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RESUMO 
 

Endotelina-1 desempenha papel importante na regulação de funções cardiovasculares e 

tem sido relacionada a diversas patologias cardiovasculares, como hipertensão, aterosclerose e 

insuficiência cardíaca, participando efetivamente na instauração de processos inflamatórios 

nessas condições. Vários tipos celulares podem secretar endotelinas, entre eles o 

cardiomiócito. Níveis elevados de ET-1 ocorrem no soro de pacientes com cardiomiopatia 

chagásica e várias evidências apóiam a participação de endotelinas na sua patogênese. Na 

infecção experimental com Trypanosoma cruzi, descreve-se elevação dos níveis séricos e 

teciduais de ET-1, assim como alteração na expressão de seus receptores. O bloqueio dos 

receptores de ET-1 em ratos infectados com T. cruzi aumenta a parasitemia, altera o padrão do 

infiltrado inflamatório no tecido cardíaco e aumenta a taxa de infecção de macrófagos em 

cultura. No presente trabalho, avaliamos o efeito do tratamento de cardiomiócitos infectados 

ou não, in vitro, com cepa Y de T. cruzi e tratados ou não com bosentan e/ou ET-1. O 

tratamento com ET-1 e o duplo tratamento promoveram aumento dos níveis de NGF no 

sobrenadante de cardiomiócitos controles 48 horas após o tratamento. Maiores níveis de ET-1 

foram detectados em sobrenadantes de culturas de cardiomiócitos controles após os 

tratamentos, com maior nível sendo detectado após tratamento com bosentan. Níveis de 

citocinas não foram detectados em sobrenadantes de cardiomiócitos controles, com exceção 

de TNF-α, cujos níveis foram elevados após o tratamento duplo. A infecção aumentou os 

níveis de NGF, sendo que após tratamento com bosentan ou após tratamento duplo os níveis 

se tornaram ainda mais elevados. Cinética semelhante foi observada para a ET-1, cujos 

maiores níveis foram detectados após tratamento com bosentan e tratamento duplo. Todos os 

tratamentos elevaram os níveis de NO com 48 horas de infecção em relação ao controle. 

Níveis de TNF-α foram detectados com 48 horas de infecção em todos os grupos. Já os níveis 

de IL-10 estavam aumentados 24h após tratamento com ET-1. O duplo tratamento provocou 

maior elevação do nível dessas citocinas, tanto no grupo controle quanto no grupo infectado. 

A taxa de infecção e o número de parasitos por células alteraram-se apenas após duplo 

tratamento. Em conjunto, esses resultados reforçam o papel da ET-1 na resposta do 

cardiomiócitos à infecção com T. cruzi.   
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ABSTRACT 
 
Endothelin-1 (ET-1) plays an important role in regulation of cardiovascular functions, and has 

been implicated in cardiovascular diseases, such as hypertension, atherosclerosis, and heart 

failure, particularly in the inflammatory process occurring during these pathologies. Several 

cellular types are able to secrete ET-1, among them cardiomyocytes. Patients with chagasic 

cardiomyopathy present elevated serum levels of ET-1 and evidences point to a role of 

endothelins in the pathogenesis of the disease. During experimental Trypanosoma cruzi 

infection high serum levels of ET-1 are also described as well as an altered expression of its 

receptors. Dual blockade of ETA and ETB receptors in rats provokes an elevation of 

parasitemia and a shift of the inflammatory profile in cardiac tissue. In vitro, the dual 

blockade causes an augment of intracellular parasites in macrophages. In this study, we 

evaluated the effects of treatment with ET-1 and bosentan, a dual antagonist of ET-1 

receptors, on cardiomyocytes infected in vitro with Y strain of T. cruzi. Levels of NGF were 

elevated in the supernatants of control cultures 48 hours after treatments with ET-1 or with 

bosentan followed by ET-1. Higher levels of ET-1 were detected after bosentan treatment and 

after double treatment, but with higher levels after bosentan treatment.  Cytokines were not 

detected in the supernatants of control cultures, except for TNF-, that was detected after 

double treatment. The infection provoked an elevation of NGF levels in the supernatants of all 

groups evaluated, with higher levels after bosentan or double treatment. Similar kinetics was 

seen for ET-1 levels. NO was detected only in infected cultures, with higher levels after 48 

hours of infection. TNF- was detected only in cultures with 48 hours of infection, except 

after double treatment, when the cytokine was detectable in both times, 24 and 48 hours of 

infection. Concerning IL-10, the treatment with ET-1 elevated their levels 24 hours after 

infection. The double treatment provoked a higher level of TNF- and IL-10 in both, control 

and infected cultures. Double treatment also induced higher percentage of infected cells and 

higher infection rate. Altogether these results reinforce the role of ET-1 in the response of 

cardiomyocytes to T. cruzi infection.  
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 

  A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, é um importante 

problema de saúde pública na América Latina tendo em vista o impacto da morbidade sobre a 

população e o risco de mortalidade. Em 2010, a Organização Mundial de Saúde estimou que 

aproximadamente 10 milhões de pessoas estivessem infectadas pelo parasito e mais de 25 

milhões estavam  sob risco de infecção (WHO, 2010)  

 A transmissão natural do T. cruzi para o homem ocorre através da deposição de fezes 

de triatomíneos, inseto barbeiro vetor do parasito, infectadas com as formas tripomastigotas 

metacíclicas, sobre a pele ou sobre mucosa oral ou ocular (Fig.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1: Representação esquemática do ciclo biológico do Trypanosoma cruzi . A parte superior mostra a 
contaminação de triatomíneo pelo sangue de mamífero infectado e a proliferação e diferenciação de 
tripomastigotas no intestino posterior desse inseto. Tripomastigotas metacíclicos liberados nas fezes do 
triatomíneo infectam o hospedeito vertebrado em regiões de solução de continuidade de pele o ou em mucosas. 
A parte inferior mostra a invasão de células do hospedeiro, a multiplicação sob a forma de amastigotas e o 
rompimento da célula parasitada, com liberação de formas tripomastigotas que circulam pelo sangue. 
 (Retirado de http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm). 
 

A transmissão também pode ocorrer por via congênita, transplante de órgãos, 

transfusão sanguínea, acidentes de laboratório e por via oral. O Triatoma infestans, único 

triatomíneo exclusivamente doméstico, já foi eliminado do Brasil, Chile e Uruguai, devido a 

programas de controle sistemático e erradicação do inseto vetor, implantados em diferentes 

países da América Latina; embora alguns autores ainda acreditem que existam focos residuais 

desse vetor (Silveira, 2011). A transmissão natural tende a diminuir na América Latina, assim 

como a transmissão por transfusão sanguínea, embora esta última via seja ainda grave na 
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Bolivia (Coura e Dias, 2009). Por outro lado, a transmissão oral tem crescido em locais de 

grande consumo de açaí e outros alimentos in natura, como na região Amazônica, e constitui 

um desafio para o controle da disseminação dessa infecção. Somente no estado do Pará 

relataram-se 178 casos de infecção em 2006 (Nóbrega et al. 2009; Silveira, 2011). No Brasil, 

o risco de transmissão congênita em gestantes infectadas é baixo, em torno de 1%, mas pode 

ser maior em outros países da América Latina (Coura et al. 2011).  

 Distinguem-se duas fases na doença de Chagas, aguda e crônica. A fase aguda 

caracteriza-se por parasitemia patente (tripomastigotas circulantes) e ninhos de amastigotas 

(forma proliferativa do parasito) em diferentes tipos celulares, principalmente células 

musculares cardíacas, esqueléticas e lisas (Tanowitz et al., 1992; Dias et al., 2002). 

Clinicamente, o paciente pode apresentar febre, mialgia, mal estar, dores musculares, 

hepatoesplenomegalia, dentre outros sintomas nessa fase, porém a maioria apresenta sintomas 

semelhantes a uma gripe ou não apresenta qualquer sintoma (Prata, 2001; Billate et al., 2008).  

Posteriormente à fase aguda, instala-se a fase crônica da doença, na qual 60 a 70% das 

pessoas infectadas são assintomáticas, apresentando a forma latente ou indeterminada. De 

modo geral, considera-se que cerca de um terço dos infectados desenvolve eventualmente a 

forma cardíaca crônica, uma cardiomiopatia dilatada inflamatória que pode levar à morte por 

arritmia ou insuficiência cardíaca congestiva. Entre 8 e 10% dos pacientes desenvolvem a 

forma digestiva, caracterizada principalmente por megaesôfago e/ou megacolon. A forma 

digestiva também pode ocorrer em pacientes com a forma cardíaca (revisões em Tanowitz et 

al, 1992; Prata, 2001; Teixeira et al, 2006). Entretanto, a prevalência e a gravidade das formas 

clínicas dessa infecção são variáveis nos diferentes países da América Latina ou em regiões 

distintas de um mesmo país (Prata, 2001). Em alguns países, como o Panamá e a Venezuela, a 

infecção se manifesta exclusivamente na forma cardíaca. No Brasil, Argentina e Chile, as 

manifestações clínicas são bastante variadas (Atias, 1969; Coura et al., 1983; Minoprio, 

1966). Na Bahia predomina a forma cardíaca; em Goiás, a forma digestiva e no estado de 

Minas Gerais, observa-se elevada freqüência de formas mistas, cardíaca e digestiva.  

 Embora a doença de Chagas tenha sido caracterizada em 1909 pelo médico Carlos 

Chagas - que identificou seu agente etiológico, o ciclo de transmissão e aspectos clínicos 

dessa infecção - ainda não estão elucidados os mecanismos patogênicos subjacentes à 

instalação das formas clínicas, assim como a heterogeneidade em sua distribuição geográfica 

(revisto por Tanowitz et al. 1992; Prata 2001). Fatores associados ao hospedeiro e à 

diversidade genética das populações do T. cruzi podem estar envolvidos (Andrade et al., 1999, 

2002; Gomes et al., 2003; Macedo & Pena 1998; Macedo et al., 2004; Miles et al., 1977). 
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Nessa introdução, enfocaremos os principais aspectos referentes ao acometimento do 

coração na infecção pelo T. cruzi, seja humana seja experimental. A cardiopatia chagásica 

crônica (CCC) é a forma clínica mais importante da doença de Chagas devido à morbidade e 

mortalidade e ao conseqüente impacto social (revisto por Higuchi et al., 2003; Rocha et al., 

2009).  Arritmias, tromboembolismo, bloqueios de condução e insuficiência cardíaca estão 

entre os sintomas observados nos pacientes com cardiopatica chagásica. A variabilidade 

clínica da CCC constitui um desafio para o prognóstico da evolução da disfunção cardíaca 

(Rocha et al., 2003). Esta forma clínica da doença está associada a maior risco de morte 

quando comparada com insuficiência cardíaca de etiologias distintas (Nunes et al., 2010).   

Vários fatores têm sido apontados como relevantes para o desenvolvimento da CCC: 

lesão do miocárdio devido à resposta imunológica exacerbada, desnervação autonômica, 

distúrbios microvasculares e danos resultantes da persistência do parasito no tecido cardíaco. 

(Marin-Neto et al., 2007). Em relação à microcirculação, alterações isquêmicas, inflamação 

perivascular e trombos em vasos do ápice do coração estão entre as alterações descritas 

(Ramos & Rossi, 1999).  Os distúrbios microvasculares podem estar associados à oclusão de 

pequenos vasos coronários por trombo plaquetário, agressão das células endoteliais pelo 

próprio parasito, além do dano causado por fatores humorais. Como exemplo da ação de 

fatores humorais, tem-se a produção de neuraminidase, que remove o ácido siálico das 

membranas das células endoteliais e do miocárdio e age como fator protetor da superfície 

celular; e do tromboxano A2, que aumenta a aderência e adesão plaquetária (Hiss et al., 

2009).  

