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RESUMO 

As formas digestiva e cardiodigestiva da doença de Chagas são observados em 2% a 15% dos 

pacientes na fase crônica da infecção, mas os mecanismos imunopatológicos permanecem não 

definidos. Embora estudos demonstrem a importância da inflamação e presença do parasita no esôfago 

e cólon no processo patofisiológico de geração do megacólon e megaesôfago em pacientes chagásicos 

crônicos. O mecanismo pelo qual os pacientes desenvolvem estas alterações anatomopatológicas não 

estão claros. A molécula NOD2 (Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2) é um 

receptor da imunidade inata expresso principalmente em macrófagos e células dendríticas. 

NOD2 também é expresso em células de Paneth e mantêm a homeostase intestinal, prevenindo a 

penetração de bactérias no epitélio gastrointestinal. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o 

papel do receptor NOD2 na patogenia do sistema digestivo na doença de Chagas. Inicialmente 

a expressão de RNAm de NOD2, RIP2 (Receptor-interacting protein kinase 2) e defensinas 5 

e 6 foi avaliada em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com as formas 

indeterminada (n=18), cardíaca (n=17), digestiva (n=15) e cardiodigestiva (n=15) da doença 

de Chagas, usando a PCR em tempo real, e correlacionada ao grau de dilatação do esôfago, 

cólon sigmóide e reto. Os pacientes com as formas digestiva e cardiodigestiva da doença 

apresentaram expressão ausente ou reduzida de NOD2 e elevada expressão de RIP2 e 

defensina 6, quando comparados aqueles com as formas indeterminada e cardíaca. Também 

foi observada a correlação negativa entre a expressão de RNAm de NOD2 com o grau de 

dilatação do esôfago e a dimensão do sigmóide e do reto. Posteriormente camundongos 

C57BL/6 e NOD2
-/-

 foram infectados com 1×10
3
 tripomastigotas sanguíneos do isolado RN25 

(obtido de paciente com a forma digestiva) e avaliada a susceptibilidade a infecção 

(parasitemia e mortalidade) e alterações do trato gastrointestinal (motilidade, inflamação e 

desnervação). Camundongos NOD2
-/-

 apresentaram maior parasitemia do 17
o
 ao 30

o
 dia após 

infecção, quando comparado a animais C57BL/6. Ademais, fêmeas deficientes de NOD2 

apresentaram redução da motilidade intestinal 15 e 180 dias após infecção, quando comparado 

a animais C57BL/6. A análise histopatológica do cólon dos animais NOD2
-/-

 e C57BL/6 

fêmea demonstraram focos inflamatórios discretos durante a fase aguda da infecção (19 dias 

após infecção). Durante a fase crônica da infecção (12 meses) ocorreu inflamação e 

hipertrofia da camada muscular no cólon e jejuno dos animais NOD2
-/-

, alterações não 

observadas nos camundongos C57BL/6. Em seguida, elevamos o inóculo de T. cruzi para os 

camundongos foi aumentado com intuito de promover o aumento da gênese de lesões do trato 



 

 

 

 

gastrointestinal. Devido a baixa virulência do isolado RN25, camundongos C57BL/6 e 

NOD2
-/-

 fêmeas foram infectados com 5×10
4
 tripomastigotas sanguíneos da cepa CL de T. 

cruzi e avaliada a susceptibilidade a infecção (parasitemia e mortalidade), alterações do trato 

gastrointestinal (motilidade, inflamação e desnervação) e expressão de RNAm de receptores 

da imunidade inata (TLR2, TLR4), fator de transcrição da resposta Th1 (T-bet), citocinas (IL-

10, IL-17, TNF-, IFN-) e outros mediadores inflamatórios (iNOS e defensina A) no cólon. 

Animais NOD2
-/- 

apresentam parasitemia mais elevada entre o 30
o
 e 60

o
 dias após a infecção, 

redução da motilidade intestinal durante a fase aguda da infecção e menor sobrevivência 

(60%) quando comparado aos animais C57BL/6 (100% de sobrevivência). Camundongos 

nocautes de NOD2 infectados apresentaram aumento na expressão da maioria dos mediadores 

inflamatórios analisados na fase aguda (15 dias após a infecção), quando comparado a 

animais selvagens. Entretanto, durante a fase crônica (60 dias após a infecção) foi observada a 

expressão dos mediadores inflamatórios no trato gastrointestinal dos animais nocautes de 

NOD2 e C57BL/6 infectados com a cepa CL, semelhante ao grupo de camundongos não 

infectados. Desta forma, a expressão deficiente de NOD2 em pacientes com a forma digestiva 

da doença de Chagas e o aumento de lesões com diminuição de motilidade do trato 

gastrointestinal em camundongos NOD2
-/- 

experimentalmente infectados pelo isolado RN25 

de T. cruzi, indicam que a ausência ou baixa expressão de RNAm de NOD2 pode estar 

correlacionada ao desenvolvimento da forma digestiva da doença de Chagas. Associado ao 

perfil genético do parasito que gera infecção persistente e discreta em diversos locais do trato 

gastrointestinal, que quando somadas podem atingir o nível crítico de desnervação do plexo 

mientérico levando a hiperexcitabilidade, descoordenação dos movimentos peristálticos e a 

hipertrofia.  

 

Palavras chave: Doença de Chagas, Trypanosoma cruzi, Forma clínica digestiva, Receptores 

da imunidade inata. 

 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Digestive and cardiodigestive forms of Chagas' disease are observed in 2% to 15% of the 

patients, but immunopathological mechanisms remain undefined. Although studies have demonstrated 

the importance of inflammation and the presence of the parasite in the esophagus and colon in the 

pathophysiological process of megacolon and megaesophagus generation in chronic chagasic patients. 

The mechanism by which some patients develop these anatomopathological alterations is unclear. The 

NOD2 molecule is an innate immune receptor, expressed mainly in macrophages and dendritic cells. 

The NOD2 receptor is also highly expressed in Paneth cells and maintains intestinal homeostasis, 

prevents the penetration of bacteria into the epithelium of the gastrointestinal tract. This work aimed 

to evaluate the role of the NOD2 receptor (Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2) in 

the pathogenesis of the digestive system in Chagas' disease. The expression of NOD2, RIP2 

(Receptor-interacting protein kinase 2) and defensins 5 and 6 was evaluated in peripheral 

blood mononuclear cells of patients with the indeterminate (n = 18), cardiac (n = 17), 

digestive (n = 15) and cardiodigestive (n = 15) of Chagas disease, using real-time PCR, 

correlated with the degree of dilation of the esophagus, sigmoid colon and rectum. Patients 

with the digestive and cardiodigestive forms of the disease had absent or reduced expression 

of NOD2 and high expression of RIP2 and defensin 6 when compared with those with 

indeterminate and cardiac forms. The negative correlation between the expression of NOD2 

mRNA with the degree of esophageal dilation and the size of the sigmoid and rectum was also 

observed. Subsequently C57BL/6 and NOD2
-/- 

mice were infected with 1 × 10
3
 blood 

trypomastigotes of the isolated RN25 (obtained from patient with the digestive form) and 

evaluated the susceptibility to infection (parasitemia and mortality) and alterations of the 

gastrointestinal tract (motility, inflammation and denervation). NOD2
-/- 

mice showed higher 

parasitemia from the 17th to the 30th day after infection when compared to C57BL/6 animals. 

In addition, NOD2
-/- 

deficient females had reduced intestinal motility 15 and 180 days after 

infection when compared to C57BL/6 animals. Histopathological examination of the colon of 

NOD2
-/- 

and female C57BL/6 animals demonstrated discrete inflammatory foci during the 

acute phase of infection (19 days post infection). During the chronic phase of the infection (12 

months) there was inflammation and hypertrophy of the muscular layer in the colon and 

jejunum of the NOD2
-/- 

animals, changes not observed in the C57BL/6 mice. Next, we raised 

the inoculum of T. cruzi to the mice was increased in order to promote the increase of the 

genesis of lesions of the gastrointestinal tract. Due to the low virulence of the RN25 isolate, 

female C57BL/6 and NOD2
-/- 

mice were infected with 5 × 10
4
 trypomastigotes of T. cruzi CL 



 

 

 

 

strain and infection susceptibility (parasitemia and mortality), gastrointestinal tract (TLR2, 

TLR4), transcription factor Th1 (T-bet), cytokines (IL-10, IL-17, TNF-, IFN-) and the 

expression of innate immunity receptors (TLR2, TLR4) ) and other inflammatory mediators 

(iNOS and defensin A) in the colon.. NOD2
-/- 

animals present higher parasitemia between 30 

and 60 days post infection, reduction of intestinal motility during the acute phase of infection 

and lower survival (60%) when compared to C57BL/6 animals (100% survival). Knockout 

mice of infected NOD2 showed increased expression of most of the inflammatory mediators 

analyzed in the acute phase (15 days post infection) when compared to wild animals. 

