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RESUMO 
 

 

A doença de Chagas é caracterizada por apresentar duas fases com curso 
clínico bastante variável. Na fase aguda ocorre uma intensa miocardite, sendo 
o parasita facilmente detectado no sangue periférico e nos tecidos. A fase 
crônica cardíaca é caracterizada por uma cardiopatia, com intensa destruição 
das fibras cardíacas, presença de áreas de fibrose e escassos parasitas. Os 
mecanismos envolvidos na patogenia dessa miocardite ainda não são muito 
claros. Acredita-se que as células reguladoras e as células dendríticas estejam 
envolvidas nesse processo. Para compreender os mecanismos envolvidos, na 
resposta inflamatória à infecção pelo T. cruzi, resolvemos investigar a 
participação das células dendríticas, das células reguladoras e o perfil dos 
linfócitos T CD4+ e CD8+, utilizando duas linhagens de camundongos 
isogênicos, que apresentam diferentes graus de susceptibilidade a infecção. 
Em nossos resultados constatamos que os camundongos DBA/1 apresentaram 
maior sobrevida à fase aguda (90%), mesmo tratando os camundongos A 
(70%) com benzonidazol por três dias consecutivos, com o intuito de diminuir a 
carga parasitária prevenindo a alta mortalidade. A resistência dos DBA/1 e a 
susceptibilidade dos A, a infecção pelo T. cruzi, estaria relacionada ao perfil da 
resposta inflamatória e regulatória desenvolvida no decorrer da doença. 
Observamos que os camundongos DBA/1 possuem mais células dendríticas 
ativadas no baço e coração e mais células T CD4+CD25hi do que os 
camundongos da linhagem A. Essa diferença do perfil de resposta pode estar 
provocando uma maior expansão e diferenciação dos linfócitos T CD4+ pelas 
células dendríticas, levando ao controle da carga parasitaria.  

 
 
 
 
 
Palavras chave: doença de Chagas, células dendríticas, Treg 
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ABSTRACT 
 

 
 
Chagas’diseasse, due to Trypanosoma cruzi infection is characterized  by the 
development  of two phases with a variable clinical course. During the acute 
phase there occurs a severe myocarditis with the parasite being easily detected 
in peripheral blood and tissues. The chronic cardiac phase is characterized  as 
a chronic cardiopathy, when severe destruction of cardiac myocells and fibrosis  
are present and parasites are rare.  The mechanisms involved in the 
pathogenesis of this myocarditis are somewhat obscure. It is believed that 
regulatory and dendritic cells play a role in this process. In an attempt to clarify 
the mechanisms involved in the inflammatory response to infection with T. cruzi  
we decided to investigate the participation of dendritic and regulatory cells and  
of TCD4 and TCD8 lymphocytes, using two strains of isogenic mice , which  
exhibit different degrees of susceptibility  to infection. Our results have shown 
that the DBA/1 mice presented a higher survival (90%) in the acute phase than 
the A mice (70%), even when these were treated with Benznidazole for three 
consecutive days, with the objective of to reduce the parasitemia and the high 
mortality. Resistance of DBA/1 mice and susceptibility of A mice could be 
related to the evolution of the  inflammatory and regulatory responses, during  
the infection. It was seen that DBA/1 mice  disclosed a higher number of 
activated dendritic cells in the spleen and heart and a higher number of T 
CD4+CD25hi  than the mice of A strain. This differences of the response could 
be  influencing  in the TCD4 differentiation  and on the control of parasitic load.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Keys words: Chagas disease, dendritic cells, Treg. 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

1.1 - Histórico 

A doença de Chagas foi descoberta em 1909 quando Carlos Chagas 

investigava um surto de Malaria entre operários que trabalhavam na construção 

da estrada de ferro Central do Brasil, na região Norte de Minas Gerais.  

Comunicado pela população local da existência de insetos hematófagos, 

popularmente conhecidos como “Barbeiro”, os quais eram constantemente 

vistos nas proximidades das residências, Chagas resolveu investigar se esses 

insetos eram capazes de transmitir algum tipo de doenças para a população. 

Enviou alguns exemplares para o Rio de Janeiro, para que fossem alimentados 

em Callithrix penicillata livres de infecção (Chagas, 1909). 

Passados os dias, examinando os animais, Oswaldo Cruz observou a presença 

de protozoários flagelados no sangue periférico, com sua morfologia 

inteiramente diferente de qualquer espécie conhecida do gênero Trypanosoma. 

Carlos Chagas resolveu então examinar os habitantes das casas infestadas 

pelos “barbeiros”, notando a presença de um gato infectado e posteriormente 

uma criança febril, que apresentava formas do parasita circulando na corrente 

sanguínea (CHAGAS; 1909). Depois de diversos estudos, Chagas classificou o 

protozoário como Trypanosoma cruzi em homenagem ao seu mestre Dr. 

Oswaldo Cruz (Chagas, 1909). 
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1.2 - O Trypanosoma cruzi 

O T. cruzi é um protozoário flagelado encontrado tanto no sangue como nos 

tecidos dos seus hospedeiros. Pertence ao reino Protista e sub-reino Protozoa. 

Está incluído no filo Sarcomastigophora, na classe Kinetoplastidea e ordem 

Kinetoplastida, por possuir uma única mitocôndria, apresentando no 

cinetoplasto o kDNA, com minicírculos e maxicírculos. Pertence à família 

Trypanosomatidae, ao gênero Trypanosoma e ao subgênero Schizotrypanum, 

sendo o parasita da espécie Trypanosoma cruzi, tendo como hospedeiro 

invertebrado, numerosas espécies de hemíptera hematófagos da família 

Reduviidae (DE SOUZA, 2000) 

A transmissão aos vertebrados ocorre no momento em que o triatomineo 

infectado faz o repasto sanguíneo, eliminando fezes com formas 

tripomastigotas metacíclicas. Ao coçar o local da picada, os parasitas penetram 

através da pele, caindo na corrente sanguínea, onde irão infectar as células 

teciduais, principalmente musculares e macrófagos. No interior destas células, 

o parasito adquire a forma amastigota (arredondada), iniciando a sua 

multiplicação por divisão binária. 

Os parasitas apresentam diferentes formas, durante o curso da infecção. 

Dependendo da cepa, podem predominar formas delgadas, formas largas e às 

vezes muito largas (BRENER & CHIARI, 1963). As formas largas são mais 

resistentes ao sistema imunológico do hospedeiro e permanecem por mais 

tempo no sangue periférico, enquanto as formas delgadas penetram 

rapidamente nos tecidos e são mais susceptíveis (BRENER, 1969). 
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1.3 - Classificação das cepas 

Amostras do T. cruzi obtidas de casos humanos, de animais silvestres 

naturalmente infectados ou de triatomíneos são isoladas e mantidas em 

laboratório, através de passagens em animais suscetíveis ou por meio de 

cultura (LUMSDEN, 1970). Essas amostras isoladas foram denominadas pelos 

pesquisadores como cepas.  

As cepas do T. cruzi são populações multiclonais (TIBAYRENC, et al., 1986) 

que diferem nas suas características genéticas e biológicas, apresentando 

diferentes graus de virulência, patogenicidade  e tropismo tecidual. Com o 

objetivo de compreender as variações de comportamento biológico e o perfil 

genético, diferentes pesquisadores resolveram classifica-las de acordo com as 

características biológicas como tipos biológicos (ANDRADE, 1974), 

posteriormente designados como Biodemas (ANDRADE & MAGALHÃES, 

1997), pelos perfis isoenzimáticos como Zimodemas (MILES, et al., 1986, 

ROMANHA, 1988) e pelas características genéticas como Esquizodemas 

(MOREL, et al., 1980, 1986, GONÇALVES, et al., 1984). 

Em 1999, na Fiocruz do Rio de Janeiro, ocorreu o Simpósio Internacional 

Sobre Avanços do Conhecimento da Doença de Chagas “Satellite Meeting”, 

quando os pesquisadores propuseram uma nova classificação para o T.cruzi 

(ANONYMOUS, 1999), subdividindo em T.cruzi I e T.cruzi II, englobando os 

parâmetros biológicos (Biodemas), bioquímicos (Zimodemas) e moleculares 

(Esquizodemas) já consolidados, e as classificações filogenéticas baseadas 

nas análises de multiloci enzimáticos (TIBAYRENC & AYALA, 1987), do DNA 
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ribossomal (SOUTO et al., 1996) e nos genes do mini-exon (FERNANDES, et 

al., 1999).  

Dez anos depois, completando 100 anos da descoberta da doença de Chagas 

(2009) outro grupo de pesquisadores (ZINGALES, et al., 2009) se reuniu em 

um segundo “Satellite Meeting” com o intuito de atualizar a nomenclatura do T. 

cruzi e melhorar a comunicação dentro da comunidade científica. Para isso, foi 

criado um novo consenso classificando as cepas do T. cruzi, baseadas nas 

DTU’s (discrete typing units) referidas como T.cruzi I a VI (ZINGALES, et al., 

2009).   

NOVA NOMENCLATURA 

Designação DTU Abreviação Nomenclaturas mais antigas 

T. cruzi  I TcI T. cruzi I e DTU I 
T. cruzi  II TcII T. cruzi II e DTU IIb 
T. cruzi  III TcIII Z3/Z1 ASAT, Z3-A, DTU IIc e  T. cruzi III 
T. cruzi  IV TcIV Z3, Z3-B e DTU IIa 
T. cruzi  V TcV Bolivian Z2, rDNA 1/2, clonet 39 e DTU IId 
T. cruzi  VI TcVI Paraguayan Z2, Zymodeme B e DTU IIe 

(Zingales et al., 2009) 

 

 1.4 - A doença de Chagas 

A doença de Chagas é uma tripanossomíase do Continente Americano, com 

predominância na América do Sul, sendo o Brasil, a Argentina, o Equador e a 

Venezuela os países mais afetados (WHO, 2010). Essa enfermidade é 

causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi. De acordo com a Organização 

Mundial de Saúde, a doença de Chagas é considerada um sério problema de 

saúde pública, estimando-se que cerca de 10 milhões de pessoas estejam 
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infectadas em todo o continente americano e que 60 milhões vivam nas áreas 

de risco (WHO, 2010).  

O programa de controle do vetor, através da aplicação de inseticidas ou 

melhoria habitacional, resultou em uma significativa redução da transmissão 

vetorial (DIAS, et al., 2002). Apesar da redução de casos novos, a doença de 

Chagas pode ser transmitida de diversas maneiras, sendo que a transmissão 

vetorial (SILVEIRA et. al. 2011), transfusional (PEREIRA, et al., 2011; BWITITI, 

et al., 2012), congênita (BITTENCOURT, 1976; FREILIJ & ALTCHEH, 1995) e 

oral (CALVO MENDEZ, et al., 1992; VALENTE, et al., 1999, 2009; PINTO et  

al., 2001; CAMANDAROBA, et al., 2002; COURA, 2006) são as mais 

evidentes. Casos esporádicos de infecção ainda costumam aparecer, 

mostrando que a doença está longe de ser eliminada. Em 2005, no estado de 

Santa Catarina (SC), um surto de transmissão oral da doença de Chagas 

aguda chamou atenção de todo o país, contaminando 24 pessoas por ingerir 

um caldo-de-cana contaminado pelo T. cruzi (STEINDEL, et al., 2008). 

ANDRADE, et al., (2011) caracterizaram as cepas do T. cruzi originadas de 

Santa Catarina, constatando que algumas cepas isoladas de marsupiais, de 

triatomínios da região e de pacientes contaminados mostraram dupla infecção 

(T. cruzi I e T. cruzi II).    