A evolução da CCC afeta a morfologia do miocárdio, tendo sido descritas 

desorganização de miofibrilas, hipertrofia e morte de cardiomiócitos em paralelo à instalação 

de processo inflamatório e de fibrose. A miocardite é uma das principais características 

histopatológicas da CCC, com predomínio de células mononucleares. Linfócitos T CD8+, 

alguns expressando granzima A, predominam no infiltrado inflamatório; células NK e 

macrófagos TNF+ também estão presentes (Reis et al., 1993). Por sua vez, Milei et al. (1992) 

ressaltam a presença significativa de macrófagos em biópsias de endocárdio de pacientes 

chagásicos crônicos. Embora tenha sido aventado o caráter autoimune da cardiopatia 

chagásica crônica (Leon & Engman, 2001; Kierszenbaum, 2003), a importância da 

persistência do parasito para a evolução das alterações fisiopatológicas cardíacas tem sido 

crescentemente realçada (Higuchi et al. 1997; Zhang & Tarleton, 1999; Tarleton, 2001; 

Benvenuti et al., 2008; Gutierrez et al., 2009).  
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Pacientes com cardiopatia chagásica apresentam níveis mais elevados de IFN-γ 

circulante que pacientes com cardiopatia de outras etiologias (Cunha Neto et al., 2005). 

Células mononucleares isoladas de sangue de pacientes com CCC apresentam maior produção 

de Interferon gama (IFN-γ) quando comparados com pacientes na fase indeterminada. Por sua 

vez, células mononucleares de pacientes com a forma clínica indeterminada da doença 

produzem maiores níveis de IL-10 que os pacientes com CCC.  

Os níveis de TNF-α estão aumentados na fase crônica da infecção, tanto indeterminada 

como cardíaca (Cunha-Neto et al., 1998; LLaguno et al., 2010), porém células mononucleares 

de pacientes com a forma indeterminada podem produzir níveis mais elevados de TNF-α  

quando comparados aos de pacientes com CCC. Essa diferença na produção do TNF-α pode 

estar associada ao polimorfismo do seu gene, somado a tipos específicos de células imunes no 

infiltrado inflamatório. Além disso, os níveis de TNF-α, apesar do seu papel fundamental na 

eliminação do parasito, podem também regular a produção de IL-10 (Pissetti, et al. 2011).  

Segundo Higuchi et al. (2003), a IL-10 pode induzir menor produção de IFN- γ, óxido nítrico 

(NO) por macrófagos e diminuição da expressão de MHC de classe II. Níveis de IL-17, IL-13, 

IL-2 e IL-4 estão diminuídos em pacientes com CCC; já os níveis de IL-12 podem estar 

aumentados. Além disso, níveis de IL-6 estão diminuídos em pacientes chagásicos na fase 

indeterminada da patologia (Cunha-Neto, et al. 1998; LLaguno, et al. 2010). 

 Em conjunto, os dados acima apontam para a importância do perfil da resposta imune 

na patogênse da CCC. De modo indireto, citocinas podem afetar a produção de fator 

natriurético atrial e, desse modo, contribuir para a hipertrofia de cardiomiócitos (revisão em 

Marin-Neto et al., 2009). Para Dutra & Gollob (2008), o perfil de células inflamatórias no 

coração e de citocinas por elas produzidas, no início da infecção, é fator determinante para o 

estabelecimento da insuficiência cardíaca, relacionando-se com o perfil subseqüente da 

população de células T efetoras e reguladoras e, consequentemente, com o controle do 

parasito.  

A Figura 2 representa, de modo esquemático, células e moléculas relacionadas ao 

processo inflamatório no coração durante as fases aguda e crônica da doença de Chagas.  
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Figura 2.  Representação esquemática do perfil de células inflamatórias no miocárdio durantes as fases aguda e 

crônica da infecção com T. cruzi (Retirado de Gutierrez  et al, 2009).   

   

 A densidade de fibras nervosas cardíacas autonômicas, tanto colinérgicas quanto 

noradrenérgicas torna-se bastante reduzida em pacientes com cardiomiopatia chagásica 

dilatada (Machado C et al. 2000). Estudos em autópsias de pacientes chagásicos evidenciaram 

redução importante de corpos neuronais nos gânglios parassimpáticos cardíacos (Köberle 

1968; Tanowitz et al. 1992). Por sua vez, a redução de pericários neuronais de gânglios 

simpáticos na doença de Chagas tem sido pouco estudada. Alguns autores mostram destruição 

neuronal nos gânglios estrelados de pacientes chagásicos crônicos (Alcântara, 1970; Almeida 

et al., 1986). O dano ao sistema nervoso autônomo, em especial o parassimpático, pode 

contribuir para a elevada taxa de morte súbita entre os pacientes cardiopatas (Machado C et 

al., 2000; Ribeiro et al., 2001; Ribeiro et al., 2002). O fenômeno de disautonomia é 

considerado de ocorrência precoce, ocorrendo nos pacientes com a forma indeterminada da 

doença ou sem cardiopatia (Ribeiro et al., 2001; Junqueira & Soares, 2002; Molina et al., 

2006). 

A utilização de modelos experimentais tem contribuído para o esclarecimento de 

diferentes aspectos da doença de Chagas, em especial a resposta imune. A resistência do 

hospedeiro à infecção depende tanto da imunidade inata quanto da adquirida e envolve a 

participação de diferentes tipos celulares, incluindo macrófagos, células  NK, células T 

CD8+  e CD4+  e linfócitos B.  O recrutamento de células inflamatórias depende, entre outros 

fatores, da produção de citocinas e quimiocinas no tecido (revisão em Gutierrez et al., 

2009).  Leucócitos ativados por T. cruzi produzem quantidades expressivas de  IFN-γ, IL-10, 
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IL-12 e TNF-α  (Gazinelli et al., 1992; Silva et al., 1991; 1992; Aliberti et al., 1996), assim 

como NO (Silva et al., 2003). Tem sido demonstrado que INF-γ e TNF-α estão diretamente 

envolvidos na resposta ao T. cruzi (Silva et al., 1995; Aliberti et al., 2001). Em associação 

com TNF-α, INF-gama induz a produção de óxido nítrico por macrófagos e inibe a 

proliferação do parasito (Vespa et  al. 1994). Cardiomiócitos também participam na resposta à 

infecção por T. cruzi, através da produção de óxido nítrico,  quimiocinas, como JE, RANTES, 

KC, MIP-2, Mig, and Crg-2 e citocinas inflamatórias, como IL-1β, TNF-α e IFN-γ (Machado 

F et al., 2008) 

Como usual em respostas inflamatórias, na infecção por T. cruzi, IL-10 e IL-4 

modulam a produção de citocinas pro-inflamatórias (Silva et al, 1992; Soares et al, 2001), de 

NO (Almeida et al, 2000) e de quimiocinas, sendo estas também controladas pelo fator de 

crescimento transformante (TGF)-β (Aliberti et al, 2001). Produção exacerbada de citocinas 

pro-inflamatórias (Chandra et al, 2002a; Gomes et al, 2003; TalvaniI et al, 2004) e de NO 

(Chandra et al, 2002b; Silva et al, 2003) pode causar dano tecidual.  

 O NO é gerado pela ação de enzimas da família NO sintase (NOS) - NOS endotelial,  

NOS neuronal e NOS constitutiva - sendo todas expressas por cardiomiócitos, dependendo do 

estímulo ao qual são submetidos. Além da sua função tripanocida, o NO possui efeitos 

fisiológicos, agindo como mediador de diferentes fenômenos biológicos, como modulação da 

resposta contrátil do miocárdio, fator anti-hipertrófico e pró-apoptótico (Simojo et al, 2005). 

Ainda, NO pode ser importante mediador inflamatório por induzir aumento da expressão de 

ICAM no tecido cardíaco, regular a produção de quimiocinas e ser quimiotático para 

leucócitos (Frangogiannis et al., 2009; Machado et al, 2008). Níveis exacerbados de NO 

podem ser prejudiciais, levando a disfunções cardíacas, como miocardite e infarto do 

miocárdio (Fichera et al., 2004).  O bloqueio da produção de NO resulta em aumento da 

parasitemia e da mortalidade de camundongos infectados, bem como aumento do parasitismo 

de células musculares cardíacas em cultura, mesmo quando estimuladas por outras citocinas 

(Fichera et al., 2004; Simojo et al., 2009).  

Em modelos experimentais, durante a fase aguda da infecção, ocorre degeneração de 

terminações nervosas autonômicas em diferentes órgãos, porém mais grave no coração 

(Machado et al, 1975; 1979; 1987; Guerra et al, 2001; Camargos et al, 2000). Em ratos 

infectados com cepa Y de T. cruzi, a desnervação cardíaca é acentuada, com lesão das 

terminações nervosas pós-ganglionares tanto simpáticas quanto parassimpáticas. Os níveis de 

noradrenalina no órgão reduzem-se a valores não detectáveis (Machado et al., 1975), com o 

desaparecimento das terminações noradrenérgicas no mesmo período (Machado & Ribeiro 
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1989). A desnervação simpática do coração não resulta da morte ou parasitismo de neurônios 

simpáticos pós-ganglionares nos gânglios simpáticos cervicais (Camargos & Machado, 1988). 

A desnervação colinérgica não é total no coração e está associada à redução significativa dos 

níveis do neurotransmissor acetilcolina e da enzima responsável pela sua síntese, a colina 

acetiltransferase (Machado et al., 1979, 1987). Os fatores responsáveis pela destruição das 

terminações nervosas durante a fase aguda da infecção não são completamente conhecidos. O 

parasitismo neuronal (Köberle, 1968) e substâncias tóxicas liberadas pelo parasito (Teixeira et 

al., 1980; Guerra et al., 2001) não são considerados importantes. Por outro lado, a presença de 

células inflamatórias no tecido cardíaco parece ter papel importante na desnervação 

autonômica do coração (Mello & Machado, 1998; Machado & Ribeiro, 1989; Guerra et al., 

2001). Estudos apontam o envolvimento de reações imunes no processo degenerativo, através 

de anticorpos auto-reativos e por reação cruzada, devido a mimetismo molecular. Alguns 

consideram importante a adsorção de antígenos do T. cruzi à membrana da superfície 

neuronal (Ribeiro-Santos & Hudson, 1981; Petry & Eisen, 1989; Kalil & Cunha Neto, 1996).  

Na fase tardia da infecção experimental em ratos ocorre regeneração das terminações 

nervosas autonômicas, com conseqüente recuperação gradual do padrão de inervação do 

coração e dos níveis de neurotransmissores no coração (Machado et al., 1978, 1979, 1987). Os 

fatores responsáveis pela regeneração das fibras nervosa cardíacas não são bem conhecidos, 

mas sabe-se que a reparação de áreas lesadas do coração envolve a interação de diferentes 

tipos celulares com a matriz extracelular, como maior expressão de moléculas de adesão, 

ativação de macrófagos e crescimento de células endoteliais. No caso de macrófagos, estes 

secretam fatores de crescimento, como o fator de crescimento fibroblástico a, e o Fator de 

Crescimento Neural (NGF) (Weihrauch et al., 1994). A participação de cardiomiócitos no 

processo de reparação deve ser fundamental, uma vez que estas células podem secretar fatores 

de crescimento, como fator de crescimento fibroblástico b (FGF-b), fator de crescimento 

insulina-símile (IGF), Fator Neurotrófico Derivado da Glia (GDNF) e NGF (Kardami & 

Fandrich, 1989; Love & Tucker, 1995; Martinelli et al., 2002). Em ratos chagásicos, durante a 

fase aguda da infecção, quando ocorre severa desnervação simpática cardíaca, é observado 

aumento da expressão de NGF, este aumento sendo relacionado à regeneração das 

terminações nervosas que ocorre na fase crônica da infecção (Martinelli et al, 2006). Ainda, 

estudos in vitro desenvolvidos no Laboratório Profa. Conceição Machado demonstraram que 

diferentes cepas de T. cruzi podem induzir diferentes perfis de produção de NGF por 

cardiomiócitos  (Pinto, 2006).  
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O NGF é uma neurotrofina reconhecida por exercer papel crítico na diferenciação, 

sobrevivência e atividade sináptica do sistema nervoso, central e periférico (Levi-Montalcini 

et al., 1996; Chao, 2003;).  Atualmente, diferentes estudos têm demonstrado atuação do NGF 

em funções que se estendem além daquelas relacionadas ao tecido nervoso, dentre elas 

estresse, inflamação e remodelagem tecidual (Aloe et al., 2002; Micera et al., 2007; Scuri et 

al., 2010). As atividades biológicas de NGF são mediadas por duas classes de receptores, o 

p75, receptor de baixa afinidade pertencente à superfamília de receptores de citocinas, 

incluindo o receptor para TNF; e TrkA, um receptor tirosina cinase transmembrana. Durante o 

desenvolvimento e a vida adulta, NGF e seus receptores são produzidos por diferentes tipos 

celulares, entre eles células do tecido nervoso, células inflamatórias, endoteliais e musculares 

(Sofroniew et al., 2001; Micera et al., 2007). No coração, o NGF é produzido também por 

cardiomiócitos e age como fator autócrino de sobrevivência para os mesmos (Caporali et al. 