However, during the chronic phase (60 days after infection) the expression of inflammatory 

mediators in the gastrointestinal tract of NOD2 and C57BL/6 knockout animals infected with 

the CL strain was observed, similar to that of uninfected mice. Thus, deficient expression of 

NOD2 in patients with the digestive form of Chagas' disease and the increase of lesions with 

decreased motility of the gastrointestinal tract in experimentally infected NOD2
-/- 

mice by T. 

cruzi isolate RN25 indicate that the absence or low NOD2 mRNA expression may be 

correlated with the development of the digestive form of Chagas' disease. Associated with the 

genetic profile of the parasite that generates persistent and discrete infection in several sites of 

the gastrointestinal tract, which when added can reach the critical level of myenteric plexus 

denervation leading to hyperexcitability, incoordination of peristaltic movements and 

hypertrophy. 

 

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Clinical digestive form, Receptors of innate 

immunity.
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tripomastigotas sanguíneas do isolado RN25 (TcII) de Trypanosoma cruzi. ........................................................ 41 

Figura 12 - Camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi deficientes de NOD2 apresentam inflamação no 

cólon discretamente maior que animais C57BL/6 durante a fase aguda da infecção. Aspectos histológicos do 

cólon de camundongos fêmea C57BL/6 WT (A e C-Não infectado), (B, D-Infectado) e NOD2
(-/-)

 (E e G Não 

infectado), (F e H-Infectado), infectados por via intraperitoneal com 10³ formas tripomastigotas sanguíneas do 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Doença de Chagas 

A doença de Chagas foi descrita há 109 anos pelo médico sanitarista brasileiro Carlos 

Justiniano Ribeiro das Chagas em Lassance-MG (CHAGAS 1909). A doença é endêmica da 

América Latina com estimativa de oito milhões de indivíduos infectados, ocorre atualmente 

em vários países onde não há transmissão vetorial para o homem, principalmente devido ao 

fluxo migracional da população da América Latina associada à transfusão sanguínea (WHO 

2018). No Brasil, acredita-se que há dois a três milhões de indivíduos infectados e seis mil 

mortes/ano (MARTINS-MELO et al., 2014). O último inquérito nacional de soroprevalência 

realizado entre 2001-2008 no Brasil com 104.954 crianças até cinco anos de idade revelou 

que a maioria dos casos era proveniente do Sul do país, devido à transmissão congênita e, 

casos na região Nordeste indicativos de transmissão vetorial (OSTERMAYER et al., 2011). A 

doença de Chagas tem apresentado crescente mortalidade dos indivíduos infectados nas 

regiões Norte e Nordeste do Brasil, em relação às outras regiões, com a descrição de casos 

agudos por infecção oral e transmissão vetorial especialmente pelo Triatoma brasiliensis, 

respectivamente (MARTINS-MELO et al., 2014). 

O Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (CHAGAS 1909), agente etiológico da 

doença de Chagas é um protozoário flagelado da ordem Kinetoplastida, caracterizado pela 

presença do cinetoplasto, estrutura correspondente ao DNA extra nuclear condensado 

localizado em uma mitocôndria única e ramificada (KLEISEN, BORST, WEIJERS, 1975). 

Em revisão mais recente sobre a classificação de organismos eucariontes com ênfase em 

protistas eucariotos foi proposta a reunião de diferentes táxons em grupos genéticos similares, 

baseada em análises moleculares e filogenéticas. O T. cruzi, integrante do grupo de 

organismos que ocupam os níveis mais altos dos protistas eucariotos dentro de uma topologia 

hierárquica, está classificado como a seguir: (ADL et al., 2012): Excavata (CAVALIER-

SMITH, 2002; corrigido por SIMPSON, 2003); Discoba, ribogrupo montado a partir de 

estudos filogenéticos (HAMPL et al., 2009); Discicristata (CAVALIER-SMITH, 1998); 

Euglenozoa (CAVALIER-SMITH, 1981, corrigido por SIMPSON, 1997); Kinetoplastea 

(HONIGBERG, 1963); Metakinetoplastina, ribogrupo (MOREIRA, LÓPEZ-GARCÍA e 

VICKERMAN, 2004); Trypanosomatida (KENT, 1880; corrigido por MOREIRA, LÓPEZ-

GARCÍA e VICKERMAN, 2004) que contém a espécie T. cruzi (Revisado por ADL et al., 

2012). 
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O T. cruzi foi recentemente classificado em seis diferentes subgrupos genéticos (TcI-

VI) denominados DTUs (Discrete typing units) (ZINGALES et al. 2009; ZINGALES et al., 

2018). Atualmente os estudos que avaliaram a correlação entre DTUs e as formas clínicas da 

doença de Chagas não têm demonstrado associações (DEL PUERTO et al., 2010), embora 

algumas evidências indicam caráter mais patogênico das DTUs I, II, V e VI, quando 

comparado as DTUs III e IV (CURA et al., 2012; MEZA et al., 2014; MARTINS et al., 

2015). Em estudo experimental comparativo de TcIV proveniente do Norte do Brasil e TcII 

do Sul, foi verificada elevada patogenicidade de TcII (MEZA et al., 2014). No estado do Rio 

Grande do Norte, nosso grupo identificou a presença de TcIII em seres humanos com a forma 

indeterminada da doença, enquanto o TcI estava associado em 50% dos casos com a forma 

indeterminada, 25% cardíaca e 25% digestiva, e TcII em 16,7% dos pacientes com a forma 

indeterminada, 50% com forma cardíaca e 33,3% com a forma digestiva da doença de Chagas 

(MARTINS et al., 2015). Nesses estudos foram caracterizados e mantidos em cultura diversos 

isolados provenientes de pacientes com a forma digestiva da doença de Chagas. Os isolados 

RN26 e 3188 (TcI) (CÂMARA et al., 2010; MARTINS et al., 2015; SANTANA, 2017) 

obtidos de pacientes com a forma digestiva da doença de Chagas foram inoculados em 

camundongos e observada parasitemia subpatente nos animais infectados (SANTANA, 2017) 

e, no presente estudo foi utilizado o isolado RN25 para a infecção experimental. 

1.2 Patogenia da doença de Chagas 

A infecção pelo T. cruzi apresenta duas fases distintas, a aguda e a crônica. A fase 

aguda dura aproximadamente dois a quatro meses e normalmente o parasito é abundante nos 

tecidos e sangue periférico. A fase aguda é assintomática ou oligossintomática na maioria dos 

casos (90%), na minoria dos pacientes (10%) a fase aguda é sintomática com presença de 

febre, hepatoesplenomegalia, adenomegalia, edema bipalpebral unilateral (sinal de Romaña), 

chagoma de inoculação, miocardite e meningoencefalite (CHAGAS 1916; RASSI JR et al., 

1995). A miocardite e meningoencefalite ocorrem ocasionalmente, principalmente em 

crianças menores de quatro anos e pacientes com o vírus da imunodeficiência humana e, são 

as principais causas de morte nessa fase da doença (DIAS et al., 1956; DIAS, 1995; PRATA, 

2001). 

Após a fase aguda segue a fase crônica em que o indivíduo pode desenvolver as 

formas clínicas cardíaca, digestiva ou cardiodigestiva ou mesmo permanecer sem sintomas, 

caracterizando a forma indeterminada da doença (Figura 1). Os determinantes da evolução da 

infecção estão relacionados ao número de formas tripomastigotas de T. cruzi inoculadas 



14 

 

durante a infecção; ao perfil genético do parasito; às reinfecções; ao estado nutricional do 

paciente, sexo, idade e a resposta imunológica (COURA 1988; MACEDO & PENA 1998; 

ANDRADE et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006; ZINGALES et al., 2009).  

 

Figura 1 – Dinâmica da infecção natural pelo Trypanosoma cruzi. O desenvolvimento da patogenia cardíaca 

e digestiva da doença de Chagas tem inicio com a infecção pelas formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi 

que são eliminadas nas fezes de Triatomíneos infectados. Após o inóculo, o indivíduo pode apresentar sinais de 

porta de entrada, como o sinal de Romaña e o chagoma de inoculação. Passado o período da fase aguda tem 

inicio a fase crônica com o desenvolvimento do parasito nos tecidos do hospedeiro vertebrado, podendo atingir o 

trato gastrointestinal e coração, ocasionando as megavísceras (RASSI JR et al., 2010). 