A doença de Chagas evolui em duas diferentes fases, com curso clínico 

bastante variável. A fase aguda geralmente inicia-se com o aparecimento do 

sinal de Romanã ou chagoma de inoculação, podendo desencadear alguns 

sinais e sintomas como febre, cefaléia, mal-estar e hepatoesplenomegalia 

(WHO, 2002). Nessa fase podemos detectar facilmente o parasita nos tecidos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bittencourt%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=813519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Freilij%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8527542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Altcheh%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8527542


22 

 

e sangue periférico, e as lesões cardíacas e a meningoencefalite podem ser 

graves levando ao óbito cerca de 7 a 10% dos casos sintomáticos (ANDRADE, 

2000). Os sintomas da doença de Chagas podem ser confundidos com os de 

outras infecções, com isso, a infecção aguda pode passar despercebida. Após 

a fase aguda, os sobreviventes passam para a fase crônica. Esta pode 

permanecer por um longo período assintomático, que é chamado de forma 

indeterminada (latente). Nesse período, as lesões cardíacas são discretas e os 

pacientes não apresentam alterações nos exames eletrocardiográficos e 

radiológicos do coração e tubo digestivo, sendo a doença detectada através de 

sorologia e do xenodiagnóstico (WHO, 2002). Com o passar dos anos, cerca 

de 10% dos indivíduos soro positivos irão desenvolver os megas do aparelho 

digestivos (RESENDE, 2000) e 30% a 40% as alterações crônicas cardíacas, 

apresentando arritmias, bloqueios átrio ventriculares, bloqueio do feixe de Hiss, 

aumento da área cardíaca, podendo ocasionar, insuficiência cardíaca 

congestiva (LARANJA, et al., 1953 & MARIN-NETO, et al., 1999), que são as 

formas crônicas sintomáticas.  Durante essa fase os parasitas são escassos e 

as lesões inflamatórias observadas, estão provavelmente relacionadas com o 

processo de hipersensibilidade tardia e a persistência de antígenos 

parasitários (ANDRADE, 2000). 

 

1.5 - Patologia e patogenia da doença de Chagas 

A doença de Chagas inicia-se com a penetração do T. cruzi nas células do 

hospedeiro vertebrado, causando a sua multiplicação e o aparecimento de uma 

resposta inflamatória contra o parasita. Essa inflamação atinge principalmente 
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o coração, desencadeando uma intensa miocardite aguda, caracterizada pela 

presença de infiltrados inflamatórios difusos, com predominância de células 

mononucleares, sendo frequentemente acompanhada de necrose de células 

parasitadas e não parasitadas (ANDRADE, et al., 1984). Através da 

microscopia eletrônica, ANDRADE, et al., em 1994, perceberam que a 

destruição celular pode ocorrer nas áreas de contato de miócitos com linfócitos 

(granular e agranular) e macrófagos.  

Após a fase aguda, a infecção é controlada pela resposta imune do hospedeiro, 

desenvolvendo um estado de equilíbrio, o que chamamos de forma 

indeterminada. Nessa forma as lesões inflamatórias são discretas e focais 

sendo difícil a detecção do parasita (ANDRADE, 2000). Em um estudo 

ultraestrutural, realizado por ANDRADE, et al., (1994), foi demonstrado que o 

infiltrado inflamatório é composto por linfócitos, plasmócitos, macrófagos e 

poucos polimorfonucleares. Essas células estão localizadas em áreas focais do 

miocárdio, sem estabelecer um contato direto com os miocardiócitos e sem 

apresentar a destruição tecidual que é encontrada na fase aguda.       

Com o passar do tempo, cerca de 30 a 40% dos indivíduos infectados podem 

desenvolver as alterações crônicas cardíacas, com presença de um intenso e 

difuso infiltrado inflamatório mononuclear, áreas de necrose e formação de 

fibrose (MARIN-NETO, et al., 1999; ANDRADE, et al., 1991, 1999, 2000). As 

lesões ocorridas na fase crônica da doença são responsáveis pela hipertrofia 

do coração, insuficiência cardíaca, fenômenos tromboembólicos, arritmias 

variadas e morte súbita (ANDRADE, 2000). Apesar do coração ser o órgão 

mais afetado na doença de Chagas, 10% dos indivíduos infectados 
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desenvolvem os megas do aparelho digestivo (RESENDE, 2000). Isso ocorre 

devido à perda de neurônios que afeta os movimentos peristálticos, 

desencadeando a hipertrofia da camada muscular do esôfago e do cólon 

(KOBERLE, 1958a, 1958b).   

A miocardite encontrada nos indivíduos cronicamente infectados, não está 

correlacionada com a carga parasitaria (ANDRADE, 1999). Os parasitas são 

dificilmente detectados nos locais de maior destruição tecidual, sugerindo que a 

resposta patogênica na doença de Chagas, não seja apenas contra antígenos 

do parasita, mas também contra antígenos próprios, caracterizando uma 

doença autoimune (SOARES, et al., 2001). Existe a possibilidade de que a 

autoimunidade seja induzida pelo compartilhamento de epítopos entre o 

parasita e o hospedeiro (mimetismo molecular) (CUNHA-NETO, et al., 1995). 

As lesões teciduais são inicialmente causadas pela infecção, ocasionando a 

destruição do miocárdio e com isso, a liberação da miosina que apresenta 

epítopos com sequencias de aminoácidos semelhantes aos epítopos B13 do T. 

cruzi (CUNHA-NETO, et al., 1995, 2001). Entretanto, a doença de Chagas não 

apresenta a maioria dos principais critérios para ser considerada como uma 

doença autoimune (BENOIST & MATHIS, 2001). Uma revisão realizada por 

ANDRADE (1999), sugere que a grande variação das idades dos pacientes no 

começo das manifestações clinicas, a falta de períodos de exacerbação e 

remissão, a ausência típica de um elevado e constante nível de auto-anticorpos 

e a falta de envolvimento de outros órgãos, diferenciam a doença de Chagas 

de um processo autoimune. 



25 

 

Se a doença de Chagas fosse uma doença autoimune, que não dependesse da 

contínua estimulação do parasita, porque a gravidade da mesma aumentaria, 

quando o individuo sofre reinfecções? (MACEDO, et al., 1976; STORINO, et 

al., 2002; BUSTAMANTE, et al., 2003; ANDRADE, et al., 2006). Como explicar 

o decréscimo da morbidade em grupos de pacientes que fizeram tratamento 

quimioterápico com drogas antiparasitárias? (VIOTTI, et al., 1994). Por que os 

pacientes que soro negativaram, com o passar do tempo, após o tratamento 

específico não desenvolvem a doença autoimune? Como explicar a regressão 

das lesões fibrotico-inflamatório em camundongos tratados? (ANDRADE, et al., 

1991) Essas são perguntas que fortalecem a hipótese da persistência do 

parasito para o desenvolvimento das graves lesões encontradas na doença de 

Chagas crônica.     

Os danos teciduais encontrados no coração na fase crônica da doença foram 

associados com a persistência do parasita nos tecidos, através da utilização de 

técnicas mais sensíveis, como a PCR (JONES, et al., 1993), a 

imunohistoquímica (HIGUCHI, et al., 1993) e a imunofluorescência in situ 

(YOUNÈS-CHENNOUFI, et al., 1998). A presença de antígenos parasitários 

também foi encontrada em células dendríticas intersticiais do miocárdio, no 

modelo do cão (ANDRADE, 2000) e do camundongo (PORTELLA & 

ANDRADE, 2009), sugerindo que as mesmas são responsáveis pela 

estimulação antigênica de linfócitos T CD4+ e CD8+. 

Apesar da possível influência dos mecanismos autoimunes nas lesões 

teciduais, o papel do parasita deve ser melhor estudado, principalmente se 

considerarmos que o tratamento curativo poderá proporcionar a regressão das 
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lesões (VIOTTI, et al., 1994) e uma melhora no quadro clinico dos pacientes 

chagásicos. 

 

1.6 - Resposta imune contra o Trypanosoma cruzi 

A resposta imune do hospedeiro à infecção pelo T. cruzi se inicia com múltiplos 

mecanismos humorais e celulares da resposta imune inata atuando na 

destruição direta dos parasitas. 

A proliferação exagerada dos parasitas nos tecidos pode levar à morte de 

animais mais susceptíveis. Esse efeito pode ser reduzido pela secreção de 

citocinas pro-inflamatórias pelos macrófagos, células dendríticas e células NK. 

Vários estudos têm demonstrado que o Interferon gama (IFN- γ), o fator de 

necrose tumoral (TNF-α), e a interleucina-12 (IL-12) são importantes para o 

controle da infecção, assegurando a indução de uma eficiente resposta 

adaptativa do hospedeiro, porém podem exercer efeitos tóxicos letais se 

produzidas em excesso (ABRAHAMSOHN, 1998; GOLDEN & TARLETON, 

1991; TORRICO, et al., 1991; WIRTH, et al., 1985). No entanto, quando são 

utilizadas linhagens de camundongos resistentes, a mortalidade é prevenida 

por uma combinação dos efeitos antiparasitários induzidos por citocinas Th1 

com os efeitos antagônicos que citocinas regulatórias anti-inflamatórias, tais 

como o TGF-β e a IL-10, exercem sobre as primeiras (DOS REIS & LOPES, 

2000). 

Investigando a ação do TNF-α, LIMA, et al. (2001), detectaram uma forte 

expressão dessa citocina nos locais de parasitismo e de destruição celular, 



27 

 

sugerindo que o TNF- α possa desempenhar um papel importante no 

desencadeamento de necrose no baço associada com a grave infecção 

experimental pelo T. cruzi. 

A associação entre o TNF-α e o IFN-γ produzido por células NK ativa os 

mecanismos microbicidas dos macrófagos (CARDILLO, et al., 1996). Entre eles 

está a produção de moléculas reativas de oxigênio, como o NO e peroxinitrito, 

em decorrência da indução da síntese de iNOS após estimulação com IFN, 

exibindo uma atividade tóxica sobre o T. cruzi (MUNÕZ-FERNANDEZ, et al., 

1992). 

A resposta imune adquirida caracteriza-se pela ativação e expansão clonal de 

linfócitos específicos, assim como, pelo aparecimento da memória imunológica 

(FEARON & LOCKSLEY, 1996). No entanto, na infecção pelo T. cruzi ocorre 

intensa ativação policlonal de linfócitos T e B, com hiperprodução de 

imunoglobulina (Ig) (ORTIZ-ORTIZ, et al., 1980; MINOPRIO, et al., 1986). A 

detecção de anticorpos específicos está relacionado com a queda da 

parasitemia, e os isotipos IgG1, IgG2a e IgG2b estão envolvidos na eliminação 

de formas sanguíneas do parasita (BRODSKYN, et al., 1989).  

Os macrófagos e as células dendríticas ativados pela resposta inata adquirem 

a capacidade de processar e apresentar peptídeos antigênicos do T. cruzi, 

associados às moléculas de MHC classe I e classe II aos linfócitos T (HART & 

McKENZIE, 1990; TARLETON, 2007). As células T CD4+ reconhecem 

antígenos apresentados via MHC de classe II e secretam citocinas, tais como o 

IFN-γ, que induzem mecanismos microbicidas em macrófagos (TARLETON, et 

al., 1996). Por outro lado, as células T CD8+ reconhecem antígenos 
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parasitários expressos em moléculas de MHC classe I das células infectadas, 

produzindo IFN-γ, ativando os macrófagos na destruição de formas 

intracelulares do parasita, bem como na destruição das células infectadas 

(TARLETON, et al., 1996). A importância da célula CD8 está no fato de que, o 

T. cruzi é capaz de infectar praticamente qualquer tipo de célula nos diversos 

tecidos do hospedeiro (LENZI, et al., 1996).  De fato, animais nude (desprovido 

de linfócitos T CD4+ e CD8+) não controlam a infecção pelo T. cruzi e morrem 

precocemente devido a uma elevada carga parasitária (KIERSZENBAUM & 

PIENKOWSKI, 1979). 