2008). Além disso, é demonstrado que NGF promove reparo do tecidual após infarto do 

miocárdio (Meloni et al., 2010).  

Entre os agentes desencadeadores do aumento da expressão de NGF, encontram-se 

citocinas inflamatórias e endotelina. Embora ainda não tenha sido estabelecida uma relação 

direta entre a expressão de citocinas e a produção de NGF no coração, estudos demonstram 

que citocinas pró-inflamatórias podem estimular a secreção de NGF. Em camundongos, TNF- 

α aumenta a secreção de NGF induzida por IL1-β e INF- em fibroblastos (Hattori et al., 

1994) e por IL-4 em astrócitos (Brodie et al.,1998). Em células de disco intervertebral de 

humanos, TNF- α e IL1-β também são capazes de estimular a produção de NGF (Abe et al., 

2007). De acordo com Takei & Laskey (2008), TNF e NGF estão inter-relacionados em suas 

atividades e distúrbios no balanço dessas duas moléculas podem levar ao estabelecimento de 

desordens neurodegenerativas e inflamatórias. No que se refere à endotelina-1 (ET-1), estudos 

in vitro mostram que ET-1 aumenta a expressão de NGF em cardiomiócitos e, em 

concordância, camundongos deficientes em ET-1 mostram expressão reduzida de NGF e da 

inervação simpática cardíaca (Ieda et al, 2004).  

Endotelinas (ET) constituem uma família de peptídeos com três isoformas, 

denominadas endotelina 1 (ET-1), endotelina 2 (ET-2) e endotelina 3 (ET-3). Nas suas formas 

ativas, as isoformas apresentam 21 aminoácidos, com pequenas diferenças na seqüência 

estrutural de suas moléculas (Rubanyi et al, 1994). As moléculas ativas das ET são formadas 

pela quebra seqüencial de formas inativas produzidas pela célula. A pré-pro-endotelina é 

hidrolisada em big-endotelina que, após nova quebra, dará origem à forma ativa da molécula. 

O processamento dessas formas não ativas é realizado pela Enzima de Conversão em ET 
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(ECE) e por outras enzimas tais como cinases, metaloproteases não ECE e endopeptidases 

(Rubanyi et al, 1994 ). 

ET-1 é um potente vasoconstritor secretado por células endoteliais e vários outros 

tipos celulares, entre eles cardiomiócitos, macrófagos, células musculares lisas, neurônios e 

células da glia (Miyauchi & Masaki, 1999; Ripodas et al, 2001; Sluck et al, 1999; Naicker & 

Bhoola, 2001). ET-2, por sua vez, é potente constritor da musculatura intestinal e é expresso 

principalmente no trato gastrointestinal (De La Monte et al, 1995). ET-3 é abundante no trato 

gastrointestinal, hipófise e cérebro (Matsumoto et al 1989; Sluck et al, 1999). A ET-1 é a 

isoforma predominantemente responsável por efeitos cardiovasculares, enquanto a ET-2 está 

envolvida com o desenvolvimento neonatal e funções intestinais. ET-3, por sua vez, 

desempenha papel importante na diferenciação de melanócitos e neurônios entéricos 

(Keidzierski & Yanagisawa, 2001). De modo geral, ET exercem importantes atividades 

fisiológicas e fisiopatológicas em diversos sistemas orgânicos, incluindo os sistemas renal, 

pulmonar, imunológico e cardiovascular, além de atuarem no processo de desenvolvimento 

embriológico. ET possuem ações pro-inflamatórias, mitogênicas e no controle da hemostasia, 

entre outras (revisões em Miyauchi & Masaki, 1999, Giannessi et al., 2001, Brunner et al, 

2006; Schneider et al, 2007). Com relação ao seu papel na inflamação, ET participam dos 

processos de formação de edema, infiltração leucocitária e febre (Rae e Henriques, 1998; 

Sampaio et al, 2004); inflamação dependente de mastócitos (Metz et al, 2006); e expressão de 

moléculas de adesão para recrutamento de leucócitos por células endoteliais (Callera et al, 

2004). Sabe-se que macrófagos podem produzir endotelinas (Wahl et al, 2005) e expressar 

seus receptores, ETA e ETB (Sakura-Yamashita et al, 1997; Kedzierki & Yanagisawa, 2001). 

Os receptores de endotelina, ETA e ETB, medeiam os efeitos de ET em mamíferos 

(Brunner et al, 2006; Schneider et al, 2007). Esses receptores estão acoplados à proteína G e 

quando estimulados provocam o aumento da concentração de cálcio no interior da célula, que 

promove a ativação de proteína cinase C e o aumento ou diminuição de AMPc  na célula 

(Yang et al, 2005; Kedzierski et al, 2001). As ET possuem vias de ligação diferentes, sendo 

que as isoformas ET-1 e ET-2 ligam-se em ambos os receptores, porém a isoforma ET-3 liga-

se especificamente no receptor ETB (Kedzierski et al, 2001). O receptor ETA é expresso em 

células musculares, células hepáticas, neurônios, osteoblastos, adipócitos, melanócitos e 

queratinócitos. Já o receptor ETB é expresso em células endoteliais, musculares, hepáticas, 

células do epitélio renal, osteoblastos e neurônios do sistema nervoso periférico. Ambos os 

receptores são expressos nas células do trato reprodutor (Kedzierski et al, 2001; Rubanyi et 

al, 1994). Em músculo liso vascular, ambos os receptores medeiam vasoconstricção. Nas 
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células endoteliais, os receptores ETB provocam vasodilatação, através da produção de oxido 

nítrico (NO).  

 

 

Figura 3.  Representação esquemática das vias de formação e de ligação a receptores da endotelina  (Retirado de 

Kedzierski et al. ,2001) 

 

A ET-1 está envolvida com funções cardiovasculares normais, além de diversas 

patologias cardiovasculares, como hipertensão, aterosclerose e insuficiência cardíaca 

(Kedzierski & Yanagisawa, 2001, Gianessi et al, 2001; Böhm & Pernow, 2007). Estudos 

experimentais mostram que, no coração, ET-1 potencia a resposta contrátil induzida pela 

noradrenalina (Backs et al., 2005), além de modular a síntese de peptídeo natriurético B 

(BNP) por cardiomiócitos (Bruneau et al., 1997). Por outro lado, ET-1, via receptor ETA  

possui participação no processo de reinervação simpática que ocorre após infarto do 

miocárdio (Lee et al., 2008) e, em ratos hipertensos, tanto a ET-1 quanto seu receptor ETA 

estão envolvidos no recrutamento de leucócitos e aumento da expressão de VCAM-1 e P-

selectina (Callera et al., 2004). Tem sido demonstrado papel importante da ET-1 nos 

processos inflamatórios de patologias cardiovasculares, como no recrutamento de monócitos e 

sua proliferação, que constituem eventos importantes na disfunção e remodelamento 

ventricular e, portanto, no estabelecimento de cardiomiopatia (Yang et al., 2005). Além disso, 

células inflamatórias como os macrófagos são capazes de sintetizar e secretar endotelina e 

desta forma contribuem para a amplificação e regulação da resposta inflamatória (Liu et al., 

1998). O aumento da síntese de ET-1 pode levar ao aumento na síntese de citocinas e 

quimiocinas e vice-versa (White et al., 2000). Importante ressaltar que cardiomiócitos não 
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somente secretam ET-1 como expressam os receptores ETA e ETB, com ETA representando 

90% dos seus receptores (Fareh et al, 1996; Sakai et al, 1996; Yang et al, 2005). 

Níveis elevados de ET-1 ocorrem em pacientes com cardiomiopatia chagásica 

(Salomone et al, 2000) e, na última década, têm surgido evidências que apóiam a participação 

de endotelinas na patogênese da doença (revisões em Petkowa et al, 2001; Tanowitz et al, 

2005; Machado & Camargos). Na fase aguda da infecção experimental com T. cruzi em 

camundongos, há elevação dos níveis cardíacos de endotelinas paralelamente a alterações 

vasculares (revisto por Petkova et al, 2001). Em ratos, também foi verificado que, na fase 

aguda da infecção com T. cruzi, há elevação dos níveis cardíacos de ET-1, associada com a 

disfunção vascular característica da infecção (Camargos et al., 2002). Em outro estudo, 

também em ratos infectados com T. cruzi, o bloqueio específico do receptor ETA reverteu a 

disfunção vascular, no entanto aumentou o parasitismo no coração e diafragma, sugerindo 

papel de ET no controle inicial da infecção (Camargos et al, 2004). Estudos in vivo e in vitro 

realizados no laboratório Profa Conceição Machado sugerem que a endotelina tem 

participação no controle da resposta de resistência à infecção por T. cruzi, através do 

desenvolvimento do processo inflamatório, em especial da participação de macrófagos, que 

resulta no controle do parasitismo durante a fase aguda da infecção. O bloqueio dos receptores 

de endotelina em ratos infectados aumenta a parasitemia durante a fase aguda da infecção por 

T. cruzi em ratos, enquanto que no diafragma e coração o bloqueio reduz a área ocupada por 

linfócitos T e B e, ao contrário, aumenta o número de células “Natural killer”. Já o bloqueio 

dos receptores de endotelina em macrófagos peritoneais de ratos infectados por T. cruzi, em 

cultura, aumentou a taxa de infecção e o número de parasitas no interior dessas células. 

Ainda, o tratamento com endotelina-1 reduz a produção de óxido nítrico e das citocinas TNF-

α e IL-10 por macrófagos infectados, reforçando o papel da endotelina no controle da resposta 

imunológica de resistência do hospedeiro à infecção por T. cruzi (Marques, 2008). 

