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RESUMO 
 

Considerando a eficácia da rapamicina em aumentar a expectativa de vida e 

de saúde, reduzindo o declínio imunológico dependente do envelhecimento, 

comparamos a evolução da infecção por Trypanosoma cruzi e miocardite aguda em 

camundongos jovens e idosos não tratados e cronicamente tratados com esta droga. 

Cinco grupos de animais foram investigados: jovens não infectados e infectados, 

idosos não infectados e infectados com Trypanosoma cruzi não tratados e tratados 

com rapamicina (4 mg / kg a cada 3 dias) da 8ª à 96ª semanas de idade. Sete dias 

após o último tratamento, camundongos idosos foram inoculados com T. cruzi. Os 

animais jovens foram infectados com 8 semanas de idade. Camundongos idosos não 

tratados exibiram aumento de parasitemia, carga parasitária e miocardite, que foram 

associados à diminuição de níveis plasmáticos de IL-2, IL-6, IFN-γ, TNF, 

imunoglobulina anti-T. cruzi (IgG total, IgG1 e IgG2a), expressão do gene da óxido 

nítrico-sintase induzida (iNOS) e produção cardíaca de óxido nítrico (NO), bem como 

aumento da expressão do gene da Arginase-1 e atividade da arginase (ARG) em 

comparação com animais jovens. Esses parâmetros melhoraram em camundongos 

idosos pré-tratados com rapamicina, que exibiram um melhor controle parasitológico, 

reduziram a inflamação cardíaca e danos microestruturais. Essas respostas foram 

associadas a um melhor equilíbrio entre os efetores Th1 e Th2, semelhante ao 

observado em animais jovens, incluindo uma ativação melhorada de citocinas Th1 e 

a via do iNOS que aumenta a biossíntese de NO, contrariando a ativação 

predominante da via da arginase em animais idosos não tratados. Assim, nossos 

resultados sugerem que o pré-tratamento crônico com rapamicina pode reduzir a 

imunossenescência em camundongos, contribuindo para prolongar a resistência ao 

parasita e reduzir a miocardite aguda em hospedeiro idoso infectado por T. cruzi. 

 

Palavras-chave: Envelhecimento; Doença de Chagas; Patologia cardiovascular; 

Gerontologia experimental; Parasitologia experimental. 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
ABSTRACT 

 
 

Considering the efficacy of rapamycin in increasing lifespan and healthspan, 

attenuating the aging-dependent immunological decline, we compared the evolution of 

Trypanosoma cruzi infection and acute myocarditis in young and elderly mice 

untreated and chronically treated with this drug. Five animal groups were investigated: 

young uninfected and infected, elderly uninfected and infected with Trypanosoma cruzi 

untreated and treated with rapamycin (4 mg/kg every 3 days) from the 8th to the 96th 

week of age. Seven days after the last treatment, elderly mice were inoculated with T. 

cruzi. Young animals were infected at 8-weeks-old. Untreated elderly mice exhibited 

increase parasitemia, parasite load and myocarditis, which were associated to plasma 

levels down-regulation of IL-2, IL-6, IFN-γ, TNF, anti-T. cruzi immunoglobulin G (IgG) 

total, IgG1 and IgG2a, inducible nitric oxide synthase (iNOS) gene expression and 

nitric oxide (NO) cardiac production, as well as upregulation in Arginase-1 gene 

expression and arginase activity (ARG) compared to young animals. These 

parameters were improved in rapamycin-pretreated elderly mice, which exhibited a 

better parasitological control, reduced heart inflammation and microstructural damage. 

These responses were associated with a better balance between Th1 and Th2 

effectors similar to that observed in young animals, including an improved activation of 

Th1 cytokines and the iNOS pathway that positively regulates NO biosynthesis, 

contradicting the predominant activation of the arginase pathway in untreated elderly 

animals. Thus, our findings suggest that chronic pretreatment with rapamycin can 

attenuate immunosenescence in mice, contributing to prolong parasite resistance and 

attenuate acute myocarditis in elderly host challenged by T. cruzi. 

 

Keywords: Aging; Chagas disease; Cardiovascular pathology; Experimental 

gerontology; Experimental parasitology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A atividade do sistema imunológico depende da idade e tem sido associada à 

longevidade (SIMON et al., 2015; CSABA, 2019). 

Ao longo dos ciclos de vida, o sistema imunológico é menos eficaz nos 

extremos da idade (SIMON et al., 2015; MÜLLER; PAWELEC, 2016), variação que 

está diretamente associada à imaturidade fenotípica observada no período pós-natal 

imediato (BASHA et al., 2014; TSAFARAS et al., 2020) e à deterioração celular e 

molecular na senescência (SIMON et al., 2015; BARBÉ-TUANA et al., 2020).  

Com o evoluir do envelhecimento, esse declínio da atividade do sistema 

imunológico, caracterizado como imunossenescência, manifesta-se em redução 

gradual na variabilidade fenotípica morfofuncional e diminuição de respostas celulares 

e humorais inatas e adaptativas a novos antígenos (SIMON et al., 2015; BARBÉ-

TUANA et al., 2020).  

Como esperado, esse processo está diretamente envolvido no aumento da 

propensão de organismos idosos a doenças infecciosas, os quais frequentemente 

desenvolvem manifestações clínicas atípicas, são menos responsivos ao tratamento, 

e exibem taxas de gravidade e mortalidade mais altas (GINALDI et al., 2001; 

GAVAZZI; KRAUSE, 2002; SANTORO et al., 2021). 

 Embora estudos anteriores demonstrem o aumento da sensibilidade de 

organismos idosos a infecções por fungos, bactérias e vírus (HOF, 2010; OH et al., 

2019; CHEBIB et al., 2021), a relação entre envelhecimento, imunossenescência e 

doenças parasitárias ainda é mal entendida. Nesse sentido, as limitadas evidências 

disponíveis sugerem que a imunossenescência está associada à diminuição da 

diversidade e amplitude dos mecanismos de defesa contra parasitas helmintos 

(ABDOLI; ARDAKANI, 2020) e protozoários (ADAM et al., 2003; FELIZARDO et al., 

2018a, 2018b). Consequentemente, a maior vulnerabilidade ao parasitismo parece 

estar ligada à diminuição do reconhecimento do antígeno, redução da ativação de 

leucócitos e desequilíbrio na polarização dos fenótipos imunológicos Th1 e Th2 

(ADAM et al., 2003; FELIZARDO et al., 2018a, 2018b) que modulam a resistência e 

suscetibilidade do hospedeiro a infecções sistêmicas como a malária (PEREZ-

MAZLIAH; LANGHORNE, 2015), leishmaniose (NYLÉN; GAUTAM, 2010), e doença 

de Chagas (FELIZARDO et al., 2018b; CRISTOVÃO-SILVA et al., 2021). 
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 Considerando que a resposta imune é a principal linha de defesa contra 

doenças infecciosas (BEN-YEHUDA; WEKSLER, 1992; TAYLOR et al., 2015), 

estratégias que reduzam os mecanismos de deterioração celular e humoral 

associados à imunossenescência podem se tornar relevantes no sentido de aumentar 

a resistência do hospedeiro a doenças parasitárias. Como o tratamento etiológico das 

infecções parasitárias é a atual lógica médica dominante, tratar o hospedeiro sem 

focar diretamente no patógeno representa uma mudança de paradigma estimulante e 

desafiadora a ser almejada. Nesse sentido, estudos anteriores relataram que a 

rapamicina, substância inibidora da via m-TOR, pode prolongar a expectativa de vida 

e atrasar o início dos distúrbios relacionados com a idade em várias espécies animais, 

incluindo a imunossenescência em mamíferos (MANNICK et al., 2014; WALTERS; 

COX, 2018). Assim, a evidência de que rapálogos também podem reverter o declínio 

imunológico relacionado à idade em ratos e humanos e prevenir doenças relacionadas 

ao envelhecimento (CHEN et al., 2009; MANNICK et al., 2018) levanta uma 

perspectiva terapêutica excitante que permanece inexplorada, visando ao aumento da 

resistência do hospedeiro idoso a infecções parasitárias. 