 

Aproximadamente 60 a 70% dos pacientes na fase crônica permanecem assintomáticos 

por um longo período, apresentando eletrocardiograma de repouso, radiografia do tórax, 

esôfago e cólon normais, com sorologia convencional reativa, caracterizando a forma 

indeterminada da doença. Cerca de 30-50% dos indivíduos podem desenvolver a forma 

cardíaca da doença, que pode causar desde a presença de anormalidades silenciosas até 

formas graves, como insuficiência cardíaca refratária ou morte súbita. A cardiopatia chagásica 

crônica é a maior causa de morbidade da doença de Chagas com prognóstico e evolução 

variáveis, podendo ocasionar o aumento global do coração relacionado à destruição direta do 

tecido muscular cardíaco, devido ao parasitismo pelo T. cruzi, fibrose e autoimunidade. 

Durante a fase crônica 5-15% dos pacientes podem evoluir para a forma digestiva da doença, 
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que pode acometer os órgãos do trato gastrointestinal, principalmente esôfago e cólon, devido 

lesões no sistema nervoso autônomo intramural, parasitismo tecidual e ação do sistema 

imune, levando ao aparecimento de megaesôfago e megacólon, respectivamente. As lesões 

digestivas predominam no esôfago e no cólon terminal, justamente nesses segmentos que 

trabalham conteúdos mais sólidos, envolvendo alterações motoras, anatômicas e de absorção 

(ANDRADE 2000; REZENDE & MOREIRA 2000). A forma cardiodigestiva ocorre em 

aproximadamente 2-15% dos pacientes na fase crônica e é caracterizada por ocorrência 

concomitante de lesões compatíveis com as formas cardíaca e digestiva (CHAGAS & 

VILELA 1922; REZENDE et al., 1960; COSSIO et al., 1974; DIAS 1995; RASSI JR et al., 

2010; DIAS et al., 2016). Enquanto as lesões digestivas no Rio Grande do Norte são 

prevalentes em 16% dos chagásicos crônicos (ANDRADE et al., 2015). 

1.3 Patogenia do sistema digestivo na doença de Chagas 

A forma digestiva é observada principalmente ao sul da bacia amazônica (Argentina, 

Brasil, Chile e Bolívia) e é menos frequente em outros países da América do Sul, América 

Central e México. As manifestações clínicas são descritas nas glândulas salivares, esôfago, 

cárdia, estômago, intestino delgado, vesícula biliar, árvore biliar e cólon (MATSUDA et al., 

2009; RASSI JR et al., 2010). Em exames post-mortem realizados em 1708 chagásicos 

crônicos indicaram 273 contendo “megas”, sendo o megacólon o mais frequente, seguido por 

megaesôfago, sendo megacólon e magaesôfago o terceiro achado mais comum (LOPES et al., 

1989). 

As alterações que ocorrem no trato digestivo durante a infecção pelo T. cruzi são 

principalmente devido à destruição de células nervosas do plexo entérico. Com base na 

técnica empregada por Köberle para contagem de neurônios e verificação das alterações 

patológicas no trato gastrointestinal de pacientes com a doença de Chagas, a redução neuronal 

foi observada e postulada como o principal mecanismo patológico da doença a redução de 50-

90% de gânglios no plexo entérico (KÖBERLE 1963). Segundo Köberle (1968) para que haja 

formação de megacólon e megaesôfago é necessário que a denervação ultrapasse um nível 

crítico, específico para cada órgão, sendo necessário que ocorra no mínimo 85% e 50% de 

redução do número de neurônios do plexo mioentérico no esôfago e cólon, respectivamente. 

Os plexos intramurais, localizados na parede das vísceras, são os mais atingidos devido ao 

parasitismo em camadas musculares vizinhas (KÖBERLE 1963). Os músculos lisos são muito 

sensíveis a diferentes estímulos, a ausência de ação moderadora do plexo mioentérico torna a 

musculatura lisa hiperativa, contraindo-se desordenadamente, hipertrofiando e alterando a 
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motilidade de diversos segmentos do trato digestivo, principalmente esôfago e cólon 

(AMORIM & CORREA-NETO, 1934; KÖBERLE 1955; TAFFURI et al., 1971).  

O trato gastrointestinal é um tubo oco, histologicamente constituído por quatro 

camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (Figura 2). A regulação das funções 

gastrointestinais, como secreção, motilidade, fluxo sanguíneo e controle imunológico é 

influenciada por uma rede complexa de neurônios, que compreende o sistema nervoso 

entérico (BARBARA et al., 1998). O trato gastrointestinal é controlado pelo sistema nervoso 

entérico e também por fibras extrínsecas simpáticas e parassimpáticas que influenciam 

indiretamente os músculos lisos, agindo sobre o plexo mioentérico. As fibras simpáticas têm 

por função contrair os esfíncteres e inibir a motilidade e a secreção, enquanto as fibras 

parassimpáticas têm função de relaxar os esfíncteres e estimular a motilidade e secreção 

(BARBARA et al., 1998; FURNESS, CLERC et al., 2000). A atividade funcional do trato 

gastrointestinal é regulada pela interação hormonal e neural (sistema nervoso autônomo 

simpático, parassimpático e peptidérgico). Os neurônios encontrados no plexo mioentérico 

normalmente são responsáveis por controlar a atividade peristáltica, enquanto os do plexo 

submucoso regulam a secreção e absorção (FURNESS & COSTA, 1987). As lesões por 

denervação do plexo nervoso acarretam hipersensibilidade dos órgãos exibindo resposta 

motora atípica (LOPES, CHAPADEIRO et al., 1987). As alterações anatomopatológicas do 

megacólon e megaesôfago incluem hipertrofia da camada muscular circular, intensa fibrose 

dos plexos mioentéricos, com intensas alterações morfológicas dos neurônios, 

desaparecimento ou acentuada diminuição podendo chegar até a sua morte, além de reações 

inflamatórias focais observadas na vizinhança do plexo mioentérico e na camada muscular do 

esôfago e do cólon (Figura 2) (KÖBERLE, 1960). Funcionalmente os processos patogênicos 

resultam em estase e discinesia que, por sua vez, agravam as lesões do sistema nervoso 

autônomo (SNA) (TAFURI & RASO, 1983). Como resultado da denervação intrínseca 

verifica-se, nesses segmentos, incoordenação motora, acalasia esfincteriana, retenção de 

alimentos no esôfago e de fezes no reto, cólon e sigmóide, hipertrofia muscular e, finalmente 

dilatação, levando à formação do megaesôfago e do megacólon, que caracterizam a forma 

digestiva da doença de Chagas (REZENDE, 1959).  

Estudos clínicos recentes confirmaram a redução neuronal em mais de 95% de 

pacientes com megacólon e megaesôfago e em animais infectados pelo T. cruzi, 

demonstrando que o alvo primário de injúria pela infecção no trato gastrointestinal são 

gânglios neuronais em ambos os sistemas nervoso, extrínseco (parassimpático) e intrínseco 

(plexo submucoso e mioentérico), reduzindo a atividade motora do órgão.  
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Figura 2 - Morfologia e alterações anatomopatológicas do cólon e esôfago na doença de Chagas. Dois 

plexos nervosos encontram-se no trato gastrointestinal, o plexo submucoso ou de Meissner, presente na camada 

submucosa, que regula o fluxo sanguíneo e a atividade das células epiteliais como a secreção de muco. E o plexo 

mientérico ou de Auerbach, localizado entre a musculatura circular e a longitudinal, que é responsável pela 

motilidade intestinal. Na doença de Chagas os dois são afetados. A atividade do músculo liso do trato 

gastrointestinal é convertida em peristaltismo coordenado pelas células ganglionares do plexo de Aüerbach. A 

perturbação no peristaltismo, que leva à falta de coordenação do movimento para frente em forma de onda, causa 

estagnação, retenção e dilatação das vísceras ocas. A inflamação focal distribuída em diversos segmentos do 

esôfago e colón é o substrato para denervação. O megacólon e megaesôfago chagásico incluem hipertrofia da 

camada muscular circular, intensa fibrose dos plexos mientéricos, com desaparecimento ou intensa diminuição 

dos neurônios, reações inflamatórias focais são observadas na vizinhança do plexo mientérico e na camada 

muscular do esôfago e do cólon. É necessário que ocorra no mínimo 85% e 50% de redução do número de 

neurônios do plexo mientérico no esôfago e cólon, respectivamente (KOBERLE, 1960, 1968). 