 Neste trabalho, pretendemos avaliar os efeitos da endotelina sobre a infeção, in vitro,  

de cardiomiócitos. Para isso, o delineamento experimental envolve o tratamento dessas 

células com endotelina-1 ou com bosentan. O bosentan (Ro 47-0203, Actelion) é antagonista 

não-peptídico competitivo de endotelina, sendo considerado ferramenta útil no estudo de 

sistemas biológicos envolvendo a endotelina. O tratamento com fármaco pode ser agudo ou 

crônico e o mesmo é capaz de bloquear a ação das endotelinas através de seus dois tipos de 

receptores, ETA e ETB, o que o caracteriza como bloqueador dual. A afinidade do bosentan 

para o receptor ETA é 100 vezes maior do que para o ETB. Em pacientes, após administração 

oral, a concentração plasmática máxima do bosentan é alcançada dentro de 3 a 5 horas. O 
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tratamento clínico com o fármaco demonstra melhoras em casos de insuficiência cardíaca, 

vasoespasmo cerebral, aneurismas, hipertensão pulmonar e outras doenças [Roux et al., 

1999]. Em dezembro de 2001, o fármaco foi aprovado para uso clínico pelo FDA (Food and 

Drug Administration, Administração de Alimentos e Drogas) para tratamento de hipertensão 

pulmonar arterial [Motte et al., 2005]. Em modelos experimentais, bosentan é utilizado tanto 

em estudos in vivo quanto in vitro, para análise de diferentes aspectos da ação biológica da 

endotelina, como hipertrofia e inflamação (Izumi et al, 2003; Marques, 2008; Stillitano et al., 

2008). 

Diante do exposto, considerando que cardiomiócitos apresentam receptores para 

endotelina e que esta é fator significativo no desenvolvimento da disfunção vascular e da 

cardiomiopatia chagásica, torna-se importante o estudo da ação da endotelina na atividade 

secretora desse tipo celular, em resposta à infecção pelo T. cruzi. Tal investigação pode 

contribuir para a ampliação do conhecimento sobre o papel de cardiomiócitos nos diferentes 

fenômenos que ocorrem durante a infecção, como resistência ao parasito, inflamação, 

desnervação, remodelamento tecidual (hipertrofia e fibrose), entre outros.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1  Objetivo Geral 

 Verificar o efeito do tratamento com endotelina-1 (ET-1) sobre a expressão de NGF, 

NO e citocinas por cardiomiócitos infectados ou não, in vitro,  com T. cruzi.  

 

2.2 – Objetivos específicos 

 Avaliar os níveis de NGF, ET-1, NO, TNF-α, IL-1β, INF-γ e IL-10 nos sobrenadantes 

de culturas de cardiomiócitos infectados ou não com cepa Y de T. cruzi e tratados ou 

não com ET-1;  

 Avaliar os níveis de NGF, ET-1, NO, TNF-α, IL-1β, INF-γ e IL-10 nos sobrenadantes 

de culturas de cardiomiócitos infectados ou não com cepa Y de T. cruzi e tratados ou 

não com antagonista de receptores ETA e ETB; 

 Avaliar a taxa de infecção de cardiomiócitos tratados ou não com ET-1 ou com 

antagonista de receptores ETA e ETB; 

 Avaliar o percentual de cardiomiócitos infectados após tratamento com ET-1 ou com 

antagonista de receptores ETA e ETB.  
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Animais  

 Foram utilizados ratos Holtzman neonatos, com idade entre 1 e 3 dias, fornecidos pelo 

Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB-UFMG. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal da UFMG sob registro de protocolo nº 081/03. 

 

3.2  Isolamento e cultivo de cardiomiócitos 

 Os procedimentos experimentais basearam-se na metodologia proposta por 

Chiopcikova et al (2001) modificado por Pinto et al (2006). Ratos neonatos foram 

sacrificados por decapitação e seus corações foram imediatamente retirados do tórax e 

mantidos em solução de Ringer em temperatura ambiente. Após limpeza e eliminação das 

câmaras atriais, os corações foram fragmentados, transferidos para frasco Erlenmeyer e  

submetidos a vários (6-10) ciclos de tripsinização com solução de tripsina-EDTA a 0,25% 

(Gibco), à temperatura de 37 °C, sob agitação mecânica. O sobrenadante foi coletado e  

centrifugado a 1800 rpm por 10 minutos e o pellet resultante foi ressuspendido em meio 

DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: Nutrient Mixture F12 - GIBCO) 

suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 20 %, cloreto de cálcio a 1% e penicilina-

estreptomicina a 1%. As células foram plaqueadas em garrafa de cultura (25 cm²) por 2 horas 

para adesão dos fibroblastos, de modo a obter-se cultura com predominância de 

cardiomiócitos. A seguir, o sobrenadante foi coletado e o número de células viáveis foi 

calculado a partir da contagem de células em câmara de Neubawer, após coloração com Azul 

de Tripan a 0,4% (Sigma). As células foram plaqueadas em placas de 24 poços, com 

densidade de 3 X 105 células por poço, em meio DMEM/F12 suplementado com SFB a 20%, 

cloreto de cálcio a 1% e penicilina-estreptomicina a 1%.  Três dias após o plaqueamento, 

quando os cardiomiócitos estavam aderidos, o meio de cultura foi substituído por meio 

DMEM/F12 sem SFB. As células permaneceram neste meio por mais três dias, quando foram, 

então, submetidas aos tratamentos com ET-1 e/ou bosentan e à infecção com cepa Y de T. 

cruzi, conforme descrito a seguir. Os cardiomiócitos foram mantidos, durante todo o 

procedimento, em estufa com atmosfera umidificada, a 37 ºC e 5% de CO2. 

 

3.3  Caracterização morfológica da cultura de cardiomiócitos 

 A confirmação da predominância de cardiomiócitos nos poços foi feita mediante: i) 

observação, em microscópio Axiovert 25 Zeiss, de contração espontânea e formação de 
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sincício; ii) identificação imunocitoquímica de alfa-actinina e iii) caracterização da 

ultraestrutura em microscópio eletrônico de transmissão.  

 

3.3.1 Imunofluorescência para alfa-actinina 

Cardiomiócitos foram plaqueados como descrito anteriormente em lamínulas circulares.  

No sexto dia de cultivo (terceiro dia com meio DMEM-F12 sem SFB), as células foram fixadas 

com solução de paraformaldeido a 4% em PBS suplementado com cálcio e magnésio, por uma 

noite a 4 ºC. Após a fixação, as células foram incubadas por 20 minutos em solução de PBS 

contendo saponina a 0,5% (Sigma) e BSA a 2% (Sigma). Posteriormente, as células foram 

incubadas com o anticorpo primário anti-alfa-actinina (Sigma), diluição 1:1000,  por 1 hora em 

temperatura ambiente. Após três lavagens com solução PBS/saponina/BSA, as lamínulas foram 

incubadas com anticorpo secundário anti-camundongo conjugado com fluoresceína (FITC; Santa 

Cruz Biotechnology) em diluição 1:250. A seguir, procedeu-se à coloração dos núcleos com 4'-6-

Diamidino-2-phenylindole (DAPI,  Invitrogen) diluído 1:100 em PBS. A análise das células foi 

realizada em microscópio de fluorescência Axioplan-2 da Zeiss (objetiva de imersão com 

aumento de 63X).  

 

3.2  Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 Cardiomiócitos foram plaqueados como descrito anteriormente em lamínulas 

circulares. No sexto dia de cultivo (terceiro dia com meio DMEM-F12 sem SFB),  as células 

foram lavadas com PBS suplementado com cálcio e magnésio por 2 vezes e fixadas com 

solução modificada de Karnovsky (paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2,5% em tampão 

cacodilato a 0,1 M, pH 7,2). Após a fixação, as células foram lavadas com tampão cacodilato 

a 0,1M  e incubadas com tetróxido de ósmio a 2% reduzido com ferrocianeto a 1% em tampão 

cacodilato 0,1M, em temperatura ambiente e sob capela de exaustão, por 1 hora. A seguir, as 

células foram lavadas com tampão cacodilato 0,1 M e raspadas do fundo da placa. O raspado 

foi centrifugado e o pellet resultante foi incubado em solução de uranila a 0,5% em água por 

uma noite. Após esse procedimento, o sobrenadante foi retirado e a células foram lavadas com 

água e centrifugados. O pellet foi incluído em agarose a 2% e seccionado em fragmentos de 

aproximadamente 1mm3, os quais foram submetidos a processo de desidratação progressiva.  

 Após a desidratação, os fragmentos foram infiltrados com  mistura de acetona com 

resina Epon nas proporções de 2:1 e 1:1, por 1 hora cada e, então, na proporção de 1:2 por 

uma noite, com o recipiente aberto. Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para 

mistura plena de EPON por 1 hora e  incluídos na mesma resina. O material foi  transferido 
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para estufa à 40 ºC por 1 hora e então  para estufa à 60 ºC por 48 horas para polimerização da 

resina. Cortes semi-finos (300nm) foram transferidos para lâmina de vidro e corados com 

solução de toluidina para seleção, em microscópio  óptico,  de áreas de interesse. Cortes ultra-

finos (50nm) foram transferidos para telas de cobre (200 mesh), contrastados com citrato de 

chumbo e analisados em microscópio Tecnai G2-Spirit (FEI Company, Holanda) 

 

3.4 Avaliação da viabilidade celular 

 No sexto dia de cultivo (terceiro dia com meio DMEM-F12 sem SFB, o meio foi 

substituído por meio DMEM-F12 contendo diferentes concentrações de ET-1 ou de bosentan,  

de modo a se obter pelo menos três poços com cada uma das concentrações usadas. Para ET-

1, foram usadas as concentrações de 10-6 M, 10-7 M e 10-8 M em meio DMEM-F12. Para 

bosentan, as concentrações utilizadas foram 10-4 M, 10-5 M e 10-6 M em meio DMEM-F12. 

Cardiomiócitos controles, ou seja, não tratados, também foram submetidos ao teste de 

viabilidade celular por MTT.  

Após 24 horas de tratamento, o meio foi removido e, a seguir, adicionada solução 

constituída por 210 μl de DMEM-F12 isento de SFB e 170 μl de solução de MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolium bromide, Sigma) na concentração de 5mg/ml. Após 2 

horas em estufa a 37ºC e 5% CO2, foram adicionados 210 μl de solução SDS (Dodecilsulfato 

de sódio) em HCl a 10% em água, ficando a placa em estufa a 37ºC e 5% CO2 por 16 a 18 

horas. Células viáveis convertem o sal de tetrazolio (amarelo) em cristais de formazan 

(púrpura) que é liberado no meio de cultivo após rompimento das células pela ação do SDS. A  

intensidade da cor foi avaliada por leitura de absorbância a 595 nm (leitor Versamax TM, 

Molecular Devices), sendo a absorbância diretamente proporcional ao número de células 

viáveis na amostra.  

 
3.5 Delineamento experimental  

  

Tendo em vista que o objetivo principal desse trabalho é avaliar o efeito da ET-1 sobre a 

expressão de NGF, NO e citocinas por cardiomiócitos infectados, in vitro, com cepa Y de T. 

cruzi, optou-se por tratar essas células com ET-1 previamente à infecção. Adicionalmente, as 

células foram tratadas com bosentan, antagonista dos receptores ETA e ETB, previamente à 

infecção com T. cruzi. A ligação desse antagonista com seus receptores é irreversível e, desse 

modo, pretendeu-se avaliar se este bloqueio interfere com a resposta do cardiomiócitos à 
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infecção. Uma terceira abordagem envolveu o tratamento duplo, ou seja, os cardiomiócitos 

foram tratados por 24 horas com bosentan, lavados e tratados por 24 horas com ET-1.  

Todos os tratamentos foram feitos em cardiomiócitos controles e infectados. Desse modo, 

as culturas primárias de cardiomiócitos foram conduzidas conforme os seguintes grupos 

experimentais:  

 Grupo 1: Cardiomiócitos controles não tratados;  

 Grupo 2: Cardiomiócitos controles tratados com bosentan por 24 horas;  

 Grupo 3: Cardiomiócitos controles tratados com ET-1 por 24 horas;  

 Grupo 4: Cardiomiócitos controles tratados com bosentan por 24 horas seguido de 

tratamento com ET-1 por 24 horas; 

 Grupo 5: Cardiomiócitos infectados com cepa Y de T. cruzi por 24 ou 48 horas; 

 Grupo 6: Cardiomiócitos tratados com bosentan por 24 horas e infectados com cepa Y 

de T. cruzi por 24 ou 48 horas; 

 Grupo 7: Cardiomiócitos tratados com ET-1 por 24 horas e infectados com cepa Y de 

T. cruzi por 24 ou 48 horas; 

 Grupo 8: Cardiomiócitos tratados com bosentan por 24 horas seguido de tratamento 

com ET-1 por 24 horas e infectados com cepa Y de T. cruzi por 24 ou 48 horas; 

 

Todos os sobrenadantes foram coletados no período correspondente a 24 ou 48 horas 

de infecção, ou seja, no oitavo e nono dias de cultivo, com exceção do grupo 7 que teve o 

sobrenadante coletado no nono e décimo dias de cultivo.  