 Estudos anteriores identificaram que a via m-TOR do hospedeiro está envolvida 

na replicação, crescimento e diferenciação do tripanossoma (RASHIDI et al., 2021), 

bem como no desequilíbrio molecular em cardiomiócitos infectados com Trypanosoma 

cruzi (LIBISCH et al., 2018). Além disso, a rapamicina provou ser eficaz em 

desencadear a ativação do inflamassoma e a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) in vitro, estimulando a diferenciação de um macrófago de fenótipo 

prejudicial à replicação do T. cruzi (ROJAS MÁRQUEZ et al., 2018). In vivo, a 

rapamicina também melhora a resposta de linfócitos T CD8+ efetores e de memória, 

induzidos por imunização com antígenos de T. cruzi, determinando 100% de 

sobrevivência celular em comparação com 42% em animais não tratados com a 

substância (MORASCHI et al., 2021). Apesar de não possuir impacto antiparasitário 

direto e evidente, efeitos anti-inflamatórios e cardioprotetores foram identificados em 

animais infectados com T. cruzi que receberam rapamicina, sugerindo uma potencial 

relevância deste medicamento no manejo da cardiomiopatia chagásica aguda 

(DUQUE et al., 2020). 

 Particularmente, a evidência in vivo utilizando modelos experimentais de 

infecção parasitária é limitada e baseada na administração da rapamicina 

concomitante com a infecção com T. cruzi (DUQUE et al., 2020). Assim, o impacto 
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desta droga na atenuação da imunossenescência e no equilíbrio entre resistência e 

suscetibilidade a infecções parasitárias, incluindo a doença de Chagas, permanece 

desconhecido.  
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2 OBJETIVOS 

 

 O principal objetivo da nossa pesquisa é avaliar o desenvolvimento da infecção 

com T. cruzi e a miocardite aguda em animais suscetíveis à infecção. 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Comparar o desenvolvimento da infecção com T. cruzi e a miocardite aguda 

em camundongos jovens infectados em relação a camundongos idosos infectados 

não tratados e cronicamente pré-tratados com rapamicina, modelo que utilizamos na 

nossa pesquisa e que difere de outros modelos pelo tratamento prévio à infecção. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Seleção e análise de alguns parâmetros que representam o parasitismo, a 

lesão miocárdica e os elementos do sistema de defesa do hospedeiro: 

a) nível de parasitismo no sangue e a carga parasitária cardíaca; 

b) imunoensaio de citocinas (IL, IFN- e TNF) para avaliar a imunidade celular; 

c) imunoensaio de anticorpos (IgG) para avaliar a imunidade humoral; 

d) análise histopatológica da microestrutura do coração; 

e) ensaio de mieloperoxidase e N-acetil-β-D-glucosaminidase para avaliação 

do influxo de neutrófilos e macrófagos, respectivamente, nos cardiomiócitos; 

f) imunoensaio do peptídeo natriurético atrial (ANP), da expressão gênica da 

óxido nítrico-sintase induzida (iNOS) e da arginase-1, do óxido nítrico (NO) 

e da atividade da arginase (ARG) para avaliar o grau de lesão miocárdica na 

doença de Chagas. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Animais e aprovação ética 

 

Foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem C57BL/6, pesando 

28,05 ± 3,77 g, aleatoriamente divididos em 5 grupos com 8 animais em cada um:  

Grupo YU: camundongo jovem não infectado; 

Grupo YI: camundongo jovem infectado; 

Grupo AU: camundongo idoso não infectado; 

Grupo AI: camundongo idoso infectado não tratado; 

Grupo AIT: camundongo idoso infectado tratado com rapamicina.  

Camundongos idosos com 96 semanas de idade (HAGAN, 2017) e jovens com 

8 semanas (ROGGERO et al., 2002; HAGAN, 2017) foram mantidos em condições de 

umidade (55 a 65%) e temperatura (21º ± 2º C) controladas e ciclos claro / escuro de 

12h / 12h. Ração comercial para roedores e água foram fornecidos à vontade. O 

Comitê de Ética Institucional para Animais de Experimentação da UNIFAL-MG 

aprovou o estudo (protocolo 48/2017). 

 

3.2 Tratamento com rapamicina 

 

A rapamicina (Pfizer Inc., New York, NY, EUA) foi reconstituída na dose de 4 

mg / ml em etanol e, em seguida, diluída em 5% PEG-400 / Tween-80 (w / v) (Merk & 

Co., Kenilworth, NJ, EUA). Os camundongos tratados (grupo AIT) receberam a dose 

de 8 mg / kg / semana, dividida em duas injeções intraperitoneais de 4 mg / kg com 

intervalo de 3 dias na semana. A dose de 4 mg / kg rapamicina foi selecionada devido 

à sua eficácia em restaurar a função imunológica e aumentar a resistência à infecção 

pelo vírus da influenza em camundongos idosos (CHEN et al., 2009). O tratamento foi 

administrado da 8ª à 96ª semana de idade nos animais idosos do grupo AIT.  

 

3.3 Infecção com T. cruzi 

 

 Para garantir a eliminação completa da rapamicina do organismo do hospedeiro 

(ARRIOLA APELO et al., 2016) e evitar o efeito direto do medicamento na infecção 

(DUQUE et al., 2020), os animais idosos tratados (grupo AIT) foram infectados com 
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T. cruzi somente 7 dias após a administração da última dose do medicamento. Neste 

momento, animais jovens (grupo YI) e idosos não tratados (grupo AI) foram 

simultaneamente infectados. Todos os animais infectados foram inoculados 

intraperitonealmente com uma dose única de 5.000 tripomastigotas sanguíneos da 

cepa Y virulenta de T. cruzi, e a infecção foi acompanhada durante 16 dias 

(FELIZARDO et al., 2018b). Este período foi adotado considerando aspectos éticos, 

evitando-se a fraqueza excessiva e a deliberada letalidade do animal devidas ao 

agravamento amplamente reconhecido da infecção em camundongos (OLFERT; 

GODSON, 2000). Após 24 h, os animais, sob anestesia (150 mg / kg de cetamina e 

16 mg / kg de xilazina), foram sacrificados por punção cardíaca (MENDONÇA et al., 

2020a). O sangue periférico e o coração foram coletados e usados para análises 

molecular, imunológica, bioquímica e microestrutural (NOVAES et al., 2018). 

 

3.4. Parasitismo no sangue 

 

O parasitismo sanguíneo foi avaliado diariamente até 16 dias após a inoculação 

do T. cruzi, período em que a parasitemia é patente (FELIZARDO et al., 2018b; 

DUQUE et al., 2020). O número de tripomastigotas circulantes foi quantificado usando 

o método morfológico clássico e direto (BRENER, 1962), o qual consiste, 

resumidamente, na retirada de amostras de sangue periférico de 5 μl, coletadas da 

veia da cauda do camundongo, mecanicamente distendidas em lâminas de vidro 

histológicas e observadas em microscópio convencional de campo claro (Axioscope 

A1, Carl Zeiss, Jena, Alemanha). A distribuição volumétrica de tripomastigotas foi 

calculada pelo número de parasitas contados em 50 campos microscópicos não 

coincidentes, visualizados com aumento de 400 X (NOVAES et al., 2018). A curva de 

parasitemia de todos os grupos infectados foi registrada diariamente durante todo o 

período de infecção e parâmetros como o período pré-patente, parasitemia média, 

pico de parasitemia e o tempo da queda da parasitemia foram calculados. Animais de 

controle (grupos YU e AU) foram submetidos aos mesmos procedimentos para simular 

o estresse experimental e confirmar a ausência de infecção (FELIZARDO et al., 

2018b). 
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3.5 Carga parasitária cardíaca 

 

O método baseado na PCR de transcrição reversa quantitativa em tempo real 

(RT-qPCR) foi usado para determinar a carga parasitária a partir da quantificação do 

DNA do T. cruzi em amostras de miocárdio (MENDONÇA et al., 2020a). Nesta técnica, 

o DNA genômico foi extraído das amostras usando um kit comercial de purificação de 

DNA (Promega, São Paulo, SP, Brasil), seguindo um protocolo validado (CALDAS et 

al., 2012). A pureza e integridade do DNA foram analisadas por espectrofotometria 

(GeneQuant, Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) e a concentração de DNA foi 

ajustada para 25 ng / μl. Todas as reações foram padronizadas para um volume de 

10 μl, contendo 50 ng de DNA genômico, 5 μl de SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) e 0,35 μM de iniciadores de DNA de T. cruzi 

ou 0,5 μM de iniciadores de TNF murino.  