 

 No entanto, o mecanismo de perda neuronal não está completamente esclarecido e pode 

está ocorrendo como resultado do parasitismo direto nos neurônios e células de suporte, 

inflamação aguda periganglionar e reações autoimunes (MENEGHELLI, 2004; CAETANO et 

al., 2006; IATORNO et al., 2007; MATSUDA et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2010). A 

análise de tecidos do esôfago de pacientes chagásicos que não apresentam megaesôfago e dos 

pacientes com diferentes estágios da forma digestiva demonstrou que o parasito pode estar 

presente em ambos os casos, assim outros fatores podem interferir no processo de gênese das 

lesões do trato gastrointestinal (VAGO et al., 1996; VAGO et al., 2000; LAGES-SILVA et 

al., 2001; VAGO et al., 2003; LAGES-SILVA  et al., 2006).  
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Os neurônios periféricos são predominantemente lesionados durante a fase aguda da 

doença de Chagas quando a parasitemia e o parasitismo tecidual são mais elevados, sendo o 

parasito encontrado com frequência no plexo mioentérico e submucoso, no interstício de 

gânglios simpáticos e parassimpáticos (LENZI et al., 1996; SILVEIRA et al., 2009). A 

avaliação de pacientes chagásicos com e sem megaesôfago demonstrou que a lesão neuronal 

está correlacionada com a presença de DNA do parasito no tecido. Nos pacientes sem 

megaesôfago e com redução neuronal foi identificado DNA do parasito no tecido associado 

ao processo inflamatório, sugerindo fortemente o papel da resposta imune e persistência 

parasitária no tecido durante o processo patogênico (SILVEIRA et al., 2005). A degeneração 

do sistema nervoso é dependente da resposta imune do hospedeiro e persistência de células 

inflamatórias como, macrófagos, células NK e linfócitos, que se correlacionam inversamente 

com o número de neurônios. O processo inflamatório persiste na fase crônica da doença 

(CAMPOS & TAFURI, 1973; ALIBERTI et al., 1996; ADAD et al., 2001).  

Citocinas pró-inflamatórias como IL-12, IFN-γ e TNF-α, responsáveis pela ativação 

de macrófagos e produção de óxido nítrico (NO), radical com função efetora no controle 

intracelular da multiplicação pelo T. cruzi, contribuem para o dano neuronal. A produção 

excessiva desse agente oxidante compromete o tecido nervoso, podendo causar danos 

irreversíveis como necrose e degeneração axonal (GAZZINELLI et al., 1992; ALIBERTI et 

al., 1996). A produção desse radical é significativamente aumentada em pacientes com doença 

de Chagas e animais infectados, e vários estudos têm correlacionado a expressão da enzima 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e elevada produção de NO com os efeitos neurotóxicos 

da doença (GARCIA et al., 1999; PINTO et al., 2002; ARANTES et al., 2004). 

Outro mecanismo que pode gerar danos no sistema nervoso entérico são 

autoanticorpos no soro de pacientes chagásicos contra várias estruturas do hospedeiro, como o 

próprio tecido nervoso (GOIN et al., 1997). Na década de 70, Ribeiro et al. (1979) já haviam 

demonstrado que 83% e 7% dos pacientes chagásicos apresentaram IgG e IgM contra 

neurônios do sistema nervoso central e periférico, respectivamente. As lesões 

anatomopatológicas de base consistem em denervação parassimpática intramural, sendo 

resultante de lesões inflamatórias crônicas, em particular no plexo mioentérico do SNA. 

Funcionalmente, os processos patogênicos resultam em estase e discinesia que, por sua vez, 

agravam as lesões do SNA (TAFURI & RASO, 1983). Desta forma, acredita-se que os 

mecanismos imunopatogênicos envolvidos na gênese das lesões de megacólon e megaesôfago 

chagásico, podem estar ocorrendo pela persistência parasitária, em conjunto com ação da 
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resposta imune do hospedeiro (DUTRA et al., 1994; TEIXEIRA et al., 2002; GOMES et al., 

2003).  

A denervação ocorre de maneira irregular e em intensidade variável, em função de 

fatores ligados ao parasito e ao hospedeiro, ainda não completamente esclarecidos 

(TEIXEIRA et al., 1980; SANTOS & HUDSON, 1981). Nosso grupo demonstrou aumento da 

expressão de TLR8 e IFN- em células mononucleares do sangue periférico de pacientes que 

apresentam a forma digestiva e cardiodigestiva da doença, sugerindo que RNA bacteriano 

presente na microbiota do trato gastrointestinal poderia contribuir para o processo 

inflamatório e consequentemente o mecanismo de redução neuronal que conduz a formação 

do megacólon e megaesôfago (PEREIRA et al., 2018). Este resultado nos levou a perscrutar o 

papel do NOD2 (Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 2)  no desenvolvimento de 

alterações anatomopatológicas do sistema digestivo na doença de Chagas, devido o 

envolvimento dessa molécula na patologia de outras doenças inflamatórias do trato 

gastrointestinal, como colite e doença de Crohn. 

1.4 Resposta imune na infecção pelo Trypanosoma cruzi 

O curso da infecção pelo T. cruzi no homem envolve uma interação dinâmica na 

relação do parasito com o hospedeiro englobando múltiplos fatores atuantes na patogenia da 

doença, dentre esses diversos fatores, podemos destacar os mecanismos imunológicos que 

controlam a infecção. Durante a evolução da infecção pelo T. cruzi as respostas imune inata e 

adaptativa coexistem, observando-se a produção de citocinas pró-inflamatórias, anti-

inflamatórias e quimiocinas, as quais são fatores importantes tanto para a patogenia quanto 

para a resistência a infecção pelo T. cruzi (DUTRA et al., 1994; TEIXEIRA, GAZZINELLI & 

SILVA, 2002; GOMES et al., 2003; GUEDES et al., 2012).  

A ativação da resposta imune frente ao T. cruzi ocorre por meio do reconhecimento de 

padrões moleculares presentes no parasito por receptores da imunidade inata, os quais 

induzem a produção de citocinas, quimiocinas e óxido nítrico, modulando a ativação da 

resposta imune adaptativa (KAYAMA & TAKEDA, 2010). Após o parasito ser reconhecido 

por diferentes receptores é fagocitado por macrófagos, levando a produção de citocinas 

inflamatórias como interleucina-12 (IL-12), que atua sobre células natural killer (NK), 

ativando a produção de mais IL-12 e IFN-. O IFN- produzido, juntamente com fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), ativa a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), levando 

a síntese de óxido nítrico, o qual atua limitando a multiplicação intracelular do parasito (REIS 

et al., 1997). Por outro lado, citocinas como IL-10 e TGF-β inibem a iNOS, induzindo 

indiretamente, um aumento da replicação (SILVA, TWARDZIK & REED, 1991; 
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HOLSCHER et al., 1998). Estudos demonstraram o papel da enzima iNOS na resistência a 

infecção (GAZZINELLI et al., 1992), a partir da sua ativação por IFN- (SILVA et al., 1992; 

ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996), TNF- (SILVA et al., 1995), IL-12 (ALIBERTI et 

al., 1996) e quimiocinas (MACHADO et al., 2000; ALIBERTI et al., 2001). Em 

contrapartida, a susceptibilidade está associada à produção de IL-10, TGF- e IL-4, por meio 

da inibição da geração de nitritos pelos macrófagos (WIRTH & KIERSZENBAUM, 1985; 

ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996; HOLSCHER et al., 1998).  