A atividade de linfócitos T contra o parasita pode também ser responsável 

pelos infiltrados inflamatórios e pela lesão nos tecidos do hospedeiro 

(TARLETON, 1995) . É importante lembrar que o sistema imune não consegue 

eliminar o T. cruzi, permanecendo este em níveis subpatentes durante toda a 

fase crônica. Esta persistência parasitária estaria relacionada com a habilidade 

de escape do parasita e os mecanismos regulatórios do hospedeiro (DOS 

REIS, 2011). Estes mecanismos regulatórios servem para limitar os danos 

teciduais, mas também podem impedir a eliminação do parasita suprimindo as 

respostas imunes (BELKAID & ROUSE, 2005)  

 

1.7 - Células T reguladoras (Treg)  

As células T reguladoras (Tregs) têm sido descritas na regulação das respostas 

imunes a antígenos próprios (SAKAGUCHI, 2000 e 2004), a antígenos 

exógenos (KRETSCHMER, et al., 2005) e até mesmo a agentes infecciosos 
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(MENDEZ, et al., 2004; HISAEDA, et al., 2004; VITELLI-AVELAR, et al., 2005; 

DE ARAUJO, et al., 2011), limitando os danos teciduais causados pela intensa 

resposta imune. 

 As células Treg são geradas no timo e nos órgãos linfoides periféricos, 

principalmente naqueles associados à mucosa e constituem de 5 a 10% das 

células T CD4+ periféricas em animais e humanos (BAECHER-ALLAN, et al., 

2001; MILLS, 2004; MUCIDA, et al., 2009). Essas células são uma 

subpopulação das células T CD4+ que expressam o marcador de superfície 

CD25 e o fator de transcrição Foxp3 (SAKAGUCHI, 2005). A expressão do 

gene Foxp3 em células T CD4+CD25+ e a ausência de expressão deste gene 

em células T virgens e em células T CD4+CD25- recém-ativadas, sugerem que 

a expressão do Foxp3 é um fator determinante no desenvolvimento das células 

T reguladoras (FONTENOT, et al., 2003; KHATTRI, et al., 2003; HORI, et al., 

2004).   

As células Treg têm a capacidade de controlar o potente efeito patológico da 

resposta efetora durante a infecção (COOLS, et al., 2007), mas também podem 

impedir a eliminação completa do parasita, suprimindo as respostas imunes 

(BELKAID & ROUSE, 2005). Acredita-se que um dos mecanismos pelos quais 

as células Treg regulam a resposta imune seja através da modulação das 

células dendríticas, reduzindo com isso a sua capacidade de ativar os linfócitos 

T (TANG & KRUMMEL, 2006). Dessa forma, as moléculas co-estimulatórias 

inibidoras presentes nas células TCD4+CD25+, tais como o CTLA-4, podem ser 

um importante mecanismo utilizado por essas células para induzir a supressão 

das APCs (BAECHER-ALLAN, et al., 2001).   
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Atualmente existe uma controvérsia sobre a participação das células Treg na 

infecção pelo T. cruzi. Investigando o papel das células Treg endógenas 

durante a infecção aguda pelo T. cruzi, KOTNER & TARLETON (2007) 

concluíram que essas células não parecem desempenhar papel importante na 

regulação das células T CD8+ efetoras. Já FLORES-GARCIA e colaboradores 

(2013) afirmam que as células T CD4+CD25+Foxp3 desempenham um papel 

positivo no decorrer da infecção aguda pelo T. cruzi induzindo atividade 

supressora que controlaria a precoce inflamação cardíaca, prolongando a 

sobrevida dos animais, mas ao mesmo tempo, facilitando a multiplicação 

parasitária. MARIANO, et al., (2008) demonstraram que as células T 

CD4+CD25+Foxp3+ GITR+ migram para o coração de camundongos infectados 

e que a depleção dessas células pelo tratamento com anti-CD25 ou anti-GITR 

resultou no aumento da mortalidade. 

Estudando o efeito da inativação dos linfócitos T CD4+CD25+ em camundongos 

infectados com a cepa Colombiana do T. cruzi, SALES, et al., (2008) 

verificaram que com a inativação dessas células, os animais tiveram uma 

menor parasitemia e mortalidade. Sugerindo que o aumento da resistencia 

estaria correlacionada  com o aumento da ativação das células T CD4+ 

efetoras.   

A presença de células T reguladoras em humanos pode controlar as funções 

efetoras dos linfócitos T na infecção pelo T. cruzi. VITELLI-AVELAR, et al., 

(2005), investigando as células Treg em diferentes formas clínicas da doença 

de Chagas, concluíram que os indivíduos na forma indeterminada da doença 

têm uma maior frequência de células Treg quando comparado aos indivíduos 
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na forma cardíaca e aos não infectados, sugerindo que a expansão dessas 

células pode ser benéfica, limitando a citotoxidade aos cardiomiócitos e 

prevenindo as lesões cardíacas. 

Dessa mesma forma, DE ARAÚJO, et al., (2012) avaliando o perfil fenotípico e 

os mecanismos utilizados pelas células Treg em pacientes com as formas 

clinicas indeterminada e cardíaca da doença de Chagas, verificaram que os 

pacientes na fase indeterminada produziam elevados níveis de IL-17, IL-10 e 

granzima B, enquanto que os pacientes com a forma cardíaca apresentam 

maior frequência de IL-6, IFN-γ, TNF-α e CTLA-4. Sugeriram que essas células 

têm um papel importante no controle da exacerbada resposta imune, 

provavelmente modulando a secreção de citocinas ou indiretamente eliminando 

as células efetoras. 

 

1.8 - Apresentação de antígenos pelas células dendríticas  

As células apresentadoras de antígenos (APC) participam ativamente durante 

todo o desenvolvimento de um processo inflamatório. Dentre essas células, 

destacamos as células dendríticas, como sendo responsáveis pela ativação 

dos linfócitos T antígeno-específicos. Estas células são originadas na medula 

óssea e após sua maturação, podem ser encontradas tanto nos tecidos 

linfóides como nos não linfóides (HART & McKENZIE, 1990). As células 

dendríticas respondem a vários estímulos no local da inflamação e uma vez 

ativadas, pelos microorganismos e estímulos inflamatórios, elas capturam e 

processam os antígenos,  migrando para os linfonodos ou para o baço onde 
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irão emitir sinais específicos para a ativação dos linfócitos T. Esses sinais são 

primeiramente a ligação do complexo de histocompatibilidade principal (MHC-

II) ao receptor das células T (TCR), e posteriormente um sinal co-estimulador 

através das moléculas CD40, CD80, CD86 e de adesão LFA e ICAM (HART & 

McKENZIE, 1990; McADAM, et al., 1998). A habilidade das células dendríticas 

para liberar o sinal co-estimulador é principalmente induzido por agentes 

infecciosos. Protozoários parasitas podem modular a função acessória das 

APCs de um modo negativo. Em particular, a infecção in vitro de células 

dendríticas humanas pelo T. cruzi induz um defeito no processo de maturação, 

causando uma baixa expressão das moléculas HLA-DR e moléculas co-

estimuladoras CD40, prejudicando a produção de TNF-α e IL-12 (VAN 

OVERTVELT, et al., 1999). Vários estudos têm mostrado que o IFN- γ, o TNF-

α, e a IL-12 são importantes para o controle desta infecção, assegurando a 

indução de uma eficiente resposta adaptativa do hospedeiro 

(ABRAHAMSOHN, 1998; ALIBERTI, et al., 1996; GOLDEN & TARLETON, 

1991). Estudando o perfil de moléculas co-estimuladoras e a expressão de 

citocinas pelas APCs de camundongos resistentes ou suscetíveis à infecção 

com T. cruzi, PLANELLES, et al., (2003) detectaram uma elevada expressão 

de citocinas IL-12 e TNF-α em macrófagos peritoneais de camundongos 

C57BL/6 (resistentes) infectados, o que não foi observado nos macrófagos dos 

camundongos BALB/c (susceptíveis). Estes autores detectaram também 

diminuição na expressão das moléculas CD40 e CD86 apenas nos macrófagos 

e nas células dendríticas de camundongos BALB/c. Sabemos que a ausência 

de sinais co-estimuladoras durante a apresentação de antígenos para as 

células T em repouso pode ocasionar redução na estimulação dessas células 
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ou levá-las a um estado de anergia (BOUSSIOTIS, et al., 1996), sugerindo que 

a alteração da expressão destas moléculas na fase aguda da doença pode 

estar associada com a susceptibilidade à infecção pelo T. cruzi, contribuindo 

para a elevada mortalidade dos camundongos BALB/c após a infecção. 

A persistência das lesões inflamatórias na fase crônica da doença pode estar 

correlacionada com a apresentação de antígenos do T. cruzi capturados pelas 

células dendríticas. A presença de antígenos específicos do parasita foi 

detectada em células dendríticas intersticiais do miocárdio, na miocardite da 

fase aguda e na forma crônica cardíaca de cães infectados pelo T. cruzi, 

tratados com ciclofosfamida em baixas doses na fase indeterminada da 

infecção, sugerindo que as mesmas são responsáveis pela estimulação 

antigênica de linfócitos T CD4+ (ANDRADE, 2000) e manutenção da miocardite 

na doença de Chagas. A participação dessas células na manutenção das 

lesões cardíacas na fase crônica da doença de Chagas foi posteriormente 

investigada no modelo do camundongo. PORTELLA & ANDRADE (2009), 

constataram que as células dendríticas intersticiais, contendo antígenos do T. 

cruzi, estavam presentes em todos os casos examinados. O decréscimo da 

inflamação após o tratamento com benzonidazol era proporcional ao número 

de CDIs, confirmando a hipótese de que as mesmas participam na manutenção 

da resposta imunológica de hipersensibilidade tardia nestes animais. 

Estudando a expressão diferencial de moléculas co-estimuladoras e modulação 

de citocinas por monócitos e linfócitos T de indivíduos normais, pacientes 

assintomáticos e com a forma cardíaca grave da doença de Chagas, SOUZA, 

et al., (2007) observaram diminuição da intensidade da expressão do CD86 
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pelos monócitos de pacientes com a forma cardíaca, e uma maior proporção de 

IL-10 e TNF-α em células de pacientes com a forma indeterminada, sugerindo 

que o parasita induz um equilíbrio na regulação da produção de citocinas entre 

células de pacientes de forma indeterminada, mas não de pacientes portadores 

da forma cardíaca.  

Interações iniciais entre as células natural killer (NK) e as células dendríticas 

moldam a resposta imune na fronteira da imunidade inata e adaptativa. Esta 

interação pode conduzir à ativação das células NK, das células dendríticas ou 

apoptose, dependendo do estado de ativação de ambos os tipos celulares  

(WALZER, et al., 2005). Em um estudo realizado por BATALLA, et al., (2013), 

apurando o papel das células natural killer (NK) na regulação e maturação das 

células dendríticas, em camundongos infectados com uma cepa virulenta do T. 

cruzi, observaram que após a infecção, houve redução da capacidade das 

células NK de induzir a maturação das CD derivadas da medula ossea.  