O ensaio molecular foi desenvolvido seguindo condições analíticas (tempo, 

temperatura e ciclos) descritas e validadas (SANTOS et al., 2015). Uma curva padrão 

foi obtida para microplacas reativas de poliestireno com 96 poços, e cada placa 

apresentou dois controles negativos com iniciadores T. cruzi-específicos ou 

camundongo-específicos sem DNA e com DNA de tecido de animais não infectados.  

Os valores médios quantificados para o DNA do T. cruzi foram normalizados 

como segue:  

 

            DNA médio de T. cruzi 

Valor normalizado =                                              X 1000 

          DNA médio de TNF 

 

onde 1000 corresponde à concentração esperada de TNF em amostras de coração 

com 30 mg.  

 

3.6 Imunoensaio de imunoglobulinas anti-T. cruzi 

 

Amostras de sangue contendo 400 μl, coletadas da veia da cauda dos 

camundongos, foram tratadas com 5 μl de heparina, centrifugadas por 15 min a 12.000 

g, e o plasma coletado para imunoensaio de imunoglobulinas e citocinas. Os 

anticorpos anti-T. cruzi foram quantificados por imunoabsorção enzimática (ELISA) 
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(GONÇALVES-SANTOS et al., 2019). Para tal, microplacas reativas de poliestireno 

com 96 poços foram sensibilizadas com antígenos totais de T. cruzi (cepa Y), obtidos 

por extração alcalina, e incubados com o plasma de cada animal. Anticorpos anti-

camundongo conjugados com peroxidase anti-imunoglobulina G total (IgG), anti-IgG1, 

IgG2a e IgG2b foram aplicados nos poços pré-sensibilizados (Bethyl Laboratories, 

Montgomery, TX, EUA). Após tratamento com o substrato O-fenilenodiamina, a reação 

foi interrompida com 100 μl de HCl (2 mol / L) e a densidade óptica foi lida por 

espectrofotometria a 490 nm (Anthos Zenyth 200, Biochrom, Cambridge, Reino 

Unido). 

 

3.7 Imunoensaio de citocinas 

 

Os níveis plasmáticos de citocinas foram analisados em citômetro de fluxo 

FACSVerse usando um kit de matriz citométrica específico para camundongos e 

seguindo as instruções do fabricante (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). As 

citocinas interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-

10 (IL-10), interleucina-17 (IL-17), fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-gama 

(IFN-γ) foram medidas. Curvas padrão foram montadas para todas as citocinas, em 

concentrações variando de 20 a 5000 pg / ml. Amostras de plasma de camundongos 

não infectados foram usadas como controle negativo (MENDONÇA et al., 2020a). 

 

3.8 Análise microestrutural do coração 

 

Fragmentos de coração foram fixados em formalina a 10% (pH = 7,2 / 0,1 M) 

por 18 h, embebidos em metacrilato de glicol e seccionados em fatias de 3 μm de 

espessura usando um micrótomo rotativo com facas de vidro (Leica Biosystems, 

Wetzlar, Alemanha). Duas lâminas histológicas com seis seções de coração em cada 

uma foram obtidas para cada animal. Um protocolo foi adotado para evitar a análise 

da mesma área histológica (MENDONÇA et al., 2020), no qual 1 em cada 30 seções 

foram coletadas e utilizadas na análise morfológica. Os cortes foram corados com 

hematoxilina e eosina a 60º C e montados com Entellan (Merck Millipore, Kenilworth, 

NJ, EUA). Para cada seção histológica, cinco campos histológicos aleatórios não 

coincidentes foram examinados em microscópio convencional de campo claro com 
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aumento de 400 X (Axioscope A1, Carl Zeiss, Alemanha) (SOUZA-SILVA et al., 2020), 

com um total de 60 campos histológicos aleatórios submetidos à análise. 

A análise histopatológica foi feita pela comparação das características 

microscópicas do miocárdio entre animais controle e infectados, considerando os 

seguintes aspectos (NOVAES et al., 2016):  

(i) infiltrado inflamatório;  

(ii) distribuição e organização do parênquima e estroma do coração; 

(iii) morfologia e distribuição de cardiomiócitos, vasos sanguíneos e células 

intersticiais;  

(iv) presença de cardiomiólise e mionecrose;  

(v) fibrose do tecido;  

(vi) distribuição de ninhos de T. cruzi.  

A miocardite foi abordada quantitativamente usando princípios estereológicos 

(NOVAES et al., 2013). Deste modo, a celularidade do tecido por área histológica 

examinada (QAinc) foi determinada pela seguinte fórmula:  

 

Σint 

QAinc = 

At 

 

onde Σint é o somatório do número de núcleos de células intersticiais / inflamatórias, 

e At é a dimensão da área-teste (25 × 103 μm2). 

A extensão da remodelação microestrutural do parênquima e estroma do 

coração foi avaliada determinando-se a densidade de volume (Vv %) ocupada por 

cardiomiócitos (V) e tecido conectivo (v) (NOVAES et al., 2013). Esses parâmetros 

foram estimados por contagem de pontos de acordo com a fórmula estereológica: 

 

   ΣP 

    Vv =  

  ΣPT 

 

onde ΣP é o somatório do número de pontos que atingiu a estrutura de interesse 

(cardiomiócitos ou tecido conjuntivo) e ΣPT é o número de pontos testados. Um 

sistema-padrão de teste com 42 pontos equidistantes delimitados numa área-teste de 

1,38 × 104 μm2 foi usado. Todas as análises estereológicas foram realizadas por meio 
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do software de análise de imagem Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver 

Spring, MD, EUA) (RODRIGUES et al., 2017). 

 

3.9 Ensaio de N-acetil-β-D-glucosaminidase e mieloperoxidase 

 

O influxo cardíaco de macrófagos foi avaliado a partir da atividade da N-acetil-

β-D-glucosaminidase (NAG) (MENDONÇA et al., 2020a), enzima lisossômica que se 

encontra aumentada em monócitos / macrófagos ativados e recrutados para áreas 

inflamadas (GUEDES-DA-SILVA et al., 2015). A atividade desta enzima foi medida 

em preparado homogeneizado de coração a partir de um kit colorimétrico comercial 

de acordo com as instruções do fabricante (Abcam, Cambridge, UK). Este ensaio usou 

um derivado sintético de p-nitrofenol (R-pNP) como substrato da enzima, que libera 

pNP, que foi medido por espectrofotometria a 400 nm (Anthos Zenyth 200, Biochrom, 

Cambridge, Reino Unido). 

O influxo cardíaco de neutrófilos foi estimado pela quantificação da atividade 

da mieloperoxidase (MPO) (MENDONÇA et al., 2020a; GUEDES-DA-SILVA et al., 

2015). Os sedimentos, após a retirada do plasma para o imunoensaio de citocinas, 

imunoglobulinas e ANP, foram pesados, homogeneizados em tampão de pH 4,7 (0,02 

M Na3PO4, 0,015 M Na2-EDTA e NaCl 0,1 M) e centrifugados a 12.000 g, a 4º C por 

10 minutos; foram então suspensos em solução de hexa-1,6-bisdeciltrimetilamônio 

brometo a 0,5%, preparada em tampão de fosfato de sódio 0,05 M (pH 5,4) e esta 

mistura foi tratada com uma solução de reagente contendo peróxido de hidrogênio 

(H2O2) 0,3 mM, preparada em tampão de fosfato de sódio (pH 6,0), e 1,6 mM de 3,3′-

5,5′-tetrametilbenzidina, dissolvida em dimetilsulfóxido (DMSO). A atividade da 

mieloperoxidase foi medida por espectrofotometria a 400 nm (Anthos Zenyth 200, 

Biochrom, Cambridge, UK). 

 

3.10 imunoensaio do peptídeo natriurético atrial 

 

O peptídeo natriurético atrial murino (ANP) foi quantificado usando um kit ELISA 

comercial seguindo as instruções do fabricante (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, 

EUA) (JIANG et al., 2019). As mesmas amostras de plasma usadas para quantificar 

citocinas e imunoglobulinas foram usadas para medir os níveis circulantes de ANP. 