 

3.6 Obtenção dos parasitos e infecção com Trypanosoma cruzi 

 Tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram obtidos do sangue do plexo orbital de 

camundongos infectados e gentilmente fornecidos pelo Prof Egler Chiari do Departamento de 

Parasitologia do ICB/UFMG. Células da linhagem de fibroblastos de rim de macaco (LLC-

MK2) mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, 1% de glutamina e 1% de 

penicilina-estreptomicina foram infectadas com esses parasitos para manutenção da cepa em 

cultura. Após infecção, o meio das células LLC-MK2 foi substituído por DMEM 

suplementado com 2% de SFB, 1% de glutamina e 1% de penicilina-estreptomicina. As 

células foram mantidas em estufas com atmosfera umidificada a 37 ºC e 5% de CO2. Dois 

repiques foram feitos antes da utilização dos parasitas nos experimentos. Tripomastigotas 

liberados das células LLC-MK2 foram coletados em tubo falcon de 50 ml, centrifugados a 
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2.500 rpm por 10 minutos e levados à estufa com atmosfera umidificada a 37 ºC e 5% de 

CO2. Após 4 horas, o sobrenadante foi recolhido para determinação do número de parasitos 

por ml. Após centrifugação a 2.500 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o 

meio foi substituído por DMEM-F12 isento de SFB. 

Os cardiomiócitos, tratados ou não com ET-1 e/ou bosentan, foram infectados com 

tripomastigotas da cepa Y na proporção de 4 parasitos por cardiomiócito.  

 

3.7 Tratamentos com endotelina 1 e bosentan  

  

Não encontramos na literatura um padrão para o tratamento in vitro com bosentan e/ou 

endotelina-1, em relação ao tempo e às concentrações utilizadas. Roffê et al. (2007) trataram 

macrófagos com concentrações de 10-8 e 10-9 M de de endotelina e bosetan respectivamente. 

Isume et al (2003) trataram cardiomiocitos com bloqueador seletivo de ETA na concentração 

de 10-6 por 48 horas. Já Harada et al (1997) utilizaram concentração de 10-5 de bosentan por 

duas horas em cardiomiócitos. Avaliamos as concentrações de bosentan e ET-1 mais 

utilizadas na literatura por 24 horas e verificamos, através do teste de ensaio com MTT, que 

nenhuma das concentrações alteraram a viabilidade celular dos cardiomiócitos. Diante disso, 

decidimos utilizar, nesse trabalho, o tratamento por 24 horas com o bosentan e ET-1 nas 

concentrações de 10-5 e 10-7  respectivamente.  
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Figura 4.  Ensaio de viabilidade por MTT em cardiomiócitos cultivados por seis dias e tratados, por 24 horas,  

com diferentes concentrações de bosentan  (10-4 M, 10-5 M, 10-6 M) e ET-1 (10-6 M, 10-7 M, 10-8 M).  

 

Cada um dos tratamentos com ET-1 (10-7 M) ou com bosentan (10-5 M) foi feito no 

sexto dia de cultivo, pelo período de 24 horas. Após esse período, as células foram lavadas 
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com meio DMEM-F12 sem suplementação com SFB e, a seguir, adicionado o mesmo meio. 

Alguns dos poços da placa de cultivo foram infectados com cepa Y de T. cruzi. O 

sobrenadante foi recolhido no período de 24 e 48 horas de infeção e armazenado em freezer a 

-80 C. No caso de tratamento duplo – bosentan e ET-1 - as células foram tratadas inicialmente 

com bosetan (10-5 M) por 24 horas. Após esse período, as células foram lavadas e adicionado 

meio com ET-1 (10-7 M). Após 24 horas, o meio foi removido e as células foram infectadas 

ou não com cepa Y de T. cruzi. 

 

3.8  Contagem dos parasitos intracelulares 

Para a quantificação do número de parasitos no citoplasma de cardiomiócitos no 

período de 24 ou de 48 horas de infecção, células previamente plaqueadas em lamínulas e 

tratadas ou não foram fixadas com solução de Bouin, por 5 minutos. Após lavagens com 

PBS++  (suplementado com cálcio e magnésio) e em álcool 70°, as células foram coradas com 

hematoxilina e eosina. A taxa de infecção (número de parasitos/célula) foi determinada em 15 

imagens digitalizadas (correspondentes a, no mínimo, 250 células) obtidas em microscópio 

Axioplan-2 da Zeiss com objetiva de imersão 63X. Para cada grupo, utilizaram-se dois 

experimentos distintos. O mesmo procedimento foi utilizado para determinação do percentual 

de células infectadas.  

 

3.9 Dosagem de Óxido Nìtrico 

A produção de óxido nítrico por cardiomiócitos foi avaliada indiretamente pela 

dosagem de nitrito no sobrenadante pela técnica de  Griess modificada (Green et al.,1981). A 

solução de Griess foi preparada a partir da mistura, na proporção de 1:1vv, de solução  de 

sulfanilamida (Sigma) a 1% e solução de naftilenodiamida (Sigma) a 0.1%, ambas em ácido 

fosfórico 2.5% (Merck). 50 μL de cada amostra foram distribuídos, em duplicatas, em placa 

de 96 poços e então adicionou-se 50 μL da solução de Griess. Após 10 minutos, procedeu-se a 

leitura da absorbância, com comprimento de onda de 550 nm (leitor VersamaxTM, Molecular 

Devices) e a concentração de nitrito foi determinada tomando como referência a curva padrão, 

com limites de leitura entre 1,5 e 100 μM de NaNO2 (nitrito de sódio). Os níveis de nitrito 

foram expressos em μM. A curva padrão referente à dosagem de NO encontra-se no Anexo 1. 

 

3.10 Dosagem de Endotelina  

Para dosagem de Endotelina, utilizou-se kit e protocolo da R&D Systems (Human 

Endothelin-1 Immunoassay). Brevemente, placas previamente sensibilizadas foram incubadas 
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com 100µL de solução contendo sistema de detecção de endotelina. Logo após, adicionaram-

se 100 µL das amostras ou diluições seriadas de endotelina 1, por uma hora. Os poços foram 

lavados com solução de lavagem e incubados com 100 µL de substrato para revelação da 

peroxidase. Todos os reagentes e soluções foram fornecidos pelo fabricante. Após 30 minutos 

de revelação, a reação foi interrompida pela adição de 100 µL de solução de bloqueio e a 

densidade óptica avaliada imediatamente em leitor de ELISA (Versamax) , utilizando 

comprimento de onda de 450 nm. As concentrações dos analitos foram expressas em pg/mL 

de sobrenadante a partir da análise da curva padrão. A curva padrão referente à dosagem de 

ET-1 encontra-se no Anexo 1. 

 

3.11 Dosagem de NGF, INF-γ, IL-10, IL-1β e TNF-α 

  Para NGF e IL-1β, utilizou-se kits e protocolos da R & D Systems. Para as outras 

citocinas, foram usados kits e protocolos da BD Biosciences. Placas de ELISA de 96 poços 

(Nunc MaxiSorb) foram cobertas com anticorpo de captura, na diluição recomendada para 

cada kit pelo fabricante, em tampão carbonato (pH9,5) ou fosfato de sódio (pH6,5 ou 7,4) e 

incubados por uma noite a temperatura ambiente. Após lavagem da placa com PBS contendo 

0,05% de Tween 20, foi feito o bloqueio das reações inespecíficas usando-se soluções de 

bloqueio recomendadas pelo fabricante (PBS com 10% de SFB ou PBS com albumina de soro 

bovino-BSA a 1%) por 1 hora. Posteriormente ao bloqueio, 100 µL das amostras ou de 

solução contendo concentrações seriadas dos analitos avaliados foram pipetados em duplicata 

e incubados por mais 2 horas a temperatura ambiente. Após a lavagem da placa para retirada 

do excesso das amostras, os poços foram incubados com os respectivos anticorpos de 

detecção, nas concentrações recomendadas, por mais 1 hora em temperatura ambiente. Em 

seguida, as placas foram lavadas novamente com PBS/Tween 0,05% e incubadas com solução 

de estreptavidina por 30 minutos. As placas foram lavadas novamente com PBS/Tween 

0,05% e incubadas com solução reveladora da atividade da peroxidase por mais 30 minutos. 

A reação foi então bloqueada com adição de 50 µL de solução de bloqueio H2SO4 a 2 N e a 

leitura da absorbância determinada logo em seguida em 450 nm. As concentrações dos 

analitos foram expressas em pg/mL de sobrenadante a partir da análise da curva padrão. As 

curvas padrão referentes às dosagens de NGF e de citocinas encontram-se no Anexo 1. 

Ressaltamos, neste ponto, que o soro fetal bovino (Invitrogen) foi testado em nosso 

laboratório quanto à presença de NGF. A dosagem pelo método de ELISA mostrou não haver 

quantidade detectável dessa neurotrofina no soro adquirido da Invitrogen.  
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3.12 Análise Estatística 

 

 Os dados foram analisados com auxílio do programa Prisma 4.0 para Windows e 

expressos como média ± desvio padrão. Os dados obtidos mediante dosagem por ELISA e 

referentes à taxa de infecção e percentual de células infectadas foram analisados pelo test t de 

Student não paramétrico (Kruskal-Wallis), com nível de significância estabelecido  igual a    

p< 0,05. 
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4 Resultados 

 

4.1  Morfologia e viabilidade de cardiomiócitos em cultura 

  

No sexto dia de cultivo, os cardiomiócitos mostraram-se aderidos à placa. 

Cardiomiócitos controles apresentaram forma alongada, com finos prolongamentos e, de 

modo geral, núcleo arredondado e nucléolo evidente. Na maior extensão da placa, as células 

estavam confluentes, em arranjo de sincício e com contração espontânea Os cardiomiócitos 

exibiram marcação para alfa-actinina, evidenciada pela fluorescência na região de linha Z ao 

longo das miofibrilas (Fig. 4A).  Em nível ultraestrutural, observaram-se miofibrilas 

características de células musculares estriadas e mitocôndrias no citoplasma dos 

cardiomiócitos (Fig. 4B e 4C).  

Nos cardiomiócitos infectados por 24 horas observou-se menor número de amastigotas 

intracelulares do que naqueles infectados por 48 horas (Fig. 5A e 5B). No período de 72 horas 

de infecção, vários cardiomiócitos apresentaram sinais de degeneração, tais como núcleo 

picnótico e citoplasma fortemente acidófilo (Fig. 5C). Neste período, também foi possível 

observar células rompidas com liberação de tripomastigotas (Fig. 5D). Tendo em vista a 

possibilidade dessas células em degeneração, presentes em grande número nas culturas com 

72 horas de infecção, alterarem o padrão de secreção dos fatores avaliados, optou-se por 

apresentar, neste trabalho, apenas os resultados obtidos com 24 e 48 horas de infecção e seus 

respectivos controles.  
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Figura 5. Fotomicrografias de cardiomiócitos no sexto dia de cultivo (terceiro dia em meio 
DMEM-F12 sem soro fetal bovino).  