ALBA SOTO, et al., (2003), utilizando duas cepas de diferentes virulências, 

perceberam que a modulação da expressão da molécula de MHC classe II nas 

células dendríticas intersticiais depende da virulência da cepa. Cepas mais 

virulentas inibem ou reduzem a expressão da molécula de MHC classe II na 

superfície da célula apresentadora de antígeno (APC), enquanto cepas menos 

virulentas preservam a maturação dessas células, permitindo que o hospedeiro 

possa melhor controlar a carga parasitária e sobrevida na infecção aguda. Na 

fase crônica da infecção, as células dendríticas dos camundongos infectados 

com a cepa virulenta restauraram os níveis da expressão de moléculas de 

MHC classe II semelhantes aos encontrados nos camundongos infectados com 
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a cepa susceptível, obtendo uma elevada regulação da expressão de 

moléculas co-estimuladoras, sugerindo que a imunossupressão causada por 

esta cepa é apenas transitória. Esses resultados sugerem que a infecção pelo 

T. cruzi pode modular a função das APCs em particular das células denríticas.  

 

1.9 - A influencia da linhagem de camundongos quanto a resistência e a 

suceptibilidade à infecção pelo Trypanosoma cruzi. 

Na pesquisa científica, a escolha da linhagem de camundongo deve estar de 

acordo com o problema a ser investigado, levando em conta, o conhecimento 

prévio das potencialidades de sua resposta. 

PIZZI & PRAGER (1952) observaram, em linhagens de camundongos, 

diferenças de susceptibilidade a infecção ao T. cruzi, sendo os camundongos 

C3H mais susceptíveis à infecção do que os da linhagem Swiss. ANDRADE, et 

al., (1985), estudando seis diferentes linhagens de camundongos (A, AKR, 

C3H, BALB/c, C57BL/10 e DBA/1) detectaram diferentes graus de 

susceptibilidade à infecção com as cepas Peruana, 21SF e Colombiana do 

T.cruzi, concluindo que uma mesma linhagem pode ser mais resistente à 

infecção com uma determinada cepa e mais suscetível à outra, embora de uma 

maneira geral, as linhagens DBA e C57BL/10 sejam mais resistentes, 

apresentando um menor índice de mortalidade e os das linhagens A e AKR 

foram os mais susceptíveis.  

ANDRADE, et al., (1985) analisando o comportamento dos diferentes tipos de 

cepas, na infecção de seis diferentes linhagens isogênicas de camundongos, 
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verificaram que as cepas do T. cruzi mantiveram as suas características 

básicas, independente da linhagem analisada, e que o número de parasitas 

circulantes não se correlaciona com o parasitismo tissular. Animais mais 

susceptíveis nem sempre apresentam maior parasitismo.  

Linhagens de camundongos isogênicos têm sido usadas para obter infecções 

padronizadas, garantidas pelo padrão genético. DE TITTO (1994) postulou que, 

embora a resposta imune tenha papel importante na resistência, à sobrevida 

está mais relacionada com o padrão genético dos animais do que com os 

produtos dos locus H-2. Analisando o padrão genético, BOYER, et al., (1983) 

comprovaram que a infecção em camundongos portadores de um único gen 

lpr, ligado à linfoproliferação, controla certas reações autoimunes, observando 

que a mortalidade e a parasitemia eram mais elevadas nestas linhagens após a 

infecção com a cepa Y do T. cruzi.  

ZHANG e TARLETON (1996), estudando a produção de citocinas e sua 

associação com as moléculas de MHC e de adesão em camundongos C57BL/6 

e C3H infectados com as cepas Brasil e Sylvio, constataram que os 

camundongos C57BL/6, são mais resistentes à infecção e que as duas 

linhagens mantiveram constante a produção das citocinas TNF-α, IL-1, IL-6 e 

TGF-β no miocárdio, tanto na fase aguda quanto na fase crônica. 

Com base nos trabalhos de ANDRADE, et al., (1985a, 1985b), selecionamos a 

linhagem DBA/1 como sendo resistente a infecção pelo T. cruzi, e a linhagem A 

como susceptível. No presente trabalho investigamos alguns fatores que 

induzem camundongos destas linhagens a apresentar diferentes graus de 

resistência à infecção pelo T. cruzi. 
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2 - HIPOTÉSE DE INVESTIGAÇÃO 

 

Os diferentes graus de resistência à infecção pelo T. cruzi estão relacionados à 

intensidade de supressão das células dendríticas pelas células T CD4+ 

reguladoras de camundongos.  
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3 - JUSTIFICATIVA  

 

Sabe-se que as células dendríticas intersticiais do miocárdio participam na 

manutenção da miocardite em camundongos cronicamente infectados pelo 

T.cruzi. e tratados com benzonidazol (PORTELLA & ANDRADE, 2009). Essas 

células estariam relacionadas com a intensidade da inflamação (ANDRADE, et 

al., (2000).  

As células Treg têm a capacidade de controlar o potente efeito patológico da 

resposta efetora durante a infecção (COOLS, et al., 2007). Estes mecanismos 

regulatórios podem contribuir para limitar os danos teciduais, prolongando a 

sobrevida dos animais, mas também podem impedir a eliminação do parasita 

suprimindo as respostas imunes (Belkaid & Rouse, 2005; FLORES-GARCIA, et 

al., 2013).  

Por isso resolvemos investigar a influencia das células dendríticas e das 

células T CD4+CD25hi no processo patológico, e avaliar se essas células 

participam ativamente na resistência de algumas linhagens de camundongos à 

infecção pelo T. cruzi. Para responder a essa pergunta utilizamos duas 

linhagens de camundongos, uma resistente (DBA/1) e a outra susceptível (A) à 

infecção. 
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4 - OBJETIVO GERAL 

 

Investigar o perfil das células dendríticas e dos linfócitos T nas linhagens 

DBA/1 e A, e correlacionar esse perfil com a resistência e/ou susceptibilidade à 

infecção pelo T. cruzi.  

 

4.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1- Comparar as lesões teciduais em coração e músculo esquelético nos 

camundongos DBA/1 (resistente) e A (susceptível), infectados com a cepa 

Colombiana do T. cruzi. 

2- Demonstrar a presença de antígenos parasitários associados à membrana 

das células dendríticas intersticiais do miocárdio (CDI) e sua distribuição no 

tecido cardíaco na fase crônica da infecção pelo T.cruzi.  

3- Caracterizar e quantificar as células dendríticas do miocárdio e do baço nas 

duas linhagens de camundongos infectados com a cepa Colombiana.  

4- Quantificar as células T CD4+CD25hi nas fases aguda e crônica da infecção 

pela cepa Colombiana do T. cruzi. 

5- Quantificar as populações de células T CD4+ e CD8+ e caracterizar seu perfil 

de memória/ativação no curso da infecção, em camundongos das linhagens 

DBA/1 e A. 
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5 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 - Animais experimentais: Para a realização desse trabalho utilizamos 

duas linhagens de camundongos isogênicos, DBA/1 e A, com idades de 21 a 

30 dias, pesando entre 15 a 20 g, que foram mantidos pelo Centro de Criação 

de Animais de Laboratório (CECAL) no Rio de Janeiro e quando solicitado, 

fornecido ao Biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz-Fiocruz. O projeto 

recebeu o certificado de aprovação pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) em 24/09/2008, com licença Nº 030/08 e validade ate 30/10/2013.  

5.2 - Cepa utilizada: Os animais foram infectados com a cepa Colombiana do 

Trypanosoma cruzi, caracterizada como Biodema Tipo III , T. cruzi  I. 

5.3 - Inoculo: O inoculo foi de 104 formas tripomastigotas sangüicolas, obtidas 

de camundongos previamente infectados, administrado por via intraperitoneal. 

 

5.4 - Grupos experimentais: 

Os animais foram divididos em dois grupos: 

 - Grupo I: Composto por 35 camundongos infectados da linhagem DBA/1 e 10 

camundongos livres de infecção.  

- Grupo II: Composto por 59 camundongos infectados da linhagem A e 10 

camundongos sem infecção.  
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6 – METODOLOGIA 

 

6.1 - Parasitemia: A parasitemia dos animais infectados foi obtida através da 

contagem do número de formas tripomastigotas encontrados no sangue 

periférico, obtido pela secção da cauda de animal infectado e examinado entre 

lâmina e lamínula em 50 campos microscópicos de grande aumento (400X).  

Os resultados foram avaliados pela média obtida ao exame de 5 animais de 

cada grupo, num período de 45 dias pós-infecção .   

Com o objetivo de diminuir a carga parasitária e controlar a mortalidade, todos 

os camundongos da linhagem A, infectados com a cepa Colombiana foram 

tratados do 27º ao 29º dia de infecção, com o benzonidazol, na dose de 

100mg/kg/dia. 

6.2 - Mortalidade: Foi avaliada diariamente durante o curso da infecção, em 

todos os dois grupos experimentais, e a sobrevida foi avaliada pelo número de 

animais que sobreviveram em um período de 80 dias pós-infecção.  

6.3 - Eutanásia: Os animais sobreviventes foram submetidos à eutanásia por 

exsanguinação após anestesia com ketamina e xilasina, com 30 dias e 1 ano 

de infecção. Os órgãos dos animais utilizados para estudo histopatológicos 

(coração e músculo esquelético) foram submetidos à perfusão pela injeção no 

ventrículo esquerdo de PBS gelado após secção da veia porta. Para analise 

celular por citometria de fluxo, foram utilizados 3 camundongos por ponto de 

eutanásia nas duas linhagens estudadas e os órgãos coletados (coração e 
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baço), foram macerados em PBS pH 7.2. Três controles não infectados foram 

eutanasiados em cada ponto de análise.  

6.4 - Histopatologia: Fragmentos do coração e músculo esquelético foram 

fixados em formol Milloning, incluídos em parafina para a obtenção de secções 

de 5 µm e corados com hematoxilina e eosina para estudo histopatológico.  

O estudo histopatológico foi realizado em camundongos com infecção aguda e 

crônica pelo T. cruzi. Foi feita uma análise semi-quantitativa caracterizando as 

lesões inflamatórias de acordo com a expressão de +, ++ e +++, dos quais (+) 

designa lesões discretas, correspondendo a escassos e difusos infiltrados 

mononucleares e/ou pequenos focos de infiltração mononuclear; (++) 

corresponde a lesões moderadas, representada por difuso infiltrado 

mononuclear mais acentuado do que no grau + e focos inflamatórios 

localizados, com lesão focal de miócitos; (+++) representa lesões intensas  que 

correspondem a densos infiltrados difusos e/ou infiltrados focais extensos e 

confluentes, com presença de necrose de miócitos.  

6.5 - Sorologia: O soro dos animais dos diferentes grupos foi coletado para 

titulação de anticorpos pela técnica de imunofluorescência indireta. A titulação 

mínima de positividade é a partir de 1:40.   

As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 3 minutos coletando-se 

o soro. Em seguida foram preparadas diluições do soro em PBS de 1/10 a 

1/1280 em placas de múltiplos poços. Lâminas contendo 10 poços foram 

previamente preparadas utilizando como antígeno formas de cultura do T. cruzi 

em meio Warren, fixadas em formol. Sobre as formas de cultura foram 
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colocados 10 μl do soro diluído em PBS 1/10 a 1/1280. As lâminas foram 

incubadas em câmara úmida a 37ºC durante 30 minutos e em seguida, lavadas 

3 vezes com PBS pH 7.4 durante 5 min. Posteriormente foram adicionados 

sobre cada poço, 10 μl do  anticorpo anti-IgG de camundongo ligado à 

fluoresceína (Sigma), incubando as  lâminas em câmara úmida durante 30 min. 

As lâminas após 3 lavagens com PBS pH 7.4 durante 5 min foram secadas e 

montadas em tampão carbonato / bicarbonato pH 9.6 (0,02 M) e analisadas em 

microscópio Zeiss de epifluorescência. O título mínimo de positividade foi 

considerando o de 1:40. 