As densidades ópticas das reações foram medidas por espectrofotometria a 450 nm 
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(Anthos Zenyth 200; Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os resultados de ANP 

foram calculados a partir de uma curva padrão baseada em proteína recombinante, 

variando de 0,1-1000 pg / ml. 

 

3.11 Expressão da óxido nítrico-sintase induzida e da arginase-1 

 

A expressão dos genes da óxido nítrico-sintase induzida (iNOS) e da Arginase-

1 foi determinada em amostras de miocárdio pela reação quantitativa da cadeia da 

polimerase (qPCR) (FELIZARDO et al., 2018b). O DNA complementar foi obtido a 

partir de mRNA usando um kit molecular de transcrição reversa de acordo com as 

instruções do fabricante (Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, EUA). Iniciadores 

validados para os genes da iNOS e da Arginase-1 foram usados (Thermo Fisher 

Scientific Waltham, MA, EUA). A expressão da gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) foi usada como controle endógeno. Os resultados da expressão genômica 

de iNOS e ARG-1 foram padronizados pela expressão de GAPDH. 

 

3.12 Ensaio de óxido nítrico 

 

Os níveis de óxido nítrico (NO) nos tecidos foram estimados a partir da 

quantificação da relação nitrito / nitrato (NO2- / NO3-) em preparado homogeneizado 

de coração (MENDONÇA et al., 2020a). Para isso, um kit bioquímico comercial foi 

usado de acordo com as instruções do fabricante (EMNSO, ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA). Este ensaio colorimétrico foi baseado na reação de Griess, que 

usa a enzima nitrato-redutase para catalisar a reação que converte nitrato em nitrito, 

na qual o nitrito é detectado como um metabólito nitrogenado colorido produzido a 

partir da reação. A densidade óptica foi lida por espectrofotometria a 540 nm (Anthos 

Zenyth 200; Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os valores de detecção variaram de 

0 a 100 μM, e a sensibilidade do ensaio foi de 0,222 μM para o nitrito e de 0,625 μM 

para o nitrato. 

 

3.13 Ensaio da atividade da arginase 

 

A atividade da arginase (ARG) cardíaca foi medida conforme relatado 

anteriormente (RODRIGUES et al., 2017). Amostras de coração foram 
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homogeneizadas em tampão Tris-HCl 50 mM (pH = 7,5), tratadas com Triton X-100 

0,1%, agitadas em vórtice por 10 min e centrifugadas a 3000 g. A atividade da ARG 

foi medida seguindo um protocolo bioquímico (MUNDER et al.,1998; HESSE et al., 

2001). Resumidamente, sua atividade foi iniciada por aquecimento de amostras de 

preparado homogeneizado de coração dissolvidas em 10 mM MnCl2 a 56º C por 10 

min. A clivagem da arginina foi monitorada por 15-120 min a 37º C e pH = 9,7 após a 

adição de 0,05 M de L-arginina à mistura do homogeneizado. A reação foi interrompida 

por uma solução contendo H2O / H3PO4 / H2SO4 (7/3/1, v / v / v). A atividade da 

arginase (ARG) foi estimada considerando a formação de 1 mM de ureia por min, 

medida por espectrofotometria a 540 nm, após a adição de 4 mL de α-

isonitrosopropiofenona e aquecimento a 95º C por 30 min (RODRIGUES et al., 2017). 
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4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os avaliadores foram cegos para a coleta e análise de dados. Os resultados 

foram relatados como valores relativos (%), média e desvio padrão (S.D.) ou mediana 

e intervalo interquartil. A distribuição de dados foi verificada pelo teste de D'Agostino-

Pearson.  

Os dados paramétricos foram comparados entre grupos pela análise de 

variância unilateral (unilateral ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Student 

Newman-Keuls para múltiplas comparações.  

Os dados não paramétricos foram comparados pelo teste de postos de Kruskal-

Wallis (análise unilateral de variância de um fator em postos) seguido pelo teste 

Student Newman-Keuls. Todas as comparações com valor P≤0,05 (nível de confiança 

de 95%) foram consideradas estatisticamente significativas. 
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5 RESULTADOS 

 

A infecção foi confirmada microscopicamente em todos os animais 5 dias pós-

inoculação e todos os grupos infectados apresentaram um período pré-patente 

semelhante (4 dias). Camundongos jovens (YI) e idosos infectados tratados com 

rapamicina (AIT) exibiram um pico de parasitemia semelhante (8º dia), que se mostrou 

retardado em animais idosos infectados não tratados (AI) (9º dia), sendo que a 

eliminação do parasita foi mais lenta neste grupo. Nenhum grupo mostrou eliminação 

parasitológica completa durante o período do experimento (Figura 1). 

 

Figura 1 – Curva de parasitemia.  

 

Fonte: da autora, 2021. 
Legenda: YI camundongos jovens infectados com T. cruzi não tratados; 

 AI camundongos idosos infectados com T. cruzi não tratados; 
                AIT camundongos cronicamente pré-tratados com rapamicina. 
 

Os resultados da área sob a curva de parasitemia ou parasitemia total (AUC), 

a parasitemia média e o pico de parasitemia foram semelhantes em camundongos 

jovens infectados (YI) em comparação com animais idosos infectados tratados com 

rapamicina (AIT) (P>0,05). Esses parâmetros foram maiores nestes dois grupos em 

comparação com o grupo de animais idosos infectados não tratados (AI) (P≤0,05) 

(Tabela 1). 
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Tabela 1 – Resultados de parasitemia.  

 

Grupo 

 

AUC × 104 

Parasitemia média 

(Tryp. × 102 / 

0,1 mL sangue) 

Pico de parasitemia 

(Tryp. × 102 / 

0,1 mL sangue) 

YI 128.74 ± 34.84*  897.40 ± 247.43* 4340.00 ± 1234.63* 

AI 338.99 ± 38.34 1967.24 ± 144.44 8710.00 ± 929.18 

AIT 159.14 ± 24.87* 1072.23 ± 87.88* 5575.00 ± 898.74* 

 

Fonte: da autora, 2021. 
Legenda: AUC: área sob a curva de parasitemia; 

   Tryp.: tripomastigotas; 
   YI camundongo jovem não tratado infectado; 
   AI camundongo idoso não tratado infectado;  
   AIT camundongo idoso infectado tratado com rapamicina;  
   Dados expressos em média ± erro padrão;  
   *Diferença estatística significativa em relação ao grupo AI (P≤0,05). 

 

 Todos os grupos infectados (YI, AI e AIT) exibiram níveis plasmáticos 

aumentados de todas as citocinas investigadas em comparação com animais jovens 

e idosos não infectados (YU e AU) (P≤0,05). As citocinas IL-2, IL-6, IFN-γ e TNF 

aumentaram de forma semelhante (P>0,05) em animais jovens infectados e 

camundongos idosos infectados tratados com rapamicina em comparação com 

animais idosos infectados não tratados (P≤0,05). Os níveis plasmáticos de IL-10 e IL-

17 foram semelhantes em todos os grupos infectados (P>0,05) (Figura 2). 
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Figura 2 – Níveis plasmáticos de citocinas. 
 

 

Fonte: da autora, 2021. 
Legenda: YU camundongo jovem não infectado; 

 YI camundongo jovem não tratado infectado; 
    AU camundongo idoso não infectado; 

 AI camundongo idoso não tratado infectado;  
    AIT camundongo idoso infectado tratado com rapamicina;  

 Dados expressos em média e desvio padrão; 
 Os pontos representam os valores individuais obtidos para cada animal;  
 a, b, c Letras diferentes indicam diferença estatística significativa entre os grupos (P≤0,05), e 
 letras iguais são estatisticamente semelhantes (P>0,05). 