 

5A: Imunofluorescência para alfa-actinina, marcação com fluoresceína (verde). As setas 
indicam bandeamento típico de alfa-actinina na região da linha Z;  

 

5B e 5C: Ultraestrutura de cardiomiócitos com arranjo característico de miofibrilas. M: 
Mitocôndria; MF: Miofibrilas.  
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Figura 6. Fotomicrografias de cardiomiócitos com 24(6A), 48(6B) e 72(6C) horas de 

infecção com cepa Y de Trypanosoma cruzi. Observar aumento do número de parasitas 

intracelulares, proporcional ao tempo de infecção. Após 72 horas de infecção (6C), são 

observadas células com núcleos picnóticos e citoplasma fortemente acidófilo (), além 

do rompimento de algumas células, com liberação de formas tripomastigotas (detalhe 

figura 6C).Hematoxilina-Eosina. Barra = 20 m
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4.2 Efeito do tratamento com bosentan e ET-1 sobre a produção de NGF, ET-1, 

NO e citocinas por cardiomiócitos controles 

  

 O sobrenadante coletado no oitavo e nono dias de cultivo de cardiomiócitos controles 

(grupo 1) apresentou níveis detectáveis de NGF e de endotelina.  

Em relação ao NGF, os níveis no oitavo dia (19,35 ± 10,72 pg/mL) foram semelhantes 

aos do nono dia (14,09 ± 1,97 pg/mL). O tratamento com bosentan por 24 horas (grupo 2) não 

alterou a produção de NGF pelos cardiomiócitos no oitavo (7,32 ± 2,45 pg/mL) e nono (15,47 

± 2,15 pg/mL) dias de cultivo. Por sua vez, o tratamento com ET-1 (grupo 3) resultou em 

aumento expressivo da produção de NGF pelos cardiomiócitos no nono dia de cultivo (47,20 

± 19,27 pg/mL) em relação aos cardiomiócitos controles no mesmo período (14,09 ± 1,97 

pg/mL). O tratamento duplo (grupo 4) resultou em efeito semelhante ao do tratamento apenas 

com ET-1 (grupo 3), ou seja, aumento da expressão de NGF no nono dia de cultivo (60,96 ± 

7,02 pg/mL) em relação ao seu controle (grupo 1).  
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Figura 7.  Níveis de NGF (pg/mL) em sobrenadante coletado de cultura de cardiomiócitos controles, 

cardiomiócitos tratados por 24 horas com 10-5 M de bosentan, tratados por 24 horas com 10-7 M de ET-1 ou 

tratados com 10-5 M de bosentan por 24 horas e a seguir com 10-7 M de ET-1 por 24 horas. * p<0,05 (24h X 48h 

de um mesmo tratamento);  # p<0,05 (controle tratado X controle não tratado no mesmo período de tempo); 

p<0,05 (controle tratado X controle tratado no mesmo período de tempo e com tratamentos diferentes). 

 

A dosagem de ET-1 evidenciou sua produção pelos cardiomiócitos controles no oitavo 

(1,98 ± 0,51 pg/mL) e nono dia de cultivo (3,37 ± 0,49 pg/mL), sendo maior neste último 

período. O tratamento com bosentan aumentou os níveis de ET-1 no sobrenadante, tanto no 

oitavo (16,22 ± 5,80 pg/mL) quanto no nono (12,90 ± 3,06 pg/mL) dias de cultivo. O mesmo 
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resultado foi obtido após tratamento com ET-1, no oitavo (7,63 ± 1,55 pg/mL) e nono (8,60 ± 

0,87 pg/mL) dias de cultivo, embora em níveis menores que os induzidos por bosentan. O 

tratamento duplo também resultou em maiores níveis de ET-1 nos dois períodos (20,21 ± 6,09 

e 22,84 ± 1,79 pg/mL) em níveis semelhantes aos induzidos pelo tratamento com bosentan. 

Neste ponto é importante ressaltar que após cada tratamento, a droga (bosentan e/ou ET-1) foi 

removida por lavagem das células com o meio de cultivo.  
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Figura 8. Níveis de ET-1 (pg/mL) em sobrenadante coletado de cultura de cardiomiócitos controles, 

cardimiócitos tratados por 24 horas com 10-5 M de bosentan, tratados por 24 horas com 10-7 M de ET-1 ou 

tratados com 10-5 M de bosentan por 24 horas e a seguir com 10-7 M de ET-1 por 24 horas. * p<0,05 (24h X 48h 

de um mesmo tratamento);  # p<0,05 (controle tratado X controle não tratado no mesmo período de tempo);  

p<0,05 (controle tratado X controle tratado no mesmo período de tempo e com tratamentos diferentes). 

 

Em relação às citocinas, não foram detectados níveis de INF-γ, IL-1β e IL-10 nos 

grupos controles (grupo 1), tratado com bosentan (grupo 2), tratado com ET-1 (grupo 3) e 

com ambas as drogas (grupo 4).  

TNF-α não foi detectado no sobrenadante de cardiomiócitos controles dos grupos 1, 2 

e 3. No entanto, esta citocina foi detectada no sobrenadante das células submetidas a 

tratamento duplo (grupo 4), tanto no oitavo (27,53 ± 23,55 pg/mL) quanto no nono dia de 

cultivo (85,33 ± 34,20 pg/mL).  

 Em todos os grupos e períodos analisados, não se detectou produção de NO pelos 

cardiomiócitos.  
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4.3 Efeito do tratamento com bosentan e ET-1 sobre a produção de NGF, ET-1, NO e 
citocinas por cardiomiócitos infectados com cepa Y de T. cruzi 
 

4.3.1  Produção de NGF 

 A infecção de cardiomiócitos com a cepa Y de T. cruzi (grupo 5) resultou em aumento 

da produção de NGF em relação aos controles no período de 24 (19,35± 10,72 versus 59,80 

±15,96 pg/mL) e de 48 horas de infecção (14,09 ±1,97 versus 131,40 ± 40,94 pg/mL). A 

produção de NGF aumenta no período de 24 a 48 horas de infecção (59,80 ±15,96 versus 

131,40 ± 40,94 pg/mL). 

 O tratamento com bosentan (grupo 6) resulta em aumento acentuado da produção de 

NGF nas primeiras 24 horas de infecção com a cepa Y (219,30 ± 16,41 versus 59,80 ±15,96). 

Após 48 horas de infecção, os níveis de NGF no sobrenadante de cardiomiócitos tratados com 

bosentan e infectados (156,20 ± 52,88) são semelhantes aos dos cardiomiócitos não tratados e 

infectados (131,40 ± 40,94).  

 O tratamento com endotelina (grupo 7) também induz maior produção de NGF nas 

primeiras 24 horas de infecção em relação aos não tratados e infectados (140,8 ±21,53 versus 

131,40 ± 40,94), mas em menores níveis que o tratamento com bosentan. Após 48 horas de 

infecção, os níveis são semelhantes nos grupos tratados (104,70 ± 6,09) e não tratados (131,40 

± 40,94). Já com o tratamento duplo (grupo 8), os níveis de NGF se mantêm elevados nos 

períodos de 24 (197,30 ±72,79) e 48 horas de infecção (197,9 ± 31,46).  
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Figura 9. Níveis de NGF (pg/mL) em sobrenadante coletado de cultura de cardiomiócitos infectados com cepa 

Y de T. cruzi e de cardiomiócitos tratados, previamente à infecção, com 10-5 M de bosentan por 24 horas, ou 

com 10-7 M de ET-1 por 24 horas, ou tratados com 10-5 M de bosentan por 24 horas e a seguir com 10-7 M de 

ET-1 por 24 horas. * p<0,05 (24h X 48h de um mesmo tratamento);  p<0,05 controle não tratado versus 

infectado não tratado; # p<0,05 (infectado tratado X infectado não tratado no mesmo período de tempo);   

p<0,05 (infectado tratado X infectado tratado no mesmo período de tempo e com tratamentos diferentes). 
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4.3.2 Produção de ET-1 

 

 A infecção com a cepa Y de T. cruzi induziu aumento da produção de ET-1 pelos 

cardiomiócitos após 24 horas de infecção (16,22 ±5,80 pg/mL), mas não às 48 horas de 

infecção (6,81 ± 5,16 pg/mL). O tratamento prévio com bosentan resultou em aumento 

acentuado dos níveis de ET-1 no sobrenadante de cardiomiócitos infectados por 24 (50,65 ± 

6,44 pg/mL) e 48 horas (63,29 ± 12,58 pg/mL) em relação aos cardiomiócitos infectados e 

não tratados nos mesmos períodos de tempo. O tratamento com ET-1 e o tratamento duplo 

induziu aumento na produção de ET-1 apenas no período de 48 horas de infecção (39,51 ± 

9,08 pg/mL), em relação ao infectado não tratado.  
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Figura 10. Níveis de ET-1 (pg/mL) em sobrenadante coletado de cultura de cardiomiócitos infectados com cepa 

Y de T. cruzi e de cardiomiócitos tratados, previamente à infecção, com 10-5 M de bosentan por 24 horas, ou 

com 10-7 M de ET-1 por 24 horas, ou tratados com 10-5 M de bosentan por 24 horas e a seguir com 10-7 M de 

ET-1 por 24 horas. # p<0,05 (infectado tratado X infectado não tratado no mesmo período de tempo);   p<0,05 

(infectado tratado X infectado tratado no mesmo período de tempo e com tratamentos diferentes). 

 

 

4.3.3 Produção de óxido nítrico 

 A infecção com cepa Y resulta na detecção de nitrito no sobrenadante tanto às 24 

horas (1,89 ± 0,24 p) quanto às 48 horas (2,35 ± 0,33) de infecção.  

 A infecção com cepa Y após o tratamento com bosentan induziu pequeno aumento do 

produção de NO com 24 horas (4,30 ± 2,04), seguido de elevação acentuada de sua produção 

com 48 horas de infecção (16,09 ± 8,02), em relação aos grupos infectados não tratados.  
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Por sua vez, o tratamento com ET-1 aumenta a produção de NO apenas às 48 horas de 

infecção (5,77  ± 1,40), mas em níveis menores que aqueles induzidos pelo bosentan.  

Já o tratamento com bosentan seguido de tratamento com ET-1 resultou em aumento 

da produção de NO no período de 48 horas de infecção (10,09 ± 6,08), em níveis inferiores ao 

tratamento apenas com bosentan. 
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Figura 11. Níveis de NO (pg/mL) em sobrenadante coletado de cultura de cardiomiócitos infectados com cepa Y 

de T. cruzi e de cardiomiócitos tratados, previamente à infecção, com 10-5 M de bosentan por 24 horas, ou com 

10-7 M de ET-1 por 24 horas, ou tratados com 10-5 M de bosentan por 24 horas e a seguir com 10-7 M de ET-1 

por 24 horas.   p<0,05 controle não tratado versus infectado não tratado; # p<0,05 (infectado tratado X 

infectado não tratado no mesmo período de tempo). 

 

4.3.4 Produção de citocinas 

 

 Dentre as citocinas analisadas, somente IL-10 e TNF-α foram detectadas após a 

infecção de cardiomiócitos com a cepa Y de T. cruzi.  

 Em relação ao TNF-α, a dosagem no sobrenadante evidenciou sua produção apenas no 

período de 48 horas de infecção com a cepa Y (4,93 ± 4,32). O tratamento prévio com 

bosentan (3,46 ± 5,57) ou com ET-1 (1,80 ± 1,71) resultou no mesmo perfil temporal com 

níveis semelhantes dessa citocina. Já o tratamento duplo com bosentan e ET-1 resultou em 

aumento na produção dessa citocina nos períodos de 24 (18,45 ± 14,49) e 48 horas (24,63 ± 

10,80) de infecção.  
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Figura 12. Níveis de TNF-α (pg/mL) em sobrenadante coletado de cultura de cardiomiócitos infectados com 

cepa Y de T. cruzi  e de cardiomiócitos tratados, previamente à infecção, por 24 horas com 10-5 M de bosentan, 

tratados por 24 horas com 10-7 M de ET-1 ou tratados com 10-5 M de bosentan por 24 horas e a seguir com 10-7 

M de ET-1 por 24 horas. # p<0,05 (infectado tratado X infectado não tratado no mesmo período de tempo).  