6.6 - Imunohistoquímica para antígenos do T. cruzi: Para a detecção de 

antígenos do T. cruzi no miocárdio e associados a células dendríticas, foi 

aplicada a técnica de imunoperoxidase utilizando anticorpo primário anti- T. 

cruzi produzido em coelho e como anticorpo secundário  IgG de cabra anti-

coelho conjugado à peroxidase (No A-6154 / Sigma). Foram selecionados cinco 

casos de cada grupo, sendo os casos escolhidos de acordo com a intensidade 

dos infiltrados inflamatórios e presença de fibrose ao exame histopatológico, 

nos dois grupos experimentais.  

Os cortes histológicos em parafina, com 5 µm de espessura, colocados em 

lâminas com poli-lisina, foram utilizados para marcação de antígenos 

parasitários do T. cruzi através da técnica de imunomarcacão com peroxidase 

por método imunohistoquimico. 

Os cortes foram desparafinizados antes do início da reação. Foram feitos 

inicialmente 3 banhos em PBS de pH 7.4 e em seguida o bloqueio da reação 

com   H2O2  a 3% diluído em metanol. As lâminas foram lavadas em água 
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destilada e depois em PBS. Posteriormente foi feito o bloqueio das ligações 

inespecíficas com leite desnatado a 10% durante 15 minutos à temperatura 

ambiente.  As lâminas foram lavadas em PBS. O anticorpo primário anti-T.cruzi 

produzido em coelho foi diluído em PBS em uma diluição de 1:600 e colocado 

sobre o corte durante 30 minutos a 37ºC. Depois os cortes passaram por 

banhos em PBS. Foi aplicado o soro de cabra (livre de infecção) inativado a 

10% por 20 minutos à temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas em 

PBS, acrescentando em seguida o anticorpo secundário IgG de cabra anti-

coelho conjugado à peroxidase (Sigma), com diluição de 1:800 em PBS, 

incubando a 37ºC por 30 minutos. Após o anticorpo secundário, as lâminas 

foram lavadas 3 vezes em PBS. A revelação foi feita com DAB (25 mg/mL) a 

24% + DMSO a 10% + H2O2 a 1% e a coloração do núcleo com Hematoxilina a 

1%. As laminas foram montadas com bálsamo do Canadá.  

6.7 - Citometria de fluxo: A análise populacional dos marcadores de superfície 

em células dendríticas, células regulatórias (CD4+CD25hi), células de memória 

efetoras e linfócitos T CD4+ e CD8+, foram realizados através da citometria de 

fluxo. Foram utilizados 3 camundongos por ponto de eutanásia nas duas 

linhagens estudadas. Os camundongos da linhagem A eutanasiados com 30 

dias de infecção não foram tratados com benzonidazol.   

O baço e o coração dos animais foram macerados em PBS gelado e depois 

centrifugados a 6°C, a 1000 rpm, por 15 minutos. As células esplênicas foram 

armazenadas temporariamente em 2 ml de meio RPMI incompleto e as células 

do coração foram pré-tratadas com colagenase tipo V (Sigma) na concentração 

de 2 mg/ml de meio RPMI incompleto a 37ºC, durante uma hora. Em seguida o 
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restante do tecido cardíaco foi macerado e centrifugado a 6°C, 1000 rpm, por 

15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi homogeneizado, 

completando com 6 ml de Percoll 80% e depois 6 ml de Percoll 40%, com 

cuidado para não misturar as duas soluções. O tubo contendo a mistura de 

Percoll e tecido cardíaco foi centrifugado a 20ºC, 3000 rpm, por 30minutos, 

com o objetivo de isolar as células mononucleares do infiltrado inflamatório. As 

células isoladas foram para um tubo falcon contendo meio RPMI incompleto e 

depois passaram por 2 lavagens em meio RPMI para retirar o restante do 

percoll. As células do baço e do tecido cardíaco foram contadas em Câmara de 

Neubauer (10 l das células em Líquido de Turk, para coloração dos 

mononucleares e lise das hemácias) e dois milhões de células foram 

separadas e colocadas em cada poço. A placa foi centrifugada a 860G, por 5 

segundos e acrescentado 20 µl de Fc Block em cada poço. Depois de nova 

incubação por 10 minutos, foram acrescentados 100 µl de tampão FACS. A 

placa foi centrifugada a 860G, por 5 segundos, os poços completados com 25 

µl da mistura de anticorpos monoclonais conjugados a fluocromos, e incubados 

por 20 minutos. Após a marcação, as células foram fixadas com 0,1% de 

paraformoldeido em PBS e analisadas um dia depois, no FACSort (Becton and 

Dickinson, San Jose, CA-EUA), sendo as aquisições programadas para 

300,000 células. Para análise dos dados obtidos com a leitura no FACSort, foi 

utilizado o software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR-EUA).  

Os anticorpos monoclonais e a diluição utilizada nesse experimento foram:  

6.7.1 - Marcação de Células Dendriticas: anti-CD11c FITC (BD Pharmingen) 

com diluição de 1:100,  anti-CD80 Pecy5 (eBioscience) com diluição de 1:125, 
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anti-CD86 PE (eBioscience) com diluição 1:200 e anti-CD40 PE (Invitrogen) 

com diluição de 1:100. 

6.7.2 - Marcação de células Inflamatórias, de Memória e Reguladoras: anti-

CD4 PE (BD Pharmingen) com diluição de 1:100, anti-CD4 FITC (BD 

Pharmingen) com diluição de 1:75, anti-CD8 Pecy5 (BD Pharmingen) com 

diluição de1:150, anti-CD8 FITC (BD Pharmingen) com diluição de 1:75, anti-

CD25 BIO (BD Pharmingen) com diluição de 1:200, anti-CD62L FITC (BD 

Pharmingen) com diluição de 1:75, anti-CD62L PE (BD Pharmingen) com 

diluição de 1:50.  

6.8 - Analise estatística: Após verificar a normalidade amostral por meio do 

teste de Shapiro-Wilk, através do software IBM SPSS Statistics (IBM), 

utilizamos o teste t Student bilateral, paramétrico, para análise estatística dos 

resultados. Os valores de p<0,05 foram considerados significantes. 
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7 – RESULTADOS 

 

7.1 - ANALISE PARASITEMICA:  

Na análise da parasitemia, notamos que os camundongos das linhagens DBA/1 

infectados com a cepa Colombiana apresentaram pico mais elevado no 29º dia 

de infecção (Figura 1). Os camundongos da linhagem A infectados com a cepa 

Colombiana apresentaram uma curva parasitemica com pico mais elevado no 

27º dia de infecção, negativando após 35º dia. Os camundongos A foram 

tratados a partir do 27º dia, por três dias consecutivos pelo benzonidazol, na 

dose de 100 mg/kg/dia, com o intuito de controlar a carga parasitaria evitando a 

alta mortalidade, com isso ocorreu uma queda na curva parasitemica logo após 

o tratamento. (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Curva parasitêmica da fase aguda da infecção pela cepa 
Colombiana, dos animais das linhagens DBA/1 e A. Foi utilizada a media de 
parasitemia de 5 animais de cada grupo.    
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7.2 - ÍNDICE DE SOBREVIDA: 

A sobrevida dos animais DBA/1 infectados com a cepa Colombiana foi de 90% 

até 80 dias (Figura 2 A). Já os camundongos da linhagem A tiveram uma 

sobrevida de 70%, isso porque todos os animais foram tratados no 27º, 28º e 

29º dia de infecção com Benzonidazol (Figura 2 B).  

 

 

Figura 2- Gráfico da sobrevida dos camundongos DBA/1 (A) e A (B) infectados 
com a cepa Colombiana. 

 

7.3 - ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA: 

7.3.1 - Camundongos das linhagens DBA/1 e A sem infecção: 

Camundongos não infectados, das linhagens DBA/1 (Figura 3 A) e A (Figura 3 

B) foram utilizados como controle dos grupos experimentais.  



49 

 

 

Figura 3: Secções de miocárdio de camundongos sem infecção, com estrutura 
preservada, sem alterações morfológicas, inflamatórias ou degenerativas.      
A) Secção de coração de camundongo da linhagem DBA/1 livre de infecção. B) 
Secção de coração de camundongo da linhagem A sem infecção. 

 

7.3.2 - Linhagem DBA/1: 

Avaliação do processo inflamatório no coração e músculo esquelético foi feito 

em 14 camundongos da linhagem DBA/1 infectados com a cepa Colombiana e 

sacrificados com 1 ano de infecção.  

Foi observado no miocárdio infiltrado inflamatório mononuclear focal (Figura 4 

A) e difuso, variando de discreto a intenso, sendo que 4/14 dos casos 

apresentavam lesões discretas (+), 9/14 dos casos eram moderadas (++) e 

apenas em 1 dos casos apresentou intensa inflamação (+++) (Tabela 1). 

Fibrose intersticial do miocárdio (Figura 4 C, D) variando de discreta a intensa 

foi observado em 12/14 casos analisados. Em alguns casos notamos a 

presença de arteriolite e raros parasitas (Figura 4 B). O músculo esquelético 

apresentou infiltrado inflamatório, variando de discreto a intenso (Figura 4 E), 

sendo que em grande parte dos casos, os infiltrados eram perivasculares, com 
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presença de arteriolite (Figura 4 F). Notamos a presença de mastócitos e 

pouco parasitismo.    

 

Figura 4 - Secções de coração e de músculo esquelético de camundongos da 
linhagem DBA/1 infectados com a cepa Colombiana e sacrificados com 1 ano 
de infecção. A: secções de miocárdio com grande foco inflamatório e 
destruição das fibras cardíacas, H & E - 400X; B: Presença de formas 
amastigotas do T. cruzi  em miocélula cardíaca com reação inflamatórias, H & 
E -  400X; C, D: Densa e difusa fibrose ventricular, H & E -  400X; E: Vista 
panorâmica do músculo esquelético com inflamação focal e difusa, 
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principalmente na região perivascular, H & E -  100X;  F: Músculo esquelético 
com lesão inflamatória peri-vascular e processo de arteriolite, com infiltração da 
média, oclusão da luz vascular e presença de mastócitos, H & E – 400X. 

 

Tabela 1 – Aspecto comparativo entre os estudos histopatológico e sorológico em 
camundongos DBA/1 infectados com a cepa Colombiana e sacrificados com um ano 
de infecção. 
 
 
 Coração        Coração e Musc. Esq. 

Código Inflam. focal / difusa  Fibrose Parasitismo *Sorologia 

D-COL-C/01           ++       ++ +++ Neg. 1:320 
D-COL-C/02            +         + + Neg. 1:640 
D-COL-C/03           ++       ++ ++ Pos. 1:320 
D-COL-C/04           ++         + + Pos. 1:320 
D-COL-C/05             +       ++ ++ Neg. 1:320 
D-COL-C/06         +++       ++ ++ Pos. 1:320 
D-COL-C/07             +       ++ ++ Neg. 1:320 
D-COL-C/08             +         + - Neg. 1:320 
D-COL-C/09            ++       ++ ++ Neg. 1:320 
D-COL-C/10              +         + + Neg. 1:320 
D-COL-C/11            ++       ++ +++ Pos. 1:160 
D-COL-C/12             ++      ++ + Pos. 1:320 
D-COL-C/13              +         - - Neg. 1:160 
D-COL-C/14             ++        + + Pos. 1:160 
* Teste de Imunofluorescência Indireta 
+ = Lesão Discreta; ++ = Lesão Moderada; +++ = Lesão intensa ; - = Sem Lesão 
Pos. = Positivo; Neg. = Negativo 
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7.3.3 - Linhagem A: 

Avaliação do processo inflamatório no coração e músculo esquelético foi feito 

em 21 camundongos da linhagem A infectados com a cepa Colombiana e 

sacrificados com 1 ano de infecção.  