As citocinas produzidas durante a resposta imune inata conduzem a resposta imune 

adaptativa, estimulando a diferenciação de linfócitos T naive para o perfil T helper 1 (Th1) 

que possui o fator de transcrição T-bet, Th2 (GATA-3) (MARINHO et al., 2004), Th17 

(RORt) e T reguladores (Foxp3) (MARIANO et al., 2008; GUEDES et al., 2010). Os 

linfócitos Th1 CD4
+
 apresentam múltiplas funções na resistência ao T. cruzi e contribuem 

como fonte de IFN- para a ativação de macrófagos, e parecem atuar, também, na 

diferenciação e ativação de linfócitos T CD8
+
 (BRENER & GAZZINELLI, 1997). Os 

linfócitos T CD8
+
 possuem papel protetor durante a infecção pelo T. cruzi, visto que destroem 

células infectadas pelo parasito, entretanto são responsáveis pela citotoxicidade contra células 

do hospedeiro, ocasionando citólise e fibrose, com destruição da miofibra cardíaca 

(TARLETON, 1991; TARLETON et al., 1994; CUNA & CUNA, 1995; BRENER & 

GAZZINELLI, 1997). Ambos são extremamente importantes na infecção chagásica e a 

ausência de um dos tipos celulares acarreta a instabilidade da infecção aguda, ocasionando 

morte em modelo experimental (MARIANO et al., 2008; PADILLA, BUSTAMANTE & 

TARLETON, 2008). Durante o curso da infecção pelo T. cruzi, a ativação de linfócitos B e 

produção de imunoglobulinas também é observada em humanos. Quatro isotipos de 

imunoglobulina G (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) são produzidos no homem sendo o controle na 

produção destas subclasses mediado por diferentes citocinas (KAWANO, NOMA & YATA, 

1994). As imunoglobulinas exercem o papel de opsonização do parasito com consequente 

destruição pelo complemento, além de fagocitose por macrófagos (MOSMANN & 

COFFMAN, 1989), e são mecanismos relevantes no controle do parasitismo durante a fase 

crônica da infecção, sendo observada queda da parasitemia concomitante com o início da 

produção de anticorpos (KRETTLI, WEISZ-CARRINGTON & NUSSENZWEIG, 1979). 
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1.5 Receptores da imunidade inata e Nucleotide-Binding Oligomerization 

Domain 2 (NOD2) 

Os receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) são responsáveis por reconhecer 

estruturas conservadas entre as espécies de microrganismos, denominados de padrões 

moleculares associados aos patógenos (PAMPs), além de reconhecer moléculas endógenas 

liberadas após danos celulares, denominadas padrões moleculares associados a dano 

(DAMPs). Atualmente foram identificadas quatro famílias de PRRs que incluem proteínas 

transmembrana (receptores do tipo Toll - TLRs e lectinas do tipo C) e proteínas 

citoplasmáticas (receptores do tipo RIG - RLRs e receptores do tipo NOD - NLRs). Os PRRs 

são expressos em diversos tipos celulares como, macrófagos, células dendríticas e mastócitos. 

Esses receptores variam quanto a sua localização celular, podendo estar presentes na 

membrana plasmática, endossomos, lisossomos e mesmo livre no citosol (Tabela 1). Com 

exceção de alguns NLRs, o reconhecimento de PAMPs e DAMPs por PRRs induz o aumento 

da transcrição de genes envolvidos nas respostas inflamatórias (TAKEUCHI & AKIRA 2010; 

RODRIGUES et al., 2012). A ativação de diferentes PRRs conduz a expressão de diferentes 

genes, e esses genes codificam citocinas proinflamatórias, interferons do tipo I (IFN-α e IFN-

β), quimiocinas e proteínas antimicrobianas. A resposta inflamatória é orquestrada por 

citocinas como TNF-α, IL-1 e IL-6, as quais regulam morte celular de tecidos inflamados, 

modificação da permeabilidade endotelial vascular, recrutamento de células sanguíneas para 

tecidos inflamados e a produção de proteínas de fase aguda (TAKEUCHI & AKIRA, 2010; 

RODRIGUES, OLIVEIRA & BELLIO, 2012). 

A família dos TLRs é a mais bem caracterizada, sendo responsáveis por detectar 

agentes patogênicos invasores fora da célula ou em endossomos e lisossomos intracelulares 

(AKIRA, UEMATSU & TAKEUCHI, 2006). Nove membros funcionais conservados da 

família foram identificados no homem e em camundongos (TLRs 1-9), entretanto um TLR é 

seletivamente expresso em humanos (TLR10), enquanto TLR11, TLR12 e TLR13 estão 

presentes apenas em camundongos (KAWAI & AKIRA, 2010). A Tabela 1 sumariza os 

principais receptores da imunidade inata (TLRs e NLRs) e seus respectivos agonistas. Após o 

reconhecimento de PAMPs, os receptores do tipo Toll sofrem mudanças conformacionais, 

permitindo o recrutamento de moléculas adaptadoras essenciais em uma resposta efetiva. 

Essas vias de sinalização podem ser dependentes da molécula adaptadora MyD88 (Myeloid 

differentiation primary-response-gene-88) ou TRIF (Toll/IL-1 receptor domain containing 

adaptor protein inducing IFN beta). A cascata dependente de TRIF está relacionada à indução 

de IFNs do tipo I, por meio da ativação de TLR3 e TLR4, com Myd88 envolvido, também, na 
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via de sinalização de TLR4, enquanto a sinalização dos outros TLRs ocorre, exclusivamente, 

via Myd88 (AOKI et al., 2012).  

 

Tabela 1 - Principais receptores da imunidade inata (TLRs e NLRs) e padrões moleculares  associados 

a patógenos que atuam como agonistas. 

Receptores Ligantes 

TLR1 Triacyl lipopeptídeos (bactéria) 

TLR2 GPI (protozoários); Peptidoglicanos, lipoproteína, lipopeptídeos, LPS atípico 

(bactéria); Envelope protéico (vírus); Zimosan, Fosfolipomanana (Fungos) 

TLR3 dsRNA (vírus) 

TLR4 GIPL (protozoários); LPS (bactéria); Manana, Glicoronoxylmanana (fungos) 

TLR5 Flagelina (bactéria) 

TLR6 Diacyl lipopeptídeo (bactérias) 

TLR7/TLR8 ssRNA, Moléculas sintéticas semelhante a imidazolina (vírus) 

TLR9 CpG DNA (Protozoários, bactérias, vírus) 

NOD1 Ácido meso-diaminopimélico  (iE-DAP) (bactérias) 

NOD2 Muramil-dipeptídeo -MDP (bactérias) 

(CAMPOS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; KOGA et al., 2006; UEMATSU & AKIRA 2006 (modificado); 

TAKEUCHI & AKIRA 2010; KAWAI & AKIRA 2010; CAETANO et al., 2011) 

 

Muitas moléculas de T. cruzi têm sido identificadas como agonistas de TLRs, 

induzindo a secreção de citocinas, quimiocinas e óxido nítrico em células da linhagem 

monocítica. Alguns dos PAMPs de T. cruzi que são descritos como agonistas de TLRs são: 

âncoras de glicosilfosfatidinositol (GPI), os quais são distribuídos na membrana da superfície 

celular do parasito e foram identificados como potentes ativadores de TLR2 (CAMPOS et al., 

2001); outro membro da família do GPI, denominado de glicoinositolfosfolipídeo (GIPL), 

está presente na superfície da membrana de todas as formas do parasito e induz a ativação de 

NF-κB (Nuclear factor-κB) via TLR4 (OLIVEIRA et al., 2004); e ainda, ácidos nucleicos do 

parasito (RNA e DNA) podem induzir a ativação de TLR7 e TLR9 (KOGA et al., 2006; 

CAETANO et al., 2011). A análise de animais deficientes de receptores do tipo Toll 

demonstrou que TLR2 (BAFICA et al., 2006), TLR4 (OLIVEIRA et al., 2010), TLR7 

(CAETANO et al., 2011) e TLR9 (BARTHOLOMEU et al., 2008) desempenham papel na 

resistência à infecção pelo T. cruzi e, que pode haver sinergismo entre eles (BAFICA et al., 

2006; CAETANO et al., 2011; RODRIGUES, OLIVEIRA & BELLIO, 2012). Dados recentes 

demonstraram que pacientes com a forma digestiva e cardiodigestiva da doença de Chagas 

apresentaram elevada expressão de TLR8 e de IFN-, citocinas produzidas após sua ativação. 

