP comparando com camundongos C57Bl/6 ROSA 26 EGFP+. Na análise 

comparativa na expressão da proteína GFP em diversos tecidos de camundongos GFP+ sob o 

controle do promotor de beta actina (CBA) e de camundongos GFP+ sob o controle da 

ubiquitina humana (UBC), a expressão de GFP é bastante variável nos tecidos analisados, 

animais CBA apresentam alta variação na expressão de GFP no fígado, rim e intestino, 

enquanto que animais UBC expressam fracamente a proteína GFP em órgãos sólidos e sendo 

essa expressão variável no sangue (Swenson et al., 2007). 

 

A associação de diversas técnicas, como citometria de fluxo, imunofluorescência, PCR 

em tempo real e hibridização in situ, potencializa as chances de elucidação do possível papel 

de células fetais no organismo materno. Estudos subseqüentes devem ser realizados no 

modelo experimental da infecção por T. cruzi, na tentativa de detectar células fetais e sua 

associação com lesões teciduais nos diversos tecidos lesados. O melhor entendimento dos 

fatores que promovem os processos de migração e de reparo tecidual pelas células fetais 

poderá contribuir para o desenvolvimento de novas terapias regenerativas. 

 

 

 

 
 
 

 

 

 
 

 



 

 

7 SUMÁRIO DE RESULTADOS 

 

1. Células fetais GFP+ podem ser detectadas na circulação de fêmeas C57Bl/6 uma 

semana pós-parto; 

2. O microquimerismo fetal está presente no coração, fígado e músculo esquelético de 

fêmeas paridas de camundongos na fase aguda da infecção por T. cruzi; 

3. Células fetais GFP+ expressam marcador característico de células de músculo estriado 

no coração e músculo esquelético nos tecidos residentes; 

4. A presença do transgene gfp de origem fetal é aumentada pela infecção por T. cruzi no 

coração e no músculo esquelético, em comparação com fêmeas sadias; 

5. A presença do transgene gfp de origem fetal foi mais elevada no coração que no 

músculo esquelético na fase aguda da infecção por T. cruzi; 

6. Os nossos resultados demonstram que células fetais podem contribuir para o reparo 

tecidual do coração e músculo esquelético, pelo menos no modelo de infecção aguda 

por T. cruzi. 
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