No coração foram vistas lesões inflamatórias focais e difusas com 

predominância de células mononucleares, variando de discretas a intensas. 

Dos 21 casos analisados, 10 apresentaram lesões discretas (+), 8 moderadas 

(++) e 3 lesões intensas (+++) (Tabela 2). As lesões inflamatórias eram mais 

frequentes nas regiões perivasculares (Figura 5 A). Em um dos casos notamos 

a presença de trombose na região atrial. Depósitos colagênicos com 

adensamentos focais (Figura 5 B, C) variando de discreto a intensos estavam 

presentes em 12/21 dos casos analisados. Observamos arteriolite em 6 casos. 

Em apenas 1 caso encontramos parasitismo. No músculo esquelético notamos 

infiltrados inflamatórios focais e difusos variando de moderados a intensos 

comprometendo as fibras musculares (Figura 5 D). Em 15/21 casos analisados 

observamos a presença de arteriolite. Notamos grande quantidade de 

mastócitos espalhado por todo tecido muscular (Figura 5 F) e raros parasitas 

(Figura 5 E).  
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Figura 5 – Secções de coração de camundongos da linhagem A infectados 
com a cepa Colombiana do T. cruzi sacrificados com 1 ano de infecção. A: 
Infiltrado inflamatório mononuclear focal e perivascular, H & E, 400X; B: Área 
focal de destruição de miócitos, com infiltrado inflamatório intersticial e 
substituição por  área de fibrose do miocárdio. H & E, 400X; C: Presença de 
fibrose dissociando as miocélulas cardíacas. H & E, 400X; D: Vista panorâmica 
do músculo esquelético com grande foco inflamatório, destruição das fibras 
musculares e presença de adipócitos.   H & E, 100X; E: Fibra muscular 
destruída por infiltrado inflamatória mononuclear com presença de parasitas. H 
& E, 400X; F: Infiltrado inflamatório perivascular com numerosos mastócitos no 
músculo esquelético. H & E, 400X.    
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Tabela 2 - Aspecto comparativo entre os estudos histopatológico e sorológico em 
camundongos A infectados com a cepa Colombiana e sacrificados com um ano de 
infecção. 
 
 
 Coração       Coração e Musc. Esq. 

Código Inflam. focal / difusa Fibrose Parasitismo *Sorologia 

A-COL-C/01 +         + + Neg. 1:160 
A-COL-C/02 +       ++ - Neg. 1:160 
A-COL-C/03 +++       ++ +++ Neg. 1:320 
A-COL-C/04 ++       ++ +++ Pos. 1:160 
A-COL-C/05 +       ++ ++ Neg. 1:160 
A-COL-C/06 +         + + Pos. 1:80 
A-COL-C/07 ++     +++ + Neg. 1:640 
A-COL-C/08 +         + + Pos. 1:640 
A-COL-C/09 ++       ++ + Pos. 1:1280 
A-COL-C/10 -       ++ - Neg. 1:1280 
A-COL-C/11 +++       ++ + Pos. 1:1280 
A-COL-C/12 +         + + Neg. 1:1280 
A-COL-C/13 +          - - Neg. 1:320 
A-COL-C/14 +         + - Neg. 1:1280 
A-COL-C/15 +       ++ + Neg. 1:320 
A-COL-C/16 +         + - Neg. 1:320 
A-COL-C/17 -         + - Neg. 1:640 
A-COL-C/18 -         + - Pos. 1:640 
A-COL-C/19 ++       ++ + Neg. 1:1280 
A-COL-C/20 -         + - Neg. 1:320 
A-COL-C/21 +       ++ - Neg. 1:160 
* Teste de Imunofluorescência Indireta 
+ = Lesão Discreta; ++ = Lesão Moderada; +++ = Lesão intensa ; - = Sem Lesão 
Pos. = Positivo; Neg. = Negativo 

 

 
 
 
 
Tabela 3: Estudo comparativo entre as linhagens resistentes e susceptíveis quanto 
à intensidade da inflamação, presença de fibrose, parasitismo, sorologia e 
sobrevida. 

 

Linhagem Inflamação 
  +       ++     +++ 

Fibrose 
 

Parasitismo sorologia Sobrevida 

DBA/1 29%    64%   7% 86% 43% 1:160 – 1:640 90% 

A 48%    38%   14% 57% 28,5% 1:80 - 1:1280 70% 

 
 

 
 



55 

 

7.4 - PESQUISA DE ANTÍGENOS PARASITÁRIOS: 

Através da analise de imunohistoquímica, observamos a presença de 

antígenos parasitários em todos os casos analisados. Esses antígenos 

estavam presentes em focos inflamatórios (Figura 6 A), depositados em 

miocélulas cardíacas (Figura 6 B) ou associados à membrana de células 

dendríticas (Figura 6 C, D, E e F).  As células dendríticas intersticiais marcadas 

pelo anticorpo anti-T.cruzi foram vistas no interstício, aderentes à membrana 

basal dos miócitos, tanto no coração dos animais da linhagem DBA/1 (Figura 6 

C,D), quanto nos animais da linhagem A (Figura 6 E, F). A presença de detritos 

parasitários foi visto no interior de células dendríticas, mostrando que essas 

células podem ser facilmente infectadas pelo parasita (Figura 6, D).  
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A) B)

C) D)

E) F)
 

Figura 6 - Secções de coração submetidas à imunohistoquímica pela técnica 
da imuno-peroxidase para demonstração de antígenos do T. cruzi. A: Presença 
de detritos parasitários no citoplasma de macrófagos em foco inflamatório, 
camundongo DBA/1, 1000X; B: Presença de restos parasitários intracelulares 
em miocélula cardíaca, camundongo A, 1000X; C, D: Presença de antígeno 
parasitário associado à membrana de células dendríticas em camundongo 
DBA/1, 1000X; D: Presença de detritos parasitários no interior da célula 
dendrítica. E, F: Presença de antígeno do T. cruzi associado à membrana de 
células dendríticas em camundongo A, 1000X.  
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7.5 - ANÁLISE POR CITOMETRIA:  

7.5.1 – QUANTIFICAÇÃO DE LINFÓCITOS T CD4+ E CD8+:  

Observamos que as populações de células T CD4+ no baço foram 

predominantes nos animais da linhagem DBA/1 (8 milhões), apresentando 

elevada significância estatística quando comparadas com as populações de 

linfócitos T CD8+ (4 milhões) (Figura 7).  Com a infecção notamos um aumento 

da celularidade do baço, contudo as células T CD4+ (19 e 30 milhões, 

respectivamente) continuaram sendo predominantes em relação às células T 

CD8+ (8 e 11 milhões). Nos animais da linhagem A, só encontramos diferença 

estatisticamente significante nos controles normais, que apresentaram 

predominância das células T CD4+ (4 milhões CD4+ e 2 milhões CD8+). Após a 

infecção ocorreu um aumento da celularidade do baço, contudo não houve 

diferença entre as populações CD4+ (12 e 15 milhões) e CD8+ (13 e 14 

milhões).   

 

Figura 7 - Número total de células CD4+ e CD8+ no baço de camundongos 
não infectados e infectados sacrificados com 30 dias e 1 ano de infecção. A) 
Representa o grupo dos camundongos da linhagem DBA/1 e B) Representa o 
grupo dos camundongos da linhagem A. Foram utilizados 3 camundongos por 
grupo experimental nas duas linhagens estudadas. A analise estatística foi 
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realizada com o teste t Student bilateral. Os valores de p<0,05 foram 
considerados significantes. 

 

 

7.5.2 - FREQUÊNCIA DAS POPULAÇÕES DE LINFÓCITOS T: 

A porcentagem de células T CD4+ esplênica dos camundongos DBA/1 não 

infectados (14%), infectados e sacrificados com 30 dias (9%) e um ano de 

infecção (15%) foi maior do que nos camundongos A (9%, 6% e 8%), 

respectivamente (p<0,05) (Figura 8 A).Uma maior porcentagem de linfócitos T 

CD8+ foi observado no baço dos camundongos A não infectados (8%) e 

aqueles sacrificados com 30 dias (6%) e um ano de infecção (8%) comparados 

aos camundongos DBA/1 (5%, 4% e 6%), respectivamente (p<0,05) (Figura 8 

B). Quando observamos o perfil das células inflamatórias no coração, notamos 

que houve um grande aumento da frequência das populações de linfócitos T 

após infecção, contudo não existiram diferenças significantes entre as 

porcentagens de linfócitos T CD4+ e T CD8+ no miocárdio dos camundongos 

DBA/1 e A (Figura 8, C e D). 
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Figura 8 - Porcentagem de linfócitos T CD4+ e CD8+ nos animais das 
linhagens DBA/1 e A, sacrificados com 30 dias e 1 ano de infecção. A) 
Porcentagem das populações CD4+ no baço. B) Porcentagem das populações 
CD8+ no baço. C) Porcentagem das populações CD4+ no coração. D) 
Porcentagem das populações CD8+ no coração. Foram utilizados 3 
camundongos por ponto de eutanásia nas duas linhagens estudadas. A analise 
estatística das populações do baço foi realizada com o teste t Student bilateral. 
Os valores de p<0,05 foram considerados significantes.  

 

7.5.3 - FREQUÊNCIA DA POPULAÇÃO DE CELULAS T CD4+ CD25hi 

Foi constatada a presença de mais células T CD4+CD25hi no baço dos 

camundongos DBA/1 (600 mil) do que nos camundongos A (400 mil), e o 

número absoluto dessas células aumentam no decorrer da infecção (1,5 e 2,7 

milhões nos DBA/1; 800 mil e 1,1 milhões nos A) (Figura 9 A). A porcentagem 
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de células CD4+CD25hi no baço mostrou uma diferença relevante, entre os 

animais não infectados (DBA/1 7% e A 8,5%) e com 30 dias de infecção 

(DBA/1 8,5% e A 6%), predominando nos camundongos DBA1 (Figura 9 B). 

Quando infectados com a cepa Colombiana, notamos que os animais DBA/1 

apresentaram um aumento da expressão de CD4+CD25 hi com 30 dias, que é 

mantido com 1 ano de infecção (Figura 9 B).  

 

 

Figura 9 - Número absoluto (A) e frequência (B) das populações de células T 
CD4+CD25hi no baço de camundongos das linhagens DBA/1 e A, com 30 dias e 
1 ano de infecção. Foram utilizados 3 camundongos por ponto de eutanásia 
nas duas linhagens estudadas. A análise estatística das populações do baço foi 
realizada com o teste t Student bilateral. Os valores de p<0,05 foram 
considerados significantes. 

 

Dados representativos podem ser visualizados através dos dot plots com 

marcação para células CD4+CD25hi no baço, onde notamos que a frequência 

dessas células é modificada com a infecção, aumentando em animais DBA/1, 

enquanto diminuem em animais A, após 30 dias de infecção (Figura 10).   
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Figura 10 - Dados representativos para marcação de populações de células 
CD4+CD25hi do baço de um animal por ponto de eutanásia nas linhagens 
DBA/1 e A, sacrificados com 30 dias e 1 ano de infecção. 

 

Na análise das células inflamatórias do coração, observou-se uma maior 

frequência de células CD25hi na linhagem susceptível A infectada, quando 

comparado à linhagem resistente DBA/1 (Figura 11). Esta diferença é mais 

visível aos 30 dias pós-infecção, mas se mantém também na fase crônica. 
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Figura 11 – Dados representativos para marcação das populações de células 
CD4+CD25hi no infiltrado inflamatório do coração de um animal por ponto de 
eutanásia nas linhagens DBA/1 e A, não infectados e com 30 dias e 1 ano de 
infecção com a cepa Colombiana. 