Ademais, pacientes com as formas cardíaca e cardiodigestiva apresentam elevada expressão 

de RNAm de TLR2, IL-12 e TNF- comparado aos pacientes com a forma indeterminada da 

doença (PEREIRA et al., 2018). 
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A família dos NLRs consiste em sensores citoplasmáticos compostos de um domínio 

central de oligomerização de nucleotídeos (NOD) e uma região C-terminal com repetições 

ricas em leucina, além de um domínio efetor N-terminal, constituído por um domínio pirina 

(PYD), um domínio recrutador de caspase (CARDs) ou por repetições de inibidores de 

baculovírus (BIRs). Após a detecção de PAMPs, os receptores NOD1 e NOD2, os quais 

apresentam CARDs, induzem a regulação positiva da transcrição de genes de citocinas 

próinflamatórias, a partir da ativação de NF-κB e MAPKs (Mitogen-activated protein kinases) 

pela ligação da proteína de interação com receptor 2 (RIP2) (INOHARA et al., 2005; 

PROELL et al., 2008). O receptor NOD1(Nucleotide-Binding Oligomerization Domain 1)   é 

expresso em muitos tipos de células e organismos, enquanto NOD2 parece ser mais restrito e 

tem sido descrito em células hematopoiéticas, células de Paneth, células intestinais, células do 

epitélio oral, do pulmão, e em baixos níveis nos linfócitos (FRANCHI et al., 2009; BISWAS 

et al., 2012). NOD1 reconhece peptideoglicanos contendo ácido meso-diaminopimélico, 

encontrado em todas as bactérias gram-negativas e também em algumas gram-positivas, 

enquanto o NOD2 reconhece muramildipeptídeo (MDP) conservados em peptideoglicano de 

todos os tipos de bactérias (OGURA et al., 2001a; McDONALD et al., 2005). Com 

reconhecimento do estímulo, NOD1 e NOD2 recrutam a quinase serina-treonina RICK, 

também denominada de proteína de interação com receptor 2 (RIP2), que se liga diretamente 

ao modulador essencial de NF-κB e IKKB. Uma vez ativada, IKK fosforila o inibidor IKB, 

induzindo sua degradação no proteossoma, ativando NF-κB e provocando a translocação até o 

núcleo celular levando a um aumento na expressão do gene alvo (FRANCHI et al., 2009).  

Camundongos deficientes em NOD1 são mais susceptíveis à infecção experimental 

pela cepa Y de T. cruzi. Os macrófagos derivados de medula óssea provenientes de 

camundongos nocautes em NOD1 apresentaram redução de produtos dependentes da indução 

de NF-κB e falharam em controlar a infecção na presença de IFN-. Além disso, 

camundongos deficientes em NOD1 foram altamente susceptíveis a infecção similar aos 

camundongos deficientes de Myd88 e iNOS. Entretanto, não foi observada diferença entre os 

níveis de citocinas produzidas no soro de camundongos deficientes em NOD1 e NOD2 e seus 

controles, indicando que NOD1 atua na resistência do hospedeiro de uma maneira 

independente da produção de citocinas. Por outro lado, os camundongos deficientes do 

receptor NOD2, não apresentaram alteração na susceptibilidade à infecção pelo T. cruzi, 

indicando que este receptor não é crucial para o controle do parasitismo durante a infecção 

experimental aguda (SILVA et al., 2010). 
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O receptor NOD2 tem sido correlacionado com doenças de caráter inflamatório 

crônico e intestinal, como doença de Crohn e colite (HISAMATSU et al., 2003). Localizado 

no cromossomo 16 o gene NOD2-CARD15 apresenta três principais mutações de base única 

que geram a produção truncada da proteína NOD2 e estão associadas à doença de Crohn. Os 

pesquisadores identificaram polimorfismos de um só nucleotídeo (SNP, Single Nucleotide 

Polymorphism) R702W, G908R e L1007fls (HUGOT et al., 2001; OGURA et al., 2001b ; 

JUDGE AND LICHTENSTEIN, 2002; LAKATOS et al., 2006; HOEFKENS et al 2013). No 

polimorfismo R702W o códon para Arginina (R) localizado na posição 702 do exon 11 foi 

mutado para o códon do Triptofano (W), no polimorfismo G908R houve substituição do 

códon de glycina (G) na posição 908 para arginina (R). A mutação L1007fls foi identificada 

no exon 11 da sequência gênica que codifica a proteína, com inserção de uma citosina no 

nucleotídeo 3020 (3020insC). Esta inserção provoca um deslocamento da sequência de leitura 

(frameshift) no segundo nucleotídeo do códon 1007 e uma substituição de Leucina (L) por 

Prolina (P) da décima Região Rica em Leucina (Leucine-Rich Region, LRR) da proteína, o 

que leva à formação de um códon para Prolina ao invés de Lisina, e imediata formação de um 

stop códon prematuro com consequente geração de uma proteína truncada. A proteína 

truncada contém 1007 ao invés de 1040 aminoácidos da proteína NOD2 selvagem (OGURA 

et al., 2001b). É possível que além do polimorfismo que gera a proteína NOD2 truncada 

poderia haver também alteração nos níveis de expressão da proteína. 

O receptor NOD2 mantém a homeostase intestinal impedindo que bactérias da 

microbiota intestinal penetrem no epitélio intestinal (OGURA et al., 2001b; McDONALD et 

al., 2005). O NOD2 é altamente expresso nas células de Paneth, que se encontram presentes 

no fundo das criptas intestinais, quando bactérias rompem a barreira protetora formada por 

muco e IgA, são reconhecidas pelas células de Paneth via ligação a NOD2/MDP induzindo a 

produção de peptídeos antimicrobianos, como as α-defensinas (5 e 6), impedindo a penetração 

das bactérias. Pacientes com doença de Crohn tem expressão reduzida ou ausente de NOD2, 

uma lesão prévia no trato gastrointestinal como mecânica ou inflamatória, permite que 

bactérias penetrem no epitélio intestinal gerando lesões ao longo do trato intestinal (GANZ & 

LEHRER 1994; WEHKAMP et al., 2004). Pacientes com doença de Crohn e colite ulcerativa 

apresentam aumento na expressão de TLR8 e citocinas inflamatórias como, interferon do tipo 

I, IL-1, IL-6, IL12 e TNF- (SARUTA et al., 2009; STEENHOLDT et al., 2009; 

SANCHEZ-MUNOZ et al., 2011; ORTIZ-FERNANDEZ et al., 2015), assim como descrito 

anteriormente para pacientes chagásicos com a forma digestiva da doença apresentam elevada 

expressão de TLR8 e IFN- em células mononucleares do sangue periférico (PEREIRA et al., 
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2018). Todavia, pacientes com ausência na expressão de NOD2 provavelmente apresentam 

microbiota intestinal com bactérias mais patogênicas, comparados àqueles com expressão 

normal deste receptor, sendo um fator a mais que predispõe a inflamação no trato intestinal 

(REHMAN et al., 2011). Animais deficientes de NOD2 apresentam maior quantidade de 

bactérias potencialmente patogênicas e maior suscetibilidade à colite experimental que 

animais selvagens (SOUZA et al., 2018). Tanto camundongos como pacientes deficientes da 

expressão de NOD2 apresentam microbiota intestinal com bactérias de fenótipo invasor na 

camada epitelial do trato digestivo gerando lesões mais frequentes que em animais ou 

pacientes com expressão normal deste receptor (BARNICH et al., 2007; SARTOR, 2008; 

PETNICKI-OCWIEJA et al., 2009; SOUZA et al., 2018). A análise da composição do 

microbioma e metaboloma de animais infectados pela cepa CL de T. cruzi demonstrou que a 

infecção modula o microbioma fecal devido a alterações funcionais no intestino e pode afetar 

a resposta inflamatória do hospedeiro. Estes dados sugerem a conexão entre o T. cruzi, a 

microbiota do hospedeiro, e sua influência no desenvolvimento de lesões do trato 

gastrointestinal (MCALL et al., 2018).  

Portanto, nossa hipótese é que uma cepa de T. cruzi com tropismo pelo trato intestinal 

pode gerar a inflamação inicial e persistente promovendo a quebra da homeostase do sistema 

digestivo, em que a mucosa intestinal encontra-se protegida pela presença de muco e IgA 

impedindo a penetração de bactérias na camada epitelial do trato digestivo. Após ocorrer esta 

inflamação inicial pelo parasito, ocorrerá o acesso de bactérias e ou antígenos na lâmina 

própria em pacientes com expressão de NOD2 ausente ou reduzida. A ausência de NOD2 

favorece o desenvolvimento de microbiota mais patogênica e facilita a colonização do trato 

intestinal pelas bactérias (SOUZA et al., 2018), amplificando a inflamação local iniciada pelo 

parasito (Figura 3). A inflamação é responsável pela denervação do trato intestinal, com 

geração de movimentos peristálticos descoordenados e hiperexcitabilidade, gerando 

hipertrofia e perda gradativa do peristaltismo (TAFURI et al., 1983). No decorrer do processo 

patológico começará o acúmulo de material no trato intestinal que iniciará a compressão das 

vísceras gerando também patologias isquêmicas que irão amplificar o processo de formação 

das “mega” síndromes (megaesôfago e megacolón) (TAFURI et al., 1983; ADAD et al., 2001; 