 

Os títulos plasmáticos de IgG total, IgG1 e IgG2a aumentaram em todos os 

animais infectados (YI, AI e AIT) em comparação aos não infectados (YU e AU) 

(P≤0,05). O título plasmático de IgG total foi maior em camundongos idosos infectados 

tratados com rapamicina (AIT) em comparação com animais idosos infectados não 

tratados (AI) (P≤0,05), mas menor em comparação com camundongos jovens 

infectados não tratados (YI) (P≤0,05). Os títulos de IgG1 e IgG2a foram semelhantes 

em camundongos idosos infectados tratados com rapamicina e animais jovens 

infectados não tratados (AIT e YI) (P>0,05), mas maiores em comparação com 

camundongos idosos infectados não tratados (AI) (P≤0,05). O título plasmático de 

IgG2b foi semelhante em todos os grupos infectados (P>0,05) (Figura 3). 
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Figura 3 – Níveis plasmáticos de imunoglobulina anti-T. cruzi. 

  

Fonte: da autora, 2021. 
Legenda: YU camundongo jovem não infectado; 

 YI camundongo jovem não tratado infectado; 
    AU camundongo idoso não infectado; 

 AI camundongo idoso não tratado infectado;  
    AIT camundongo idoso infectado tratado com rapamicina;  
    Linha pontilhada: valor discriminante considerando o resultado médio de IgG para animais 
    não infectados mais dois desvios padrão; 

 Dados expressos em média e desvio padrão; 
 Pontos representam os valores individuais obtidos para cada animal;  
  a, b, c Letras diferentes indicam diferença estatística significativa entre os grupos (P≤0,05), e 
 letras iguais são estatisticamente semelhantes (P>0,05). 

 
Animais jovens e idosos não infectados (YU e AU) apresentaram microestrutura 

bem organizada do parênquima e estroma cardíaco, com cardiomiócitos paralelos, 

tecido conectivo escasso e discreta celularidade intersticial constituída principalmente 

por células mononucleares. Todos os animais infectados exibiram miocardite 

acentuada, expressa em celularidade intersticial intensa e ninhos evidentes de 

amastigotas de T. cruzi em cardiomiócitos. Essas anormalidades histoarquiteturais 

foram semelhantes em animais jovens infectados (YI) e camundongos idosos 

infectados tratados com rapamicina (AIT). Por outro lado, animais idosos infectados 

não tratados (AI) exibiram um infiltrado inflamatório muito mais pronunciado, com 
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evidência morfológica de hipertrofia de cardiomiócitos e mionecrose, além de intensa 

proliferação do tecido conectivo (Figura 4). 

  

Figura 4 – Fotomicrografias do coração. 

 

 

Fonte: da autora, 2021. 
Legenda: YI camundongo jovem não tratado infectado; 

   AI camundongo idoso não tratado infectado;  
   AIT camundongo idoso infectado tratado com rapamicina;  

Coloração: hematoxilina e eosina em microscopia de campo claro;  
Barra de escala = 50 µm;  
Seta: infiltrado inflamatório; cabeça de seta: vaso sanguíneo; C: cardiomiócito; MN: 
mionecrose; Na: ninho de amastigotas de T. cruzi. 

 

O DNA do parasita não foi detectado em amostras de coração de animais não 

infectados (YU e AU). Ambos os grupos de animais idosos infectados (AI e AIT) 

apresentaram carga parasitária maior do que o grupo de animais jovens infectados 

(YI) (P≤0,05). A carga parasitária foi menor em animais idosos infectados tratados 

com rapamicina (AIT) em comparação com animais idosos infectados não tratados 

(AI) (P≤0,05).  
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Corroborando a análise histopatológica, a celularidade intersticial, estroma 

cardíaco e distribuição do parênquima foram semelhantes em animais jovens e idosos 

não infectados (YU e AU) (P≤0,05). Todos os animais infectados exibiram um evidente 

infiltrado inflamatório, com maior celularidade intersticial em comparação com 

camundongos não infectados (P≤0,05). O infiltrado inflamatório, estroma cardíaco e 

distribuição do parênquima foram semelhantes em animais jovens infectados e 

animais idosos infectados tratados com rapamicina (YI e AIT) (P>0,05), mas menores 

em comparação com camundongos idosos infectados não tratados (AI) (P≤0,05) 

(Figura 5). 

 

Figura 5 – Carga parasitária e distribuição de volume (Vv) de células intersticiais/inflamatórias, 

parênquima e estroma no coração. 

 

 

Fonte: da autora, 2021. 
Legenda: YU camundongo jovem não infectado; 

 YI camundongo jovem não tratado infectado; 
    AU camundongo idoso não infectado; 

 AI camundongo idoso não tratado infectado;  
    AIT camundongo idoso infectado tratado com rapamicina;  

 Dados expressos em mediana e intervalo interquartil;  
 a, b, c, d Letras diferentes indicam diferença estatística significativa entre os grupos (P≤0,05),  
e letras iguais são estatisticamente semelhantes (P>0,05). 
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Os níveis plasmáticos do peptídeo natriurético atrial (ANP) e a atividade 

cardíaca da NAG e da MPO foram maiores em todos os grupos infectados em 

comparação com os grupos não infectados (P≤0,05). Os níveis plasmáticos do ANP e 

da NAG foram semelhantes em camundongos jovens infectados e animais idosos 

infectados tratados com rapamicina (YI e AIT) (P>0,05), mas menores em comparação 

com animais idosos infectados não tratados (AI) (P≤0,05). A atividade da MPO foi 

semelhante em todos os grupos infectados (P>0,05) (Figura 6). 

 

Figura 6 – Níveis plasmáticos do peptídeo natriurético atrial (ANP) e a atividade cardíaca de N-acetil-

β-D-glucosaminidase (NAG) e mieloperoxidase (MPO). 

 
 

 

 

Fonte: da autora, 2021. 
Legenda: YU camundongo jovem não infectado; 

 YI camundongo jovem não tratado infectado; 
    AU camundongo idoso não infectado; 

 AI camundongo idoso não tratado infectado;  
    AIT camundongo idoso infectado tratado com rapamicina;  

 Dados expressos em média e desvio padrão;  
 Pontos representam os valores individuais obtidos para cada animal;  
 a, b, c Letras diferentes indicam diferença estatística significativa entre os grupos (P≤0,05), e 
 letras iguais são estatisticamente semelhantes (P>0,05). 

 

A expressão dos genes da Arginase-1 e da iNOS e os níveis de óxido nítrico 

(NO) e da atividade da arginase (ARG) foram maiores no coração de todos os animais 

infectados do que nos corações dos animais não infectados (P≤0,05). A expressão do 

gene da Arginase-1 e a atividade da arginase (ARG) foram maiores, mas a expressão 

da iNOS e os níveis de óxido nítrico (NO) foram menores em animais idosos infectados 

não tratados (AI) em comparação com animais jovens infectados e camundongos 

idosos infectados tratados com rapamicina (YI e AIT) (P≤0,05). A expressão dos genes 

da Arginase-1 e da iNOS foi semelhante em animais jovens infectados e 

camundongos idosos infectados tratados com rapamicina (YI e AIT) (P≤0,05) (Figura 

7). 
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Figura 7 – Expressão dos genes da Arginase-1 (Arg-1) e da óxido nítrico-sintase induzida (iNOS), a 

atividade da arginase (ARG) e níveis de óxido nítrico (NO) no tecido cardíaco. 

 

 

Fonte: da autora, 2021. 
Legenda: YU camundongo jovem não infectado; 

 YI camundongo jovem não tratado infectado; 
    AU camundongo idoso não infectado; 

 AI camundongo idoso não tratado infectado;  
    AIT camundongo idoso infectado tratado com rapamicina;  

 Dados expressos em média e desvio padrão;  
 Pontos representam os valores individuais obtidos para cada animal;  
 a, b, c, d Letras diferentes indicam diferença estatística significativa entre os grupos (P≤0,05), 
e letras iguais são estatisticamente semelhantes (P>0,05). 
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6 DISCUSSÃO 

 

A partir de um modelo murino da doença de Chagas, comparamos a evolução 

da infecção por T. cruzi em animais jovens e camundongos idosos não tratados e 

tratados com a rapamicina, substância inibidora da via m-TOR. Conforme relatado em 

estudos anteriores (CARDILLO et al., 1993; FELIZARDO et al., 2018b), nossos 

achados reforçaram que animais idosos desenvolvem infecção mais grave, 

manifestando aumento da parasitemia, da carga parasitária, da inflamação cardíaca 

(miocardite) e sistêmica, da expressão dos genes da Arginase-1 e da iNOS, da 

atividade da arginase (ARG) e produção de óxido nítrico (NO), assim como menor 

produção de anticorpos anti-T. cruzi, em comparação com camundongos jovens. Por 

outro lado, todos esses parâmetros foram menores em animais idosos cronicamente 

tratados com rapamicina (AIT), nos quais a infecção e o dano microestrutural ao 

coração se aproximaram do perfil observado em animais jovens infectados. 