 

7.5.4 - FREQUÊNCIA DAS POPULAÇÕES DE CÉLULAS DE MEMÓRIA 

EFETORA  

Analisando o fenótipo das populações linfocitárias no baço, notamos que com a 

infecção ocorreu um aumento na frequência de células T de memória efetora 

(CD62L-) nas duas linhagens estudadas (Figura 12). A população de células 

CD8+CD62L- que era predominante na linhagem DBA/1, após a infecção 

passou a ser maior na linhagem A (28%, 55% e 40% nos DBA/1 e 15%, 68% e 

68% nos A) (Figura 12, B).  O CD4+CD62L- só apresentou diferenças 
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estatísticas entre as duas linhagens com 30 dias de infecção, sendo mais 

elevado nos animais A (50% nos DA/1 e 79% nos A) (Figura 12 A). 

 

 

Figura 12 - Porcentagem das células de memória (CD4+CD62L- e CD8+ 
CD62L-) nos animais das linhagens DBA/1 e A, sacrificados com 30 dias e 1 
ano de infecção. A) Porcentagem das populações CD4+CD62L- no baço. B) 
Porcentagem das populações CD8+CD62L- no baço. Foram utilizados 3 
camundongos por ponto de eutanásia nas duas linhagens estudadas.  A 
analise estatística foi realizada com o teste t Student bilateral. Os valores de 
p<0,05 foram considerados significantes. 

 

7.5.5 - CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS DENDRÍTICAS DO BAÇO E 

MIOCÁRDIO 

Os camundongos DBA/1 possuem mais células dendríticas no baço (1,3 

milhões) do que nos animais da linhagem A (300 mil) (Figura 13 A). Após a 

infecção com T. cruzi, notamos um aumento das populações de células 

dendríticas no baço. Essa diferença é mais evidente com um ano de infecção, 

onde é maior nos animais da linhagem DBA/1 (3 milhões nos DBA/1 e 1,6 

milhões nos A) (Figura 13 A). No coração, observamos um aumento da 
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frequência das populações das células dendríticas intersticiais com 30 dias de 

infecção e posterior queda no decorrer da doença, sendo mais evidente nos 

animais da linhagem DBA/1 (2%, 14% e 9% nos DBA/1 e 2%, 9% e 6% nos A) 

(Figura 13, C).  

 

 

Figura 13 - Número absoluto e frequência das populações de células 
dendríticas em animais das linhagens DBA/1 e A, com 30 dias e 1 ano de 
infecção. A) Número absoluto das populações de células dendríticas no baço. 
B) Porcentagem das populações de células dendríticas no baço. C) 
Porcentagem das populações de células dendríticas no coração. Foram 
utilizados 3 camundongos por ponto de eutanásia nas duas linhagens 
estudadas.  A análise estatística foi realizada com o teste t Student bilateral. Os 
valores de p<0,05 foram considerados significantes. 
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7.5.6 - INTENSIDADE DE EXPRESSÃO DO CD80 E CD86 PELAS CÉLULAS 

DENDRÍTICAS  

Não foram observadas no decorrer da infecção, alterações significativas da 

intensidade de fluorescência do CD80 sobre as células dendríticas (CD11c+) 

do baço dos animais nas duas linhagens (Figura 14 A). No coração notamos 

uma maior expressão do CD80 com a infecção, principalmente após 1 ano 

(Figura 14 B). Com relação ao CD86, também não observamos uma expressão 

significante sobre células dendríticas do baço nas duas linhagens estudadas 

(Figura 14 C). No coração notamos que houve um aumento da intensidade de 

fluorescência do CD86 com 30 dias de infecção, e um aumento ainda maior 

após um ano (Figura 14 D).  

 

Figura 14 - Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) do CD80 no baço (A) 
e coração (B) e do CD86 no baço (C) e coração (D) sobre as populações de 
células dendríticas em animais das linhagens DBA/1 e A, com 30 dias e 1 ano 
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de infecção. Foram utilizados 3 camundongos por ponto de eutanásia nas duas 
linhagens estudadas. A analise estatística das populações do baço foi realizada 
com o teste t Student bilateral. Os valores de p<0,05 foram considerados 
significantes. 

 

 

7.5.7 - FREQUÊNCIA DAS CÉLULAS DENDRÍTICAS (CD11c) 

EXPRESSANDO CD40 

Os camundongos sem infecção da linhagem DBA/1 (260 mil) têm mais células 

dendríticas expressando CD40 quando comparados com os da linhagem A 

(125 mil). Após infecção pela cepa Colombiana do T. cruzi ocorreu um aumento 

do número absoluto dessas células nas duas linhagens estudadas (Figura 15 

A). Esse aumento permanece com 1 ano, mas não foi encontrada diferença 

significativa entre as duas linhagens após infecção (Figura 15 A). Quando 

analisamos a frequência da população de células dendríticas expressando 

CD40, só notamos diferenças significativas antes da infecção (0,45% nos 

DBA/1 e 0,25% nos A). Ocorreu uma queda da frequência nos animais DBA/1 

após 30 dias de infecção, restabelecendo com um ano (Figura 15 B). Nos 

animais A observamos um aumento da frequência das células dendríticas 

expressando CD40 com 1 ano de infecção (Figura 15 B). Dados 

representativos podem ser visualizados através dos dot plots com a marcação 

das células dendríticas expressando CD40 e CD80 (Figura 15 C). 
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Figura 15 - Número absoluto e frequência das populações de células 
dendríticas expressando CD40 em animais das linhagens DBA/1 e A, 
sacrificados com 30 dias e 1 ano de infecção. A) Número absoluto das 
populações de células dendríticas expressando CD40 no baço. B) 
Porcentagem das populações de células dendríticas expressando CD40 no 
baço. C) Dot Plots para marcação das de células dendríticas expressando 
CD40 no coração. Foram utilizados 3 camundongos por ponto de eutanásia 
nas duas linhagens estudadas.  A analise estatística das populações do baço 
foi realizada com o teste t Student bilateral. Os valores de p<0,05 foram 
considerados significantes. 
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8 - DISCUSSÃO  

 

Os mecanismos específicos envolvidos na manutenção das diferentes formas 

clínicas da doença de Chagas são muito complexos. Não se sabe explicar 

como alguns indivíduos infectados desenvolvem formas graves da doença e 

outros permanecem assintomáticos ao longo da vida. Acredita-se que essas 

manifestações são consequência de múltiplos fatores ligados ao T. cruzi (cepa, 

virulência, antigenicidade, tropismo, tamanho do inóculo) e ao hospedeiro 

(idade, sexo, raça, perfil da resposta imune) (DIAS, 2000).   

Para compreender os mecanismos envolvidos na resposta inflamatória à 

infecção pelo T. cruzi resolvemos utilizar duas linhagens de camundongos 

isogênicos que, de acordo com ANDRADE e colaboradores (1985), 

apresentam diferentes graus de susceptibilidade à infecção. Camundongos da 

linhagem DBA/1 são mais resistentes apresentando baixa mortalidade quando 

infectados com o T. cruzi, enquanto os camundongos da linhagem A são mais 

susceptíveis à infecção, apresentando alto índice de mortalidade quando 

infectados. 

Após infectarmos com a cepa Colombiana, tratamos os animais A com 

benzonidazol, por 3 dias consecutivos, a partir do 27º dia de infecção, com o 

objetivo de controlar a carga parasitária e evitar uma alta mortalidade. A 

ausência de histopatologia na fase aguda impossibilitou a avaliação das lesões 

inflamatórias no inicio da infecção, contudo os animais A, mesmo sendo 
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tratados por 3 dias consecutivos, apresentaram uma menor sobrevida em 

relação aos camundongos DBA/1 que sobreviveram em torno de 90%. 

 Com um ano de infecção, analisando dados histopatológicos, notamos que a 

maior parte dos camundongos DBA/1 desenvolveu acentuada fibrose na região 

do miocárdio, o que não se reproduziu nos animais da linhagem A.  

Mesmo com uma predominância de lesões moderadas no coração, os animais 

DBA/1 apresentaram uma maior sobrevida. Essa sobrevida pode estar 

relacionada com o perfil das células inflamatórias e reguladoras. As células T 

CD4+ e CD8+ estão envolvidas no controle da carga parasitaria e nas lesões 

teciduais. Animais nude (desprovidos de linfócitos T CD4+ e CD8+) não são 

capazes de controlar a infecção pelo T. cruzi, devido à grande replicação 

parasitária, levando à morte precocemente (KIERSZENBAUM & PIENKOWSKI, 

1979). Alguns pesquisadores acreditam que o padrão de resistência à infecção 

estaria relacionado aos linfócitos T CD4+ (ARAUJO, 1989; DOS SANTOS, et 

al., 1992) outros aos linfócitos T CD8+ (TARLETON, 1990; CARDILLO, et al., 

2007). Nos nossos resultados notamos que os animais resistentes tiveram uma 

maior frequência de células T CD4+ no baço do que nos camundongos 

susceptíveis. Quando observamos a frequência das células T CD8+, 

constatamos predominância nos animais susceptíveis antes e durante a fase 

aguda da infecção. Quando analisamos o coração, constatamos um ligeiro 

aumento da porcentagem de células T CD8+ com 30 dias e 1 ano de infecção 

nos animais DBA/1. Essa mudança do perfil inflamatório no coração pode estar 

correlacionada com a resistência dos camundongos DBA/1 durante a fase 

aguda da infecção pelo T. cruzi. 
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Com a infecção, ocorre a expansão das populações de linfócitos e 

diferenciação em células efetoras. Após o controle da carga parasitária, muitos 

linfócitos antígeno-específicos entram em apoptose, mantendo a homeostasia. 

Uma pequena porção destas células entretanto, se diferencia em células de 

memória, proporcionando uma rápida resposta e imunidade a longo prazo após 

reinfecção (MEIS, et al., 2009). 

Quando analisamos o fenótipo das populações linfocitárias no baço com a 

infecção, observamos que ocorre um aumento na frequência de células T de 

memórias efetora nas duas linhagens estudadas. A população de células 

CD8+CD62L- passou a ser predominante na linhagem A após a infecção. Já as 

células CD4+CD62L- só apresentaram diferenças estatísticas entre as duas 

linhagens com 30 dias de infecção, sendo mais elevado nos animais A. 

As células T CD4+CD25+ suprimem a ativação de ambos os linfócitos T CD4+ e 

CD8+ in vitro (SHEVACH, et al., 2001). A supressão é mediada por uma 

interação celular dependente de contato e independente de citocina. As células 

Treg podem ser geradas no timo ou nos órgão linfoides periféricos, 

principalmente naqueles associados à mucosa (MUCIDA, et al., 2009; TAAMS, 

et al., 2002). Quando ativadas, desempenham funções importantes na 

regulação das respostas imune inata e adaptativa, controlando a magnitude da 

resposta contra antígenos próprios (SAKAGUCHI, 2000 e 2004), antígenos 

exógenos (KRETSCHMER, et al., 2005) e também agentes infecciosos 

(MENDEZ, et al., 2004; HISAEDA, et al., 2004; VITELLI-AVELAR, et al., 2005; 

ARAUJO, et al., 2011).  
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Investigando as células Treg em diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas, VITELLI-AVELAR e colaboradores (2005) demonstraram que os 

indivíduos na forma indeterminada da doença têm uma maior frequência de 

células Treg, quando comparados aos indivíduos na forma cardíaca e com os 

não infectados, sugerindo que a expansão dessas células pode ser benéfica, 

limitando a forte citotoxidade, prevenindo lesões cardíacas, permanecendo os 

pacientes, ao longo da vida, na forma clínica indeterminada. ARAUJO, et al., 

(2007) encontraram resultados semelhantes e concluíram que a IL-10 

produzida pelas células T CD4+CD25hi dos pacientes na forma indeterminada 

parecem reduzir a gravidade da resposta do tipo Th1 à infecção pelo T. cruzi. 