SILVEIRA et al., 2007). O estudo sobre o papel da molécula NOD2 no desenvolvimento de 

lesões do trato digestivo na doença de Chagas pode auxiliar o entendimento da história natural 

da doença associada ao desenvolvimento da forma crônica digestiva bem como dar subsidio 

para o desenvolvimento de tratamentos alternativos que visem à redução da morbidade e 

mortalidade associadas à forma digestiva da doença. 
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Figura 3 - Hipótese para gênese de lesões do trato gastrointestinal na forma digestiva da doença de 

Chagas. Pacientes com ausência ou baixa expressão de NOD2 apresentam microbiota intestinal com bactérias 

potencialmente patogênicas, a lesão inicial pelo Trypanosoma cruzi promove a quebra da homeostase intestinal 

permitindo que bactérias presentes na microbiota transpassem a barreira de muco e IgA, entrando em contato 

com a camada epitelial do trato digestivo induzindo ou potencializando a inflamação gerada pelo parasito, 

podendo ocorrer a penetração de bactérias na lâmina própria. A inflamação é responsável pela denervação do 

trato intestinal e perda gradativa do peristaltismo, com o decorrer do processo patológico começará a ocorrer 

acúmulo de material no trato intestinal que iniciará a compressão das vísceras gerando também patologias 

isquêmicas que irão amplificar o processo de formação do megaesôfago e megacolón (PEREIRA, 2013). 

 

1.6 Justificativa  

Dados recentes demonstraram que pacientes com as formas digestiva e cardiodigestiva 

da doença de Chagas expressaram níveis elevados de RNAm do receptor da imunidade inata 

TLR8 e de IFN do tipo I, citocina produzida após sua ativação. A elevada expressão de TLR8 

e IFN do tipo I na doença inflamatória crônica intestinal e na doença de Crohn devido à 

desregulação da microbiota intestinal e acesso de bactérias patogênicas ao epitélio intestinal, 

onde ocorre reconhecimento de RNA bacteriano por TLR8 conduzindo a produção de IFN do 

tipo I, tem sido demonstrada contribuindo para o mecanismo de inflamação intestinal. 

Pacientes com doença de Crohn inicialmente apresentam a quebra da homeostase intestinal, 

permitindo a penetração de bactérias no epitélio intestinal, gerando inflamação ao longo do 

intestino. Ademais, a ausência de expressão de NOD2 permite o desenvolvimento da 

microbiota com elevado potencial patogênico no trato gastrointestinal. Em triagem da 

expressão de receptores da imunidade inata em pacientes chagásicos observamos a baixa 

expressão do receptor NOD2 em indivíduos que apresentavam a forma digestiva. Para que 

ocorra a formação dos megas (megacólon e megaesôfago) relacionados à forma digestiva da 

doença de Chagas, é necessário que ocorra denervação do plexo mioentérico no esôfago e 
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intestino. O substrato principal para denervação é a inflamação que parece ser influenciada 

principalmente por dois fatores, a cepa do parasito e a resposta imunológica que é 

influenciada pela genética do hospedeiro. Acreditamos que a ausência do receptor NOD2 

pode contribuir para a geração de inflamação no trato gastrointestinal por ação de bactérias. 

Neste estudo, pretendemos avaliar a participação do receptor NOD2 na patogenia do sistema 

digestivo na doença de Chagas em pacientes. Para isso será utilizado o isolado RN25 de T. 

cruzi obtido de paciente com a forma digestiva da doença de Chagas e infecção experimental 

em camundongos deficientes de NOD2 para avaliação do desenvolvimento de alterações do 

trato gastrointestinal durante as fases aguda (19 dias) e crônica (12 meses) da infecção. Esta 

abordagem pode auxiliar no entendimento da patogenia do sistema digestivo na doença de 

Chagas, bem como dar suporte para futuras terapêuticas, oferecendo subsídio para impedir o 

desenvolvimento da forma clínica digestiva em pacientes. 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o papel do receptor NOD2 na patogenia das lesões do sistema digestivo da 

doença de Chagas humana e experimental.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 Analisar a participação da via de sinalização ativada por NOD2 no desenvolvimento 

das formas clínicas da doença de Chagas; 

 Avaliar se a expressão diferencial da molécula NOD2 está correlacionada a graus 

distintos de dilatação do trato digestivo de pacientes; 

 Investigar a função da molécula NOD2 no padrão de susceptibilidade ou resistência a 

à infecção experimental pelo T. cruzi; 

 Verificar o papel do NOD2 no desenvolvimento de alterações do trato gastrointestinal 

(motilidade, inflamação e hipertrofia) dos camundongos infectados. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Pacientes chagásicos  

Delineamento experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Delineamento experimental para avaliação de pacientes com diferentes formas clínicas da 

doença de Chagas 

 

3.2 População de estudo 

A população foi procedente de dez municípios da mesorregião oeste do estado do Rio 

Grande do Norte, sendo eles: Alexandria, Apodi, Caraúbas, Governador Dix-Sept Rosado, 

Ipanguaçu, Mossoró, Pendências, Rodolfo Fernandes, Serra do Mel e Severiano Melo. Este 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Universidade do Estado do Rio 

Grande do Norte (UERN) protocolo Nº 027.2011. Todos os pacientes assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido estando em conformidade com a Resolução 466/12-

CNS/MS (Anexo 1). A população selecionada foi constituída de 65 indivíduos na faixa etária 

de 18 a 79 anos de idade, e quinze indivíduos saudáveis com faixa etária semelhante, 

residentes da mesma área endêmica, utilizados como controles. Esses indivíduos foram 

submetidos à triagem sorológica para confirmação da infecção pelo T. cruzi por pelo menos 

dois métodos com princípios ativos distintos, hemaglutinação indireta, Chagatest® HAI 

screening A-V, ELISA recombinante (Wiener Lab®, Rosário, Argentina) e a reação de 

imunofluorescência indireta utilizando como antígeno as formas epimastigotas de T. cruzi da 

cepa Y conforme a metodologia anteriormente descrita (CAMARGO 1966). As amostras com 
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resultados inconclusivos foram submetidas à sorologia confirmatória por Western blot 

(TESAcruzi®, BioMérieux, Brasil) (UMEZAWA et al., 1996). Os resultados foram 

considerados positivos quando a amostra foi reativa em pelo menos dois dos métodos 

selecionados, de acordo com as recomendações da Organização Mundial de Saúde e do 

Consenso Brasileiro em doença de Chagas de 2015 (DIAS et al., 2016). A seguir, esses 

pacientes foram avaliados clinicamente por um membro do grupo (médico clínico 

cardiologista) e as formas clínicas caracterizadas empregando eletrocardiograma (ECG), 

ecocardiograma transtorácico bidimensional, radiografias do tórax e contrastadas de esôfago e 

cólon (enema opaco). Aqueles pacientes com alterações eletrocardiográficas e/ou 

ecocardiográficas sugestivas de cardiopatia chagásica foram avaliados pelo Holter 24h. Desse 

modo, os pacientes chagásicos que apresentaram eletrocardiograma, radiografias de tórax e 

contrastadas de esôfago e cólon normais foram categorizados com a forma clínica 

indeterminada (IND, n=18); aqueles que apresentaram anormalidades eletrocardiográficas 

sugestivas de comprometimento cardíaco, sintomáticos ou não, foram classificados com a 

forma cardíaca (CARD, n=17); os pacientes com imagens do esôfago e/ou cólon alteradas, 

com a forma digestiva (DIG, n=15) e, os pacientes com cardiomiopatia associada com 

megacólon e/ou megaesôfago com a forma cardiodigestiva (CARDIG, n=15). Os dados 

caracterizando a população chagásica podem ser visualizados na Tabela 2. 

3.3. Coleta de sangue e obtenção de PBMC (Peripheral blood 

mononuclear cell) 

Um total de 15mL de sangue periférico dos participantes foi coletado em tubos a 

vácuo contendo o anticoagulante EDTA (Vacutainer® , BD Biosciences, USA) para a 

separação das células mononucleares de sangue periférico (PBMC). O sangue foi lentamente 

aplicado em tubos cônicos de polipropileno com capacidade de 50mL (Falcon, BD 

Biosciences, USA) contendo uma solução Ficoll-Hypaque na proporção 2:1 (Histopaque® 

1.077-SigmaAldrich, USA). Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 800 × g por 

30min e o anel de células formado foi transferido para um novo tubo de 15mL e submetido à 

nova centrifugação a 110 × g durante 20min. Por fim, as células que passaram pelo 

procedimento de separação foram ressuspendidas em 500µL de Trizol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA), armazenadas a -20ºC até o momento da extração de RNA e posterior 

síntese de cDNA. 
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Tabela 2 - Caracterização das formas clínicas dos pacientes com doença de Chagas procedentes de 

dez municípios do estado do Rio Grande do Norte. 