Usando um modelo de doença validado (FELIZARDO et al., 2018b), o 

parasitismo sanguíneo e cardíaco foi efetivamente detectado em todos grupos 

infectados. Esses achados indicaram que o inóculo de T. cruzi foi eficaz em induzir a 

doença de Chagas, condizente com as características do cepa Y, que é altamente 

infecciosa, virulenta, patogênica, imunogênica e adequada para modelo de 

cardiomiopatia infecciosa aguda (SOUZA-SILVA et al., 2019; FELIZARDO et al., 

2018a, 2018b). Como a rapamicina não é um medicamento antiparasitário, esperava-

se que o pré-tratamento com a droga não desencadeasse um efeito abortivo neste 

modelo de infecção por T. cruzi. 

No entanto, ela exerceu um profundo impacto sobre o resultado parasitológico, 

imunológico e patológico de animais idosos infectados. Curiosamente, o pré-

tratamento com rapamicina reduziu a amplitude da parasitemia ao antecipar a 

eliminação de tripomastigotas sanguíneos. Por outro lado, outro estudo indicou que o 

ciclo de vida do parasita não foi afetado em camundongos adultos tratados com 

rapamicina, mas neste estudo a rapamicina foi administrada concomitantemente com 

a infecção (DUQUE et al., 2020), uma diferença marcante em relação ao nosso 

modelo experimental. Portanto, como o tratamento com a rapamicina foi interrompido 

7 dias antes da infecção, nossos resultados estão potencialmente relacionados às 

propriedades de antienvelhecimento (MANNICK et al., 2014; WALTERS; COX, 2018) 

e imunomoduladora (MANNICK et al., 2014; CHEN et al., 2009) desta droga, que 
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parece ser capaz de retardar a deterioração das defesas antimicrobianas associada à 

imunossenescência e melhorar a resposta aos estímulos antigênicos (CHEN et al., 

2009; MORASCHI et al., 2021). 

Corroborando a atenuação da resposta imunológica na imunossenescência, o 

maior controle parasitológico foi consistente com a melhora do perfil imunológico 

(citocinas e anticorpos anti-T. cruzi) em animais idosos tratados com rapamicina (AIT), 

semelhante ao de animais jovens infectados (YI). Assim, animais idosos pré-tratados 

com rapamicina desenvolveram níveis mais elevados de citocinas Th1 do que os 

animais idosos não tratados. Na doença de Chagas, o desenvolvimento de um 

fenótipo Th1 bem polarizado é essencial para aumentar a resistência do hospedeiro à 

infecção por T. cruzi, melhorando o controle parasitológico enquanto ajusta a 

intensidade dos processos inflamatórios em órgãos-alvo (REED, 1988; MACHADO et 

al., 2013; NOVAES et al., 2016). A polarização Th1 é ativada pela IL-12, exercendo 

suas funções de defesa antiparasitária por meio de moléculas efetoras, como a IL-2, 

IFN-γ e TNF (SINIGAGLIA et al., 1999; MACHADO et al., 2013). 

A IL-2 é produzida principalmente por linfócitos T CD4+ ativados, que estimulam 

a ativação e diferenciação das células T CD8+ e NK em células efetoras com atividade 

citolítica (BACHMANN; OXENIUS, 2007). Na doença de Chagas, a IL-2 estimula a 

imunidade celular e humoral contra o T. cruzi, contribuindo para a redução da 

parasitemia e da mortalidade em camundongos infectados (CHOROMANSKI; KUHN, 

1987; ACOSTA RODRIGUEZ et al., 2007). Nesta doença, as células T CD4+ e T CD8+ 

exibem um fenótipo imunossenescente, incluindo uma exaustão funcional da 

produção de IL-2 associada a um fenótipo de imunossupressão que determina 

infecções mais severas (CHOROMANSKI; KUHN, 1987; ALBAREDA et al., 2009). 

Aparentemente, a diminuição de IL-2 pode ser induzida de forma independentemente 

por envelhecimento (PAHLAVANI; RICHARDSON, 1996) e pela infecção por T. cruzi 

(CHOROMANSKI e KUHN, 1987; ALBAREDA et al., 2009), condições potencialmente 

ligadas ao agravamento da doença de Chagas em animais idosos. Assim, a 

rapamicina pode restringir o fenótipo de imunossupressão pela diminuição da 

deterioração na resposta de IL-2 em animais idosos, aumentando a resistência do 

hospedeiro ao T. cruzi. 

Além da IL-2, o IFN-γ e o TNF são efetores típicos Th1 muitas vezes diminuídos 

em animais idosos infectados com T. cruzi (RINK et al., 1998; FELIZARDO et al., 

2018b). O IFN-γ e o TNF são essenciais para aumentar a resistência do hospedeiro 
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na doença de Chagas (MACHADO et al., 2013; CRISTOVÃO-SILVA et al., 2021). No 

entanto, perfis de expressão anormais dessas moléculas são detectados em animais 

idosos (RINK et al., 1998; FELIZARDO et al., 2018a, 2018b). O IFN-γ e o TNF têm 

efeitos antiparasitários pelo recrutamento de leucócitos para os órgãos parasitados, 

pelo estímulo da polarização do macrófagos clássicos e pela ativação do estresse 

oxidativo em células imunes (GUPTA et al., 2009; MACHADO et al., 2013). Neste 

último processo, o IFN-γ e o TNF desencadeiam a ativação da NADPH e a produção 

de ERO, como o O2
-, OH-, H2O2 e HClO, e espécies reativas de nitrogênio, como o 

ONOO- e NO (MARIAPPAN et al., 2007; PRASANNA et al., 2007), que desencadeiam 

processos de oxirredução que contribuem para neutralizar o T. cruzi (GUPTA et al., 

2009; MACHADO et al., 2013). 

A relevância do IFN-γ foi claramente comprovada em estudo clássico 

experimental com a doença de Chagas (REED, 1988), de forma que a administração 

desta citocina foi eficaz na prevenção de doenças agudas, imunossupressão e 

mortalidade em camundongos infectados com T. cruzi. Assim, medicamentos que 

melhoram a resposta do IFN-γ podem ser uma alternativa interessante para aumentar 

a resistência do hospedeiro à infecção por T. cruzi, com potenciais implicações 

positivas com o tratamento pelo benznidazol, uma vez que este medicamento de 

referência interage com efetores Th1 (ou seja, IFN-γ e NO) para alcançar melhores 

efeitos tripanocidas (ROMANHA et al., 2002). 

Simultaneamente com o fenótipo Th1, identificamos níveis circulantes mais 

elevados de IL-6, mas não de IL-10 e IL-17, em animais idosos infectados e tratados 

com rapamicina em comparação com animais idosos infectados não tratados. A IL-6 

é uma citocina Th2 envolvida na maturação de linfócitos B e na diferenciação de 

macrófagos (DIEHL; RINCÓN, 2002). Esta citocina inibe a diferenciação Th1 pelo 

aumento da expressão do gene SOCS-1, suprimindo a sinalização de IFN-γ (DIEHL e 

RINCÓN, 2002). Apesar de seu papel antagônico na polarização imunológica, a IL-6 

é necessária para a resposta específica ao parasita e resistência do hospedeiro ao T. 

cruzi. Consequentemente, os animais “knockout” para a IL-6 exibem maior 

parasitemia e mortalidade mais precoce do que os animais selvagens, um processo 

potencialmente relacionado a defeitos na expressão vascular de VCAM-1 e ICAM-1 

induzida pela IL-6 e na migração transendotelial de linfócitos para os órgãos 

infectados (GAO; PEREIRA, 2002). Como a IL-6, a IL-10 exerce um efeito antagônico 

na polarização Th1. Esta citocina é um típico efetor T regulador (T reg) com potentes 
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efeitos anti-inflamatórios, incluindo a doença de Chagas (HUNTER et al., 1997; 