 

 

Níveis de IL-10 foram detectados no sobrenadante em todos os períodos e tratamentos  

analisados. A infecção com cepa Y induziu a produção de Il-10 em níveis baixo às 24 (3,12 ± 

4,38) e 48 horas (5,72 ± 6,32) de infecção. O tratamento prévio com bosentan não alterou a 

produção de IL-10 em ambos os períodos (10,06 ± 8,86 e 6,99 ± 8,34). Já o tratamento prévio 

com ET-1 resultou em pequeno aumento nos níveis de IL-10 no período de 24 horas de 

infecção (21,51 ± 10,54), mas não no período de 48 horas (20,20 ± 5,51). O tratamento duplo 

elevou acentuadamente (cerca de dez vezes) a produção de IL-10 nos períodos de 24 (94,96 ± 

37,46) e de 48 (101,20 ± 28,29) horas de infecção. 
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Figura 13. Níveis de IL-10 (pg/mL) em sobrenadante coletado de cultura de cardiomiócitos infectados com cepa 

Y de T. cruzi, e de cardiomiócitos tratados, previamente à infecção, por 24 horas com 10-5 M de bosentan, 

tratados por 24 horas com 10-7 M de ET-1 ou tratados com 10-5 M de bosentan por 24 horas e a seguir com 10-7 

M de ET-1 por 24 horas. # p<0,05 (infectado tratado X infectado não tratado no mesmo período de tempo);   

p<0,05 (infectado tratado X infectado tratado no mesmo período de tempo e com tratamentos diferentes). 

 

 

4.4 Efeito do tratamento com bosentan e ET-1 sobre a infecção de cardiomiócitos com 

cepa Y de T. cruzi  

  

 A taxa de infecção de cardiomiócitos - número de parasitos intracelulares – mostrou-se  

maior no período de 48 horas (7,82 ± 1,05) que no período de 24 horas (0,6 ± 0,03). O 

tratamento com bosentan não alterou a taxa de infecção às 24 horas (0,58 ± 0,09) e 48 horas 

(7,49 ± 1,74). O mesmo resultado foi obtido no tratamento com ET-1 às 24 ( 0,50 ±0,05) e 48 

(6,69 ± 0,7) horas de infecção. Já o tratamento duplo implicou no aumento do numero de 

parasitos intracelulares no período de 24 horas de infeção (1,07 ± 0,08), mas não com 48 

horas (7,69 ± 0,25), quando comparados com os cardiomiócitos não tratados e infectados. 
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Figura 14. Número de parasitos intracelulares em cardiomiócitos infectados com cepa Y de T. cruzi não tratados 

e tratados, previamente à infecção,  com 10-5 M de bosentan por 24 horas, ou com 10-7 M de ET-1 por 24 horas, 

ou tratados com 10-5 M de bosentan por 24 horas e a seguir com 10-7 M de ET-1 por 24 horas. * p<0,05 (24h X 

48h de um mesmo tratamento);  # p<0,05 (infectado tratado X infectado não tratado no mesmo período de 

tempo). 

 

O percentual de células infectadas mostrou-se maior no período de 48 horas de 

infecção, em relação ao de 24 horas. Este perfil não foi alterado pelo tratamento com bosentan 

e com ET-1. O tratamento duplo resultou em aumento no percentual de infecção no período 

de 24 horas de infecção. 
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Figura 15. Porcentagem de cardiomiócitos infectados com cepa Y de T.cruzi não tratados e tratados, 

previamente à infecção, com 10-5 M de bosentan por 24 horas, ou com 10-7 M de ET-1 por 24 horas, ou tratados 

com 10-5 M de bosentan por 24 horas e a seguir com 10-7 M de ET-1 por 24 horas. * p<0,05 (24h X 48h de um 

mesmo tratamento); # p<0,05 (infectado tratado X infectado não tratado no mesmo período de tempo). 
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5 DISCUSSÃO 
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5 DISCUSSÃO 
 

O papel da endotelina no sistema cardiovascular é amplamente discutido na literatura, 

principalmente no que se refere à sua participação em processos patofisiológicos. A 

endotelina, proteína que integra a secreção humoral de cardiomiócitos, pode modular a 

produção de outros fatores por esta célula, tais como ANP (Peptídeo Natriurético Atrial) e 

citocinas (revisto por Otten & Gadient, 1995; White et al., 2000; Gianessi et al., 2001).  

Em nosso trabalho, observamos que a estimulação de cardiomiócitos, in vitro, com 

ET-1 induz aumento da produção de NGF. Este efeito da endotelina sobre a produção de NGF 

já foi descrito por outros autores em outros modelos experimentais. Ieda et al. (2004) 

mostraram que camundongos knockout para ET-1 apresentam menor densidade de inervação 

simpática no coração, acompanhada de diminuição dos níveis de noradrenalina e de NGF 

neste órgão. In vitro, os mesmos autores mostraram que: i) o aumento de NGF por 

cardiomiócitos é controlado pela ET-1, sem participação de outros fatores como a 

angiotensina II; ii) o bloqueio dos receptores ETA ou de ambos os receptores de endotelina 

inibe a produção de NGF pelos cardiomiócitos e iii) a produção de NGF é dependente da 

concentração de ET-1, com maior indução com 10-7 M de ET-1.  

Observamos também que o tratamento com bosentan aumentou os níveis de ET-1 no 

sobrenadante de cardiomiócitos controles, tanto no período de 24 quanto 48 horas após o 

tratamento. De fato, os níveis de ET-1 induzidos por bosentan são duas vezes maiores que os 

níveis induzidos pela própria endotelina, e semelhantes aos induzidos por tratamento duplo, 

ou seja, bosentan seguido de ET-1. 

  O bosentan é amplamente usado em pacientes com hipertensão arterial pulmonar 

(HAP), devido a seus efeitos benéficos sobre a condição física, a indução de vasodilatação e 

conseqüente melhora no quadro de HAP (Channick et al., 2001). Cowborn et al. (2005) 

mostraram que o bloqueio seletivo de um dos receptores ETA ou ETB e o bloqueio conjunto 

de ambos levam a respostas diferentes em pacientes com insuficiência cardíaca crônica. 

Segundo este autor, o bloqueio seletivo do receptor ETA nesses pacientes melhora a pressão 

arterial periférica, a pressão arterial pulmonar, a resistência vascular sistêmica e também o 

índice cardíaco. O bloqueio dos receptores ETB, no entanto, resulta em um quadro inverso, 

com aumento da pressão arterial e da pressão arterial pulmonar, aumento da resistência 

vascular sistêmica e queda do índice cardíaco. Já o bloqueio dual dos receptores de endotelina 

acarreta quadro muito semelhante ao bloqueio específico do receptor ETA. Os níveis de ET-1 

também foram avaliados nesses pacientes e o bloqueio do receptor ETB elevou sua taxa no 
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sangue quando comparado aos outros dois tratamentos. Outros autores têm mostrado que o 

bosentan pode aumentar os níveis de ET-1 no plasma (Peled et al., 2006; Hiramoto et al., 

2007), tanto em pacientes com HAP como em pacientes que não apresentam este tipo de 

hipertensão pulmonar. 

 Fukuroda et al. (1994) demonstraram que o bloqueio seletivo do receptor ETB em 

ratos diminui o clearance da ET-1 quando comparado com os animais não tratados ou 

tratados com bloqueador seletivo para ETA. Por sua vez, Ozaki et al. (1995) mostraram que, 

em células epiteliais de veia umbilical humana (HUVEC), os receptores ETB realizam o 

clearance da ET-1 ao serem internalizados por essas células. Em conjunto, esses dados 

mostram que o receptor ETB, além de ser responsável por vasodilatação mediada por 

produção de óxido nítrico, é fundamental no clearance da ET-1. Seu bloqueio, portanto, pode 

manter níveis elevados de ET-1, tanto no plasma como em cultivo celular, aumentando sua 

resposta biológica. In vitro, Hasselblatt et al. (1998) também mostraram aumento de ET-1 em 

cultura de astrócitos após bloqueio dos receptores ETA e ETB. Segundo Peled et al. (2006) 

tanto o uso de bloqueadores não seletivos de ET-1 quanto o uso de bloqueadores específicos 

para ETB aumentam a síntese de pré-proendotelina-1, precursor da ET-1, o que não ocorre 

quando o receptor ETA é bloqueado.  

O aumento da produção de ET-1 por cardiomiócitos observado em nosso experimento, 

após tratamento com bosentan pode resultar do bloqueio do clearance de ET-1. No entanto, 

os níveis observados no sobrenadante às 24 horas (cerca de oito vezes maiores que no 

controle) e às 48 horas (cerca de quatro vezes maiores que nos controles) nos levam a sugerir 

a possibilidade de indução de síntese de ET-1 por este bloqueador. Em termos de 

perspectivas, consideramos importante avaliar os níveis de RNAm para ET-1 nesta condição. 

O fato de termos observado níveis maiores de ET-1 no sobrenadante de cardiomiócitos 

tratados com bosentan em relação aos controles dificulta a interpretação dos resultados 

obtidos com tratamento duplo – bosentan seguido de ET-1. Este tipo de tratamento resultou 

em níveis semelhantes aos induzidos pelo bosentan. Avaliamos que esse resultado pode 

decorrer de dois processos, bloqueio do clearance de ET-1 e síntese de ET-1. Experimentos 

adicionais são necessários para investigar esta questão.   

Nosso modelo mostrou que a exposição dos cardiomiócitos tanto à ET-1 quanto ao 

bosentan não leva à produção de níveis significativos das citocinas analisadas (TNF-α, IL-1β, 

INF-γ e IL-10), 24 e 48 horas após o tratamento. Porém, após tratamento duplo, os 

cardiomiócitos controles produziram níveis detectáveis de TNF-α e IL-10. Especulamos aqui 

a possibilidade de fenômenos resultantes da ação conjunta de bosentan e endotelina, como 
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super-expressão de ET-1, redução no “clearance” da mesma e expressão diferencial de 

subtipos dos receptores para endotelina, estarem associados a este resultado. Yang et al. 

(2004) verificaram que a super-expressão de ET-1 no coração de camundongos transgênicos é 

suficiente para causar translocação nuclear de NFκB, expressão de citocinas, inflamação e 

hipertrofia. Segundo os autores, as ações autócrinas e parácrinas de ET-1 podem ser 

particularmente importantes na patogênese da insuficiência cardíaca. Diferentes estudos 

demonstram o efeito estimulador de ET-1 na produção de citocinas. Em culturas de monócitos 

humanos, ET-1 provoca aumento na concentração de TNF-α, IL-8 e GM-CSF e, em menor 

quantidade, de IL-1β e IL-6 (Cunningham et al., 1997). Em culturas de mastócitos, Coulombe 

et al (2002) mostraram que ET-1 inibe a expressão de RNAm para as citocinas do tipo Th2, 

IL-4, IL-10 e IL-13, mas leva ao aumento da expressão das citocinas do tipo Th1, TNF-α e 

IL-12. Os autores mostraram, ainda, que TNF-α, por sua vez, é capaz de aumentar a produção 

de ET-1. Tais dados corroboram nossos achados em relação ao TNF- α, mas difere dos nossos 

resultados referentes à IL1- β e IL-10. No caso de IL1-, essa citocina é primariamente 

produzida por células da linhagem monocítica (Eder, 2009) e, ainda assim, após estímulo por 

ET-1, os níveis detectados nos sobrenadantes de culturas desse tipo celular foram inferiores 

ao da maioria das outras citocinas avaliadas (Cunningham et al., 1997). É provável que, ainda 

que cardiomiócitos produzam IL-1β após estímulo pela ET-1, os níveis dessa citocina podem 

estar abaixo do limite de detecção pelo método de ELISA, utilizado para dosagem de 

citocinas em nosso estudo. Quanto a IL-10, não detectamos essa citocina em culturas 

controles não tratadas ou tratadas somente com bosentan ou com ET-1. Nesses casos, nossos 

dados encontram suporte na literatura, considerando que estudos descrevem uma ação 

inibitória da ET-1 na produção de IL-10 (Coulombe et al., 2002). Entretanto, o tratamento 

duplo provocou aumento significativo de IL-10 no sobrenadante, o que é conflitante com os 

dados de outros estudos. Interessante notar que IL-10 é considerada uma citocina que se 

contrapõe aos efeitos deletérios da ET-1, em condições de vasculopatia, existindo inclusive 

um controle da produção de ET-1 por IL-10 (Giachini et al., 2009; Tinsley et al., 2010), de 

forma que a produção de IL-10 após o tratamento duplo poderia representar uma resposta dos 

cardiomiócitos à super-expressão de endotelina.  