M: Masculino; F: Feminino. *Dados gentilmente cedidos pelo médico colaborador deste trabalho. 

 Formas Clínicas*  

  

Indeterminada 

 

 

Cardíaca 

 

 

Digestiva 

 

 

Cardiodigestiva 

 

 

Sexo 

 

 

M=10/18 

F= 8/18  

18/65  

M=11/17  

F= 6/17  

17/65  

M= 5/15 

F=10/15 

15/65  

 

M= 10/15 

 

F= 5/15  

 

15/65 

Total: 

M=36/65 (60%) 

 

F=29/65 (40%) 

 

65 

 41,4± 10,7 49,7± 11,8 57,6± 8,9 

 

65,9 ± 10,6 

 

53,3± 10,2 

Presença de 

megacólon 

- - 8/15 

 

9/15  

 

17/65 

Presença de 

megaesôfago 

- - 3/15 

 

3/15 

 

6/65 

Presença de 

megacólon e 

megaesôfago 

Tamanho do 

sigmoide (cm) 

Tamanho do 

reto (cm) 

- 

 

4,41±0,57 

 

4,89±0,81 

- 

 

4,5±0,71 

 

5,72±0,89 

3/15 

 

7,72±4,6 

 

7,5±3,1 

 

4/15 

 

 

 

7,96±2,87 

 

 

 

6,36±1,89 

 

7/65 

 

 

 

6,14±1,95 

 

 

 

6,11±1,10 



31 

 

 

3.4 Infecção experimental pelo Trypanosoma cruzi 

Delineamento experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Delineamento experimental utilizando animais C57BL6 e NOD2
(-/-)

 infectados experimentalmente 

por via intraperitoneal com 10
3
 formas tripomastigotas sanguíneas do isolado RN25 (TcII) de Trypanosoma 

cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Delineamento experimental utilizando animais C57BL6 e NOD2(-/-) infectados experimentalmente 

por via intraperitoneal com 5 × 10
4
 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa CL (TcVI) de Trypanosoma cruzi. 

Os animais avaliados 60 dias após a infecção foram tratados com dose única de 100mg/kg de benznidazol. 
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3.5 Isolados do Trypanosoma cruzi 

A cepa CL (TcVI) isolada de Triatoma infestans (BRENER & CHIARI, 1963), 

promove a redução significativa no número de neurônios provocando a denervação do plexo 

mioentérico do cólon de camundongos experimentalmente infectados pelo T. cruzi 

(SCHNEIDER et al. 2016), e o isolado RN25 (TcII) obtido por hemocultura de paciente com 

a forma digestiva da doença de Chagas procedente do Município de Serra Negra do Norte no 

estado do Rio Grande do Norte (SANTANA, 2017) foram utilizados para infecção 

experimental dos animais (Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Características dos isolados de Trypanosoma cruzi utilizados no estudo. 

Isolados de 

T. cruzi 

Hospedeiro Forma 

clínica 

Município/estado Idade DTU Referência 

CL Triatoma 

infestans 

- Encruzilhada/ RS - TcVI BRENER & 

CHIARI (1963) 

RN25 Humano Digestiva Serra Negra do 

Norte/RN 

55 TcII SANTANA 

(2017) 

 

3.6 Animais e infecção experimental 

Camundongos nocautes de NOD2, cedidos pelo biotério da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo (FMRP/USP), e camundongos C57BL6 selvagens 

provenientes do Biotério do Instituto Aggeu Magalhães (FIOCRUZ/Recife/PE) foram 

utilizados para a infecção de fêmeas e machos com seis semanas de idade e peso de 20-25g. 

Os animais foram mantidos em estante contendo microisoladores (Scienlabor®), 

confeccionados em policarbonato transparente (dimensões 1500 × 1910 × 440mm), tampados 

com suporte aramado com depressão central para deposição da ração e bebedouro de 350mL 

com sistema de filtro G3 e Hepa. Água e ração disponíveis “ad libitum”, ração e maravalha 

autoclavadas e trocadas duas vezes por semana. Os animais foram inoculados por via intra-

peritoneal com 5 × 10
4
 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa CL (TcVI) ou 1 × 10

3
 

tripomastigotas do isolado RN25. Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), protocolo Nº 

23/2015 (Anexo 2). 

3.7 Parasitemia e sobrevivência 

A parasitemia dos animais foi observada diariamente até 30 e 60 dias após a infecção, 

ou morte dos animais. O número de tripomastigotas foi determinado pelo método descrito por 

Pizzi e Praguer, modificado por Brener (1962). Foram coletados 5μL de sangue da ponta da 
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cauda do animal e a contagem realizada ao microscópio óptico (400×), utilizando lâmina-

lamínula (22 × 22mm) em 50 campos aleatórios. A mortalidade dos animais foi avaliada 

diariamente para a determinação da curva de sobrevivência 

3.8 Avaliação da motilidade intestinal dos animais 

A motilidade intestinal dos animais foi analisada antes, com 15, 30, 90 e 180 dias após 

a infecção. Três horas após a privação de alimento, 0,3mL de suspensão aquosa a 5% de 

carvão em água a 10% foi administrado via oral a cada animal por gavagem. Os animais 

foram observados em intervalos de 5min até as fezes com carvão serem eliminadas (tempo 

máximo de observação 200min). O carvão é observado nas fezes utilizando luz comum ou ao 

microscópio para facilitar a identificação de pontos pretos (MARONA & LUCCHESI 2004; 

OLIVEIRA et al., 2007). Os resultados foram calculados baseados no tempo de evacuação e 

expressos como média ± desvio padrão. 

Os animais infectados com 10
3
 formas tripomastigotas do isolado RN25 e 5 × 10

4
 

tripomastigotas da cepa CL (TcVI) foram eutanasiados no 19
o
 e 12

o
 dia após a infecção, 

respectivamente, para avaliação na fase aguda. O grupo de camundongos avaliado durante a 

fase crônica da infecção infectado com a cepa CL foi eutanasiado com 60 dias após a infecção 

e os infectados com o isolado RN25 com 12 meses após a infecção. Estes animais receberam 

dose única de benznidazol (100mg/kg) (Rochagan®, Roche) para evitar a mortalidade e 

permitir a fase crônica da infecção, segundo modelo descrito na literatura (CAMPOS et al., 

2017). Previamente a eutanásia o anestésico 2-2-2 tribromo-etanol a 3% em PBS foi utilizado, 

seguindo-se a eutanásia por meio de deslocamento cervical. O intestino dos animais foi 

removido e realizada a limpeza com solução salina tamponada pH 7,2 (PBS) e seccionado 

para a obtenção de tecido e análise histopatológica e, extração de RNA.  

3.9 Análise histológica por Hematoxilina e Eosina (HE) 

No íleo, jejuno e cólon dos animais foram realizados cortes e em seguida estendidos 

com a serosa em contato com o papel filtro para a remoção do conteúdo intestinal sem causar 

dano à mucosa, logo após, embebido em solução Bouin com 2% de ácido acético por 10min 

para pré-fixação. A peça foi enrolada em hélice formando “rolinhos”, em seguida amarrada 

com linha, adaptação da técnica exposta por Calvert, Atsuka & Salchithanandam (1989) e 

fixado em formol PBS por 24h, com troca de formol e desidratação em álcool etílico, 

sucessivamente em concentrações crescentes, até o álcool absoluto. Após a desidratação foi 

realizada a diafanização com xilol e impregnação com parafina, inclusão e moldagem do 

bloco de parafina. Os cortes foram realizados no micrótomo com cerca de 4µm e montados 
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sobre lâmina de vidro liso com área fosca, devidamente identificada. Após a montagem da 

lâmina os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE). A análise semi-quantitativa 

para determinação de inflamação e parasitismo tecidual foi realizada em colaboração com a 

Dra. Rosa Maria Esteves Arantes, Departamento de Patologia, ICB/UFMG. As lâminas foram 

fotografadas utilizando o microscópio óptico de luz direta Olympus BX 51 equipado com o 

software Image-Pro Express 4.0 (Media Cybernetics, MO, USA) e luz de fluorescência com 

os filtros FITC, DAPI e TRITC. 

3.10 Morfometria do Cólon e Jejuno