ROFFÊ et al., 2012). Embora não esteja implicada na redução da parasitemia e iniba 

a eliminação do T. cruzi dependente do IFN-γ, a IL-10 modula a intensidade da 

resposta do sistema imunológico, limitando a gravidade do dano inflamatório e 

oxidativo aos órgãos parasitados, especialmente o coração e, portanto, diminuindo a 

mortalidade dos hospedeiros infectados (ROFFÊ et al., 2012). As IL-10 e IL-17 

manifestaram um comportamento semelhante, ativando uma via que complementa a 

modulação Th1 e contribuindo para aumentar a resistência do hospedeiro (AMEZCUA 

VESELY et al., 2020). Curiosamente, o aumento da produção de IL-17 em animais 

idosos infectados com T. cruzi foi identificado em estudo anterior (FELIZARDO et al., 

2018b), uma descoberta potencialmente relacionada ao uso de animais ainda mais 

idosos nesse estudo. A IL-17 é liberada principalmente por células T CD4+, exercendo 

atividade antiparasitária contra o T. cruzi e efeitos cardíacos protetores por estimular 

a imunidade das células T CD8+, o recrutamento de neutrófilos produtores de IL-10 

supressora, e a atividade tripanocida de macrófagos mediada pelo aumento de NO 

(AMEZCUA VESELY et al., 2020). Evidências anteriores indicaram que o bloqueio da 

IL-17 aumenta o recrutamento de leucócitos, a gravidade da miocardite e as taxas de 

mortalidade em camundongos infectados com T. cruzi, apesar de um reduzido 

parasitismo orgânico (DA MATTA GUEDES et al., 2010). Surpreendentemente, a 

biossíntese de IL-10 e IL-17 não foi regulada negativamente em animais idosos não 

tratados e tratados com rapamicina, proporcionando um sinal contra-regulador 

necessário para reduzir a hiperativação imunológica induzida por efetores Th1 

(AMEZCUA VESELY et al., 2020). No entanto, o aumento na produção de IL-6 e a 

manutenção das respostas das IL-10 e IL-17 não foram suficientes para conter o 

parasitismo e o dano inflamatório nos corações de animais idosos não tratados. Por 

outro lado, animais pré-tratados com rapamicina apresentaram melhor controle 

parasitológico e da inflamação, indicando que o efeito desta droga na restauração da 

produção de efetores Th1 pode ser essencial para limitar a infecção por T. cruzi e a 

miocardite aguda em animais idosos.  

Em sinergia com a imunidade celular, a resposta humoral é essencial para 

limitar a propagação, sobrevivência e gravidade da infecção pelo T. cruzi 

(TAKEHARA; MOTA, 1991; ACOSTA RODRIGUEZ et al., 2007; BRYAN et al., 2010). 

Como esperado, títulos aumentados de anticorpos anti-T. cruzi foram detectados em 

todos os grupos infectados. No entanto, animais idosos exibiram uma acentuada 
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diminuição na produção de IgG total, IgG1 e IgG2a em comparação com animais 

jovens, indicando um fenótipo humoral prejudicial ao hospedeiro e favorável à 

progressão da doença de Chagas (TAKEHARA; MOTA, 1991; ACOSTA RODRIGUEZ 

et al., 2007; BRYAN et al., 2010). Esta proposição é reforçada pela maior parasitemia, 

carga parasitária e miocardite em animais idosos, resultados potencialmente ligados 

à ativação tardia da resposta imunológica adaptativa, bem como à redução da 

expressão de citocinas, migração de linfócitos, expansão clonal e produção de 

anticorpos observada na imunossenescência (GINALDI et al., 2001; FELIZARDO et 

al., 2018a). Curiosamente, o pré-tratamento com a rapamicina reverteu parcialmente 

esta resposta humoral diminuída, mantendo uma produção equilibrada de IgG1 e 

IgG2a em camundongos idosos. A eficácia da resposta humoral foi demonstrada em 

camundongos com doença de Chagas, que apresentaram melhor controle 

parasitológico após imunização passiva com IgG anti-T. cruzi (BRYAN et al., 2010). 

Entre as imunoglobulinas produzidas na doença de Chagas, as subclasses de IgG 

são as principais determinantes da proteção humoral contra o T. cruzi, principalmente 

devido a suas atividades líticas mediadas pela fixação do complemento (BRODSKYN 

et al., 1988; TAKEHARA; MOTA, 1991). Nesse sentido, a IgG1 e especialmente a 

IgG2a têm efeitos neutralizantes mais potentes, promovendo uma melhor eliminação 

de parasitas e diminuição da parasitemia em infecções agudas (BRYAN et al., 2010; 

PYRRHO et al., 1998). No entanto, este efeito depende do polarização do fenótipo 

Th1, pois uma explosão precoce de citocina Th1 enviesada parece ser necessária 

para gerar a imunidade humoral parasita-específica e melhor controle de parasitas em 

animais C57BL/6 (BRYAN et al., 2010). Assim, a manutenção da velocidade e/ou 

intensidade da resposta Th1, especialmente devida à liberação de IFN-γ, pode 

explicar parcialmente a melhor resposta humoral e resistência à infecção (BRYAN et 

al., 2010) em animais idosos tratados com rapamicina do que em animais idosos não 

tratados. 

Evidências atuais indicam que altos títulos de anticorpos nem sempre são 

benéficos na doença de Chagas. Consequentemente, a alta produção de anticorpos 

não específicos pode desencadear reações intensas contra auto-antígenos a partir de 

processos de reação cruzada, agravando a miocardite induzida por T. cruzi 

(SPINELLA et al., 1992; BRYAN et al., 2010). Embora a especificidade da resposta 

humoral não tenha sido avaliada neste estudo, os títulos de anticorpos e a gravidade 

do dano cardíaco não mostraram um paralelismo observável. Ao contrário, animais 
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idosos não tratados exibiram uma miocardite mais exuberante e remodelação 

miocárdica patológica (isto é, parênquima reduzido e distribuição aumentada do 

estroma), apesar de produzirem menos anticorpos. Como esses resultados estiveram 

alinhados com a maior carga parasitária, o parasitismo cardíaco direto e a resposta 

celular desencadeada pelo T. cruzi parecem ser os principais eventos implicados no 

dano cardíaco nestes animais. Esta proposição é reforçada pela diminuição da carga 

parasitária em idosos animais pré-tratados com rapamicina, que apresentaram 

acentuada diminuição da inflamação e da remodelação microestrutural cardíaca. A 

quantificação do DNA do T. cruzi baseada na PCR é uma ferramenta diagnóstica 

relevante amplamente utilizada para avaliar a susceptibilidade e resistência à infecção 

e a resposta terapêutica a drogas antiparasitárias (FELIZARDO et al., 2018a; 

MENDONÇA et al., 2020b). Além disso, a carga parasitária medida a partir da 

quantificação do DNA é um bom preditor da infiltração de leucócitos e do dano 

cardíaco (CUNHA-NETO et al., 2009; MENDONÇA et al., 2020a). 

Na verdade, a carga parasitária convergiu com os resultados da ANP e NAG, 

mas exibiu uma relação limitada com os resultados da MPO. Nesse sentido, níveis 

aumentados de ANP e NAG foram observados em animais idosos infectados não 

tratados, semelhantes nos camundongos jovens e idosos pré-tratados com 

rapamicina. Essas descobertas indicaram que a rapamicina estimulou um fenótipo 

protetor em camundongos idosos, que foi eficaz em diminuir a inflamação cardíaca e 

o dano morfológico aos cardiomiócitos. O ANP é um hormônio bioativo produzido por 

cardiomiócitos atriais que é usado como marcador da função cardíaca e dano 

miocárdico na doença de Chagas (PUYÓ et al., 2002). Assim, níveis elevados de ANP 

estão intimamente relacionados com a gravidade da cardiomiopatia chagásica e com 

um prognóstico negativo em infecções agudas e crônicas (PUYÓ et al., 2002). Além 

disso, a NAG e a MPO são, respectivamente, marcadores de macrófagos e neutrófilos, 

muitas vezes usadas para investigar a infiltração celular em tecidos inflamados 

(GUEDES-DA-SILVA et al., 2015; MENDONÇA et al., 2020a). Como esperado, ambas 

as enzimas aumentaram nos animais infectados. Mas, a NAG esteve 

significativamente reduzida em animais pré-tratados com rapamicina, reforçando a 

diminuição efetiva da miocardite por T. cruzi em animais idosos infectados. Em 

combinação com os achados histopatológicos, essas enzimas indicaram que um 

melhor controle da inflamação foi associado à diminuição da infiltração e/ou ativação 

de macrófagos, mas com impacto limitado no recrutamento de neutrófilos. Esta é uma 
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descoberta interessante, pois é consistente com o perfil clássico de infiltrado 

inflamatório cardíaco na doença de Chagas, predominantemente formado por células 

mononucleares, especialmente linfócitos e macrófagos (CUNHA-NETO et al., 1998, 

2009). 