Com relação à infecção de cardiomiócitos com capa Y de T. cruzi, nossos dados 

mostram que os níveis de endotelina aumentam após 24 horas de infecção, quando 

comparados ao controle. Wittner et al (1995) mostraram que células HUVEC infectadas por 

T. cruzi produzem  ET-1. Já Petkova et al. (2000) mostraram que a infecção com T. cruzi 

eleva os níveis de ET-1 no plasma de camundongos, acompanhado de aumento da pré-
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proendotelina, da enzima conversora de endotelina e de ET-1 no tecido cardíaco, além da 

maior expressão de ET-1 em células endoteliais do coração. Em nossos experimentos, os 

cardiomiócitos tratados com bosentan previamente à infecção produziram maiores níveis de 

ET-1 que os apenas infectados. . Não há dados na literatura que demonstrem o aumento de 

síntese de ET-1 após tratamento com bosentan na infecção com T. cruzi.  O estimulo da 

produção de ET-1 pela infecção com o T. cruzi somado ao bloqueio do “clearance” da 

endotelina provocado pelo bosentam poderia, em parte, explicar essa super expressão, porém, 

outras análises devem ser realizadas para investigar essa hipótese. 

Com relação ao NGF, a infecção pela cepa Y de T. cruzi induz aumento de sua 

secreção pelos cardiomiócitos, de modo crescente, nos períodos de 24 e 48 horas de infecção. 

Esses resultados estão em acordo com dados obtidos anteriormente no laboratório Profa 

Conceição Machado (Pinto, 2006). De modo interessante, observamos que o tratamento com 

bosentan exacerba a resposta do cardiomiócitos à infecção com cepa Y no que se refere à 

produção de NGF, induzindo níveis dez vezes maiores dessa neurotrofina no sobrenadante 

após 24 horas de infecção, em relação aos apenas infectados. Ao contrário, nos cardiomiócitos 

controles, o tratamento com bosentan não interfere com a secreção de NGF. O tratamento 

com ET-1, assim como o tratamento duplo induzem maior expressão de NGF , no mesmo 

período de infecção, mas não nos mesmos níveis induzidos pelo bosentan. Importante lembrar 

que os níveis de ET-1 nos sobrenadantes de cardiomiócitos infectados e tratados com 

bosentan estão bastante elevados, com valores três vezes superiores ao controle, o que não 

acontece nos sobrenadantes de cardiomiócitos infectados e tratados com ET-1, cujos níveis de 

NGF são semelhantes àqueles detectados nos sobrenadantes de culturas infectadas não 

tratadas. Como descrito anteriormente, a ET-1 pode modular a produção de NGF, e nesse caso 

acreditamos que os maiores níveis de ET-1 estimulados pelo tratamento com bosentan se 

relacionem com os maiores níveis de NGF detectados.  

Em nosso trabalho, observamos também que a infecção com cepa Y de T. cruzi resulta 

em detecção de TNF-α e IL-10 no sobrenadante após 48 horas de infecção. Por sua vez, a 

infecção com cepa Y não induziu níveis detectáveis de IL-1β e de IFN-γ nos sobrenadantes 

das culturas. Os níveis de nitrito no sobrenadante, indetectáveis nos controles, passam a ser 

detectados após a infecção com cepa Y.  

A infecção com T. cruzi induz a expressão de diferentes citocinas e quimiocinas no 

coração, tanto in vivo quanto in vitro. No coração de camundongos infectados com cepa Y do 

parasito, foi detectada a expressão de RNAm para TNF-α, IL-1β e IFN-γ, além de iNOS, o 

que não foi observado no coração de animais controles. Por outro lado, em cultura de 
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cardiomiócitos infectados com a mesma cepa, somente foram detectados RNAm para as 

citocinas TNF-α e IL-1β, além de iNOS, sendo que INF-γ não foi detectado nem em 

cardiomiócitos controles nem naqueles infectados (Machado F et al., 2000). Huang et al 

(1999) também detectaram aumento de RNAm para iNOS, IL-1β e TNF-α no coração de 

camundongos infectados.Em nossos experimentos, não foi detectada a presença de INF-γ, no 

sobrenadante de culturas controles e infectadas, o que corrobora os dados de Machado F. et 

al. (2000). Por outro lado, ao contrario de Huang et al (1999) e Machado F et al. (2000), em 

nossos experimentos não se detectou a presença de IL-1β, tanto em culturas de cardiomiócitos 

controles quanto nos  cardiomiócitos infectados. Entretanto, consideramos importante 

ressaltar que em nossos experimentos foi feita dosagem da proteína no sobrenadante. A 

expressão de RNAm, verificada por aqueles autores pode não refletir, necessariamente, na 

liberação da proteína para o sobrenadante; e ainda que a tradução ocorra, os níveis de 

proteínas liberados pelos cardiomiócitos no sobrenadante poderiam estar abaixo do limite de 

detecção do método por nós utilizado. 

Em acordo com Yang et al. (2004), consideramos que a maior produção de ET-1 pode 

ter levado a maior produção de fatores pró-inflamatórios, o que é comprovado pela maior 

produção de NO e TNF-α no grupo tratado com bosentan principalmente 48 horas após o 

tratamento. O tratamento dos cardiomiócitos com endotelina pode ter levado a uma menor 

produção de ET-1 e com isso níveis de IL-10 puderam ser detectáveis. 

 O tratamento com bosentan prévio à infecção com cepa Y de T. cruzi não alterou a 

produção de IL-10, em relação aos cardiomiócitos apenas infectados. Já o tratamento com 

endotelina elevou significativamente os níveis de IL-10 nas primeiras 24 horas com níveis 

ainda maiores no grupo com duplo tratamento com 24 e 48 horas de infecção. O tratamento 

com bosentan também exacerba a resposta do cardiomiócito à infecção com cepa Y, quanto à 

produção de ET-1, NO e TNF- α.  

Seguindo o proposto por Yang et al. (2004), a maior produção de ET-1 pode ter 

levado a uma maior produção de fatores pró-inflamatórios, o que é comprovado pela maior 

produção de NO e TNF-alfa no grupo tratado com bosentan principalmente 48 horas após o 

tratamento. A maior produção de IL-10, aqui novamente, pode ser explicada como uma 

resposta dos cardiomiócitos aos altos níveis de ET-1, como discutido anteriormente, para 

culturas não infectadas. 

Dados obtidos anteriormente no Laboratório Profa. Conceição Machado (Marques, 

2008) mostram que o tratamento com bosentan e ET-1 também alteram o padrão de secreção 

de macrófagos. No entanto, ao contrário do observado em cardiomiócitos, macrófagos 



 43

tratados com bosentan e ET-1 e infectados diminuem a produção de NO quando comparados 

à macrófagos infectados. Marques (2008) mostrou que macrófagos tratados com ET-1 

apresentam um perfil de secreção pró inflamatório. A diferença funcional entre esses dois 

tipos celulares pode explicar a distinção no padrão de secreção. Além disso, diferenças como 

densidade de expressão de receptores de endotelinas entre cardiomiócitos (90% ETA e 10% 

ETB) e macrófagos (predominantemente ETB) também pode alterar o padrão de secreção 

dessas células nos diferentes tratamentos. 

 Com relação à infecção, observamos que os tratamentos simples, com bosentan ou 

endotelina, não alteraram a taxa de infecção nem a proliferação de amastigostas intracelulares. 

No entanto, o tratamento duplo alterou o numero de parasitos intracelulares. Tal achado, mais 

uma vez, deve relacionar-se aos altos níveis de endotelina, associados a níveis mais elevados 

das citocinas detectadas nos sobrenadantes das culturas infectadas e com duplo tratamento. É 

descrito na literatura que tanto a infecção pelo T. cruzi quanto a própria endotelina podem 

alterar o padrão de expressão gênica de cardiomiócitos (Goldenberg et al, 2009; Manque et al, 

2011 – referência ET) com conseqüente alteração na resposta à infecção. Além disso, também 

já foi descrito que diferentes populações de T. cruzi  podem gerar respostas diferentes (Adesse 

et al, 2010). Dados do Laboratório Profª Conceição Machado mostram que, in vivo, o 

tratamento com bosentan pode aumentar a parasitemia, porém não foi observado aumento de 

parasitas no miocárdio (Rachid et al, 2006; Marques, 2008). Já macrófagos, apresentaram 

redução na taxa de infecção, mas não foi observado alteração no número de parasitos por 

célula, quando tratados com ET-1. Já no tratamento com bosentan, houve aumento tanto da 

taxa de infecção quanto do parasitismo dos macrófagos. O tratamento duplo, por sua vez, não 

alterou esses dois parâmetros (Marques, 2008). Especulamos que nossos resultados obtidos 

com o duplo tratamento reflitam uma resposta dos cardiomiócitos aos elevados níveis de 

endotelina presentes nessas condições, que poderiam estimular a expressão de moléculas 

envolvidas na invasão desse tipo celular pelo parasito. 

A endotelina, além de exercer papel importante em patologias cardiovasculares parece 

exercer papel importante durante a infecção de cardiomiócitos pelo T. cruzi. As alterações no 

padrão de secreção dessas células, pós estimulo com bosentan ou ET-1, mostra que a 

endotelina pode estar envolvida no processo imunopatológico da cardiopatia chagásica. 

Nossos dados contribuem para o entendimento sobre o papel de endotelina na infecção pelo T. 

cruzi e sugerem novos caminhos a serem pesquisados para melhor compreensão desse 

processo. 
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 6 CONCLUSÕES 

 

Nossos resultados permitem concluir que: 

 

i) o estímulo de cardiomiócitos com ET-1 altera o padrão de secreção de NGF e 

da própria  endotelina por essas células; 

ii) o estímulo de cardiomiócitos com bosentan resulta em maior produção de ET-1 

por essas células; 

 iii) o estímulo de cardiomiócitos com bosentan seguido por estimulo com ET-1 

aumenta a secreção de TNF-α por essas células; 

iv) a infecção de cardiomiócitos com cepa Y de T. cruzi aumenta a secreção de 

NGF, ET-1, NO, IL-10 e TNF-α por essas células; 

v) o estímulo de cardiomiócitos com bosentan e/ou ET-1 previamente à infecção 

exacerba a resposta do cardiomiócitos à infecção com T. cruzi no que se refere à secreção de 

NGF, ET-1, NO, IL-10 e TNF-α; 

vi) o estímulo de cardiomiócitos com bosentan seguido de ET-1 aumenta o 

percentual de células infectadas e o numero de parasitos intracelulares no período de 24 horas 

de infecção. 
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3 Curva padrão de NGF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Curva padrão de IL-1β 
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5 – Curva padrão IL-10 

 

 

 

6 – Curva padrão INF γ 
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