De acordo com ARAUJO, et al., (2007) as células T CD4+CD25hi têm maior 

expressão da FOXP3,  já as células CD4+CD25low e as células CD4+CD25
-
 têm 

baixa expressão desta proteína, em pacientes com doença de Chagas. 

Em nossos resultados, notamos que os camundongos DBA/1 apresentam mais 

células T CD4+CD25hi no baço do que os camundongos A, e que a frequência 

dessas células é modificada com a infecção. Em animais DBA/1 há um 

aumento da proporção de células T CD4+ esplênicas que expressam altos 

níveis de CD25, enquanto esta proporção diminui em animais A, com 30 dias 

de infecção. Tal diferença pode ser devido a uma maior migração destas 

células para os sítios inflamatórios, em resposta ao dano tissular, uma vez que 

sua presença no infiltrado cardíaco é maior em animais A. Por outro lado, a 

maior presença de células CD4+CD25hi no baço de animais DBA/1 

correlaciona-se com uma menor proporção de linfócitos T com fenótipo efetor 

(CD62L-), e esta limitação do estado reativo pode estar favorecendo um 

controle no envio de células efetoras inflamatórias para os tecidos. 
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De acordo com YAMAZAKI, et al., (2003), para a proliferação das células T 

CD4+CD25+, é necessário o contato com as células dendríticas, sendo 

parcialmente dependente da produção de pequenas quantidades de IL-2. A 

capacidade das células dendríticas para expandir as células TCD4+CD25+ 

proporciona um mecanismo adicional para regular a autoimunidade e outras 

respostas imunes indesejáveis (YAMAZAKI, et al., 2006; TARBELL, et al., 

2006). TANG & KRUMMEL (2006), descreveram que as células Tregs limitam a 

ligação das células T CD4+ às células dendríticas, suprimindo a sua 

proliferação e diferenciação. 

As células dendríticas constituem uma população de células heterogêneas 

originadas na medula óssea, sendo encontradas nos tecidos num estágio 

imaturo e respondem a vários quimiotáticos no local da inflamação. Uma vez 

ativada pelos micro-organismos e estímulos inflamatórios, elas capturam e 

processam antígenos, migrando para os órgãos linfoides, onde irão ativar as 

células T naive antígeno – específicas (HART & McKENZIE, 1990). 

Investigando a influência de duas cepas do T. cruzi, que diferem no grau de 

virulência e patogenicidade, sobre as células dendríticas, e a expressão do 

complexo MHC classe II e das moléculas coestimuladoras na capacidade de 

estimular os linfócitos T, ALBA SOTO, et al., (2003) demonstraram que a 

modulação da expressão da molécula de MHC classe II pelas células 

dendríticas intersticiais depende da virulência da cepa do T. cruzi. Cepas mais 

virulentas inibem ou reduzem a expressão dessa molécula na superfície das 

APC, enquanto cepas menos virulentas preservam a maturação das células 

dendríticas, permitindo que o hospedeiro possa melhor controlar a carga 
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parasitária e sobrevida na fase aguda. Na fase crônica da infecção, as células 

dendríticas dos camundongos infectados com a cepa virulenta restauraram os 

níveis do MHC classe II semelhantes aos encontrados nos camundongos 

infectados com a cepa susceptível, obtendo uma elevada regulação da 

expressão de moléculas co-estimuladoras, sugerindo que a imunossupressão 

causada por esta cepa é apenas transitória. Esses resultados sugerem que a 

infecção pelo T. cruzi pode modular a função das células apresentadoras de 

antígenos (APC). 

Em nossos resultados, analisando o número absoluto das células dendríticas, 

observamos que após a infecção com T. cruzi, ocorreu um aumento da 

população dessas células no baço. Essa diferença é mais evidente com um 

ano de infecção, sendo maior nos animais da linhagem DBA/1. A resistência à 

infecção pelo T. cruzi, pode estar relacionada ao fato dos camundongos DBA/1 

possuírem mais células dendríticas no baço do que nos animais da linhagem A, 

o que levaria a uma expansão mais abrangente de linfócitos T antígeno-

específicos e consequentemente a um controle mais eficiente do parasitismo. 

No coração ocorreu um grande aumento das populações das células 

dendríticas intersticiais com 30 dias de infecção, com uma leve predominância 

nos animais da linhagem DBA/1, e posterior redução no decorrer da doença. 

A infecção in vitro de células dendríticas pelo T. cruzi induz uma falha no 

processo de maturação, ocasionando uma baixa expressão das moléculas 

HLA-DR e moléculas co-estimuladora CD40, prejudicando a produção de TNF-

α e IL-12 (OVERTVELT, et al., 1999). 
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A molécula co-estimuladora CD40, expressa pelas células apresentadoras de 

antígenos (dendríticas, macrófagos e linfócitos B), tem um papel central na 

ativação e proliferação de células B e T (MA & CLARK, 2009). A ligação da 

CD40 com a CD40L induz uma mudança na célula dendrítica, tornando-a mais 

eficaz na expressão do MHC de classe II e das moléculas co-estimuladoras 

CD80 e CD86 (CAUX, et al., 1994; PINCHUK, et al., 1994). A redução da 

expressão de moléculas co-estimuladoras sobre as células dendríticas pode 

contribuir na diminuição da sua capacidade de induzir a proliferação das 

células T CD4+ e na geração de células Treg (MA & CLARK, 2009). Em 

camundongos, os níveis de CD40 são utilizados como marcador para distinguir 

células dendríticas ativadas das não ativadas, visto que, a expressão do CD40 

é regulada pelas células dendríticas após encontro com produtos microbianos 

ligados a receptores Toll-like (KAWAI & AKIRA, 2007).  

Em nossos resultados, só constatamos diferença estatística entre as duas 

linhagens estudadas, nos animais sem infecção, onde os camundongos DBA/1 

têm mais células dendríticas expressando CD40. Após infecção pela cepa 

Colombiana do T. cruzi ocorreu um aumento do número absoluto dessas 

células, com 30 dias e 1 ano, nas duas linhagens estudadas. Analisando a 

frequência da população de células dendríticas expressando CD40, 

observamos uma queda nos animais DBA/1 após 30 dias de infecção, 

possivelmente devido a uma diluição em decorrência da expansão policlonal de 

linfócitos T naquele órgão.  

Estudando o perfil de moléculas co-estimuladoras e a expressão de citocinas 

pelas APCs de camundongos resistentes (C57BL/6) ou suscetíveis (BALB/c) à 
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infecção pelo T. cruzi, PLANELLES, et al., (2003), detectaram uma elevada 

expressão de citocinas IL-12 e TNF-α em macrófagos peritoneais de 

camundongos C57BL/6 infectados, o que não foi observado nos macrófagos 

dos camundongos BALB/c. Detectaram também uma diminuição na taxa de 

expressão das moléculas CD40 e CD86 apenas nos macrófagos e nas células 

dendríticas dos camundongos susceptíveis à infecção.  

No decorrer da infecção, não foram observadas no baço dos camundongos 

DBA/1 e A, alterações significativas da intensidade de fluorescência do CD80 e 

do CD86 sobre as células dendríticas. No coração notamos uma maior 

expressão do CD80 e CD86 com 30 dias de infecção, e posteriormente com 1 

ano. Neste órgão foi observado também, aos 30 dias, uma ligeira tendência ao 

aumento na expressão de CD86 em animais DBA/1 quando comparado a 

animais A. O inverso foi observado com 1 ano pós-infecção. 

A persistência das lesões inflamatórias na fase crônica da doença pode estar 

correlacionada com a apresentação de antígenos do T. cruzi capturados pelas 

células dendríticas. A presença de antígenos parasitários foi anteriormente 

detectada na superfície de células dendríticas intersticiais, através da 

imunohistoquímica, na miocardite da fase aguda e crônica de cães tratados 

com Ciclofosfamida em baixas doses, na forma indeterminada da infecção 

(ANDRADE, et al., 2000). Posteriormente, no modelo do camundongo 

(PORTELLA & ANDRADE, 2009) observaram a presença desses antígenos 

nas células dendríticas intersticiais do miocárdio e que o decréscimo da 

inflamação por causa do tratamento com benzonidazol foi proporcional ao 

número de células dendríticas, confirmando a hipótese de que as mesmas 
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participam na manutenção das lesões cardíacas na fase crônica da doença de 

Chagas. Através da analise de imunohistoquímica, encontramos resultados 

semelhantes, onde os antígenos do T. cruzi estavam presentes em focos 

inflamatórios, depositados em miocélulas cardíacas integras ou associados à 

membrana de células dendríticas, nas duas linhagens de camundongo 

utilizadas. As células dendríticas intersticiais do miocárdio (CDIs) são 

identificadas pela sua localização e sua morfologia peculiar, com aspecto 

alongado, com citoplasma compacto, núcleo central arredondado e dois ou três 

prolongamentos citoplasmáticos finos, localizadas no interstício e aderentes à 

membrana do miócito cardíaco (ANDRADE, et al., 2000). Detectamos também 

a presença de detritos parasitários no interior de células dendríticas, mostrando 

que essas células podem ser facilmente infectadas pelo parasita.  

Os resultados do presente trabalho corroboram com o papel das células 

dendríticas e das células T CD4+CD25hi na miocardite aguda e crônica da 

doença de Chagas. As células T CD4+CD25hi provavelmente participam do 

controle do  potente efeito patológico da resposta efetora durante a infecção e 

as células dendríticas na ativação e proliferação dos linfócitos CD4+, 

permitindo que o hospedeiro possa melhor controlar a carga parasitária e uma 

maior sobrevida a fase aguda.  

A resistência dos camundongos DBA/1 e a susceptibilidade dos camundongos 

A, à infecção pelo T. cruzi, esta relacionada ao perfil da resposta inflamatória 

desenvolvida no decorrer da doença.   
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9 - CONCLUSÕES 

 

1- Os camundongos da linhagem DBA/1 são mais resistentes à infecção 

pela cepa Colombiana do T. cruzi do que os da linhagem A, embora 

apresentem lesões inflamatórias mais acentuadas na fase crônica da 

infecção.  

 

2- A manutenção das lesões cardíacas na fase crônica da doença de 

Chagas pode estar correlacionada com a apresentação de antígenos do 

T. cruzi capturados pelas células dendríticas intersticiais do miocárdio. 

 

3- A diferença do perfil de células inflamatórias entre as duas linhagens 

estudadas, pode influenciar na resistência dos camundongos DBA/1 à 

infecção pelo T. cruzi. 

 

4- A elevada expansão de linfócitos T CD4+ pode estar correlacionado a 

maior resistência dos camundongos DBA/1 à infecção pela cepa 

Colombiana do T. cruzi.  

 

5- A resistência à infecção pelo T. cruzi, está associada a um número maior 

de células dendríticas no baço e a uma quantidade ligeiramente 

aumentada no coração dos camundongos DBA/1, o que pode estar 

provocando uma expansão mais abrangente de linfócitos T CD4+ nesses 

animais.  
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6- A diferença de susceptibilidade entre as linhagens DBA/1 e A não está 

relacionado a alterações da expressão das moléculas co-estimuladoras 

CD80, CD86 e CD40 por células dendríticas (CD11chi) destes animais. 

 

7- O aumento das células T CD4+CD25hi no baço dos camundongos da 

linhagem DBA/1  correlaciona-se a uma menor proporção de células T 

com fenótipo efetor nesta linhagem. 
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