A partir de uma abordagem mecanicista, também identificamos que o 

desequilíbrio das vias de óxido nítrico-sintase induzida e arginase pode estar 

implicado na maior suscetibilidade de animais idosos à infecção por T. cruzi. Assim, 

uma parasitemia mais intensa, maior carga parasitária e miocardite mais severa foram 

consistentes com o aumento da expressão do gene da Arg-1 e atividade da arginase 

(ARG), e redução da expressão do gene da iNOS, bem como uma redução de NO em 

animais idosos infectados não tratados. No entanto, essas respostas foram 

parcialmente inibidas pelo pré-tratamento com rapamicina. Um perfil semelhante foi 

observado em estudo anterior, comparando camundongos jovens e idosos de tipo 

selvagem (FELIZARDO et al., 2018b). Contudo, diferenças na produção de NO em 

camundongos jovens e idosos infectados por T. cruzi não foram observadas em outro 

estudo (COLATO et al., 2017). Embora não completamente esclarecidos, esses 

achados estão potencialmente relacionados ao modelo animal usado por esses 

autores, uma vez que um poderoso fenótipo celular Th1 e respostas humorais eficazes 

estão associadas à resistência natural de ratos Wistar, que são capazes de controlar 

rapidamente a infecção por T. cruzi sem desenvolver manifestações parasitológicas e 

patológicas pronunciadas (PASCUTTI et al., 2003; FABRINO et al., 2011). 

Reconhecidamente, o NO é um potente tripanocida, cuja biossíntese é ativada nas 

respostas Th1 e inibida por citocinas Th2, especialmente as IL-4 e IL-6 (RODRIGUES 

et al., 2017; SANMARCO et al., 2017). Macrófagos clássicos (M1) são as principais 

fontes de NO, produzindo este metabólito antiparasitário em resposta à estimulação 

de IFN-γ e TNF, os quais ativam a catálise da L-arginina mediada pela iNOS (RATH 

et al., 2014; SANMARCO et al., 2017). 

 

2 L-arginina + 3 NADPH + 1 H+ + 4 O2 ↔ 2 citrulina +2 NO + 4 H2O + 3 NADP+ 

 

Por isso, a ativação da iNOS antagoniza a via metabólica da arginase, 

desviando o substrato (L-arginina) para a produção de NO por macrófagos M1, que 

têm um fenótipo pró-inflamatório envolvido na morte de T. cruzi por efeitos citotóxicos 

diretos (RODRIGUES et al., 2017; SANMARCO et al., 2017). Ao contrário dos 
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macrófagos clássicos, a IL-4 estimula a diferenciação de macrófagos alternativos 

(M2), que produzem ureia e L-ornitina a partir da L-arginina (RATH et al., 2014; 

SANMARCO et al., 2017). Essas células têm perfil anti-inflamatório e seu predomínio 

não é desejável em órgãos parasitados, pois permitem a progressão da infecção pelo 

T. cruzi (RODRIGUES et al., 2017; SANMARCO et al., 2017). 

Considerando o paralelismo entre uma menor ativação da arginase com a 

redução de iNOS, NO, IFN-γ e TNF, nossos achados reforçaram a proposição de que 

a rapamicina pode diminuir o declínio dependente do envelhecimento no fenótipo Th1 

em camundongos. Ao contrário das expectativas, o excesso de citocinas Th1, 

macrófagos M1 e NO nem sempre é benéfico para o hospedeiro, pois podem agravar 

os danos às células deste e a gravidade da miocardite (CUNHA-NETO et al., 2009; 

SANMARCO et al., 2017). Assim, o equilíbrio entre as respostas Th1 e Th2 é desejável 

para evitar uma exagerada estimulação imunológica, de modo que a presença de 

moléculas Th2 e macrófagos M2 em níveis adequados é importante para diminuir a 

inflamação cardíaca e a mortalidade de hospedeiros infectados por T. cruzi 

(SANMARCO et al., 2017). No presente estudo, os níveis de NAG indicaram um maior 

influxo de macrófagos para o coração de camundongos idosos infectados não 

tratados, embora as subpopulações M1 e M2 não tenham sido quantificadas. No 

entanto, a expressão do gene Arginase-1 e a atividade da iNOS sugeriram uma 

polarização mais pronunciada de macrófagos M2 em animais idosos não tratados e 

de macrófagos M1 em camundongos idosos pré-tratados com rapamicina, reforçando 

um melhor controle parasitológico e o papel potencial desta droga na limitação da 

suscetibilidade à infecção por T. cruzi devida à imunossenescência do hospedeiro. A 

partir de ensaios anteriores in vitro, identificou-se que macrófagos e esplenócitos 

isolados de camundongos idosos exibiram um fenótipo Th1 diminuído, à custa do 

aumento da ativação de Th2 em resposta a antígenos de T. cruzi (FELIZARDO et al., 

2018b). Assim, animais idosos infectados também desenvolveram uma miocardite 

mais grave, que foi intimamente correlacionada à regulação positiva da arginase e 

marcada diminuição na produção de IFN-γ e NO (FELIZARDO et al., 2018b). Portanto, 

o declínio funcional na atividade de células imunes (imunossenescência) de animais 

idosos está potencialmente ligado ao desvio da resposta imunológica em direção ao 

fenótipo Th2, cuja diminuição pelo pré-tratamento com rapamicina pode ter sido 

implicado na melhora do controle de parasitas e na diminuição da inflamação cardíaca 

e sistêmica na doença de Chagas. Conforme relatado, o tratamento com a rapamicina 
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também foi eficaz em diminuir o dano microestrutural cardíaco e as anormalidades 

eletrocardiográficas em camundongos infectados pelo T. cruzi (DUQUE et al., 2020), 

descobertas potencialmente relacionadas à indução de autofagia e controle da 

inflamação desencadeadas por esse medicamento. Embora a função cardíaca e a 

autofagia não tenham sido investigadas no presente estudo, a melhora da inflamação 

e da microestrutura cardíaca foi consistente com as descobertas relatadas por esses 

autores. Assim, esses parâmetros podem ser incorporados em estudos posteriores 

para comparar mecanismos adicionais associados a efeitos cardíacos funcionais e 

moleculares em animais jovens e idosos tratados com a rapamicina. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Vistos em conjunto, nossos resultados indicaram que camundongos idosos 

exibiram um aumento de suscetibilidade à infecção pelo T. cruzi em comparação com 

camundongos jovens, manifestando uma piora no controle parasitológico, intensa 

sistêmica inflamação e miocardite aguda associados a um fenótipo Th1 diminuído e a 

uma resposta humoral limitada. No entanto, o pré-tratamento com a rapamicina 

aumentou a resistência de camundongos idosos à infecção pelo T. cruzi, um efeito 

notável potencialmente associado à diminuição do declínio do fenótipo Th1, 

manifestado no aumento de fatores de resistência, como IgG total, IgG1, IgG2a, 

expressão e atividade de iNOS, IL-2, IFN-γ, TNF e produção de NO. Assim, 

melhorando o equilíbrio entre as respostas Th1 e Th2 e as defesas humorais, o pré-

tratamento com a rapamicina ajudou a limitar a miocardite chagásica aguda e modular 

positivamente a dinâmica imunológica desencadeada pela infecção pelo T. cruzi em 

favor do hospedeiro idoso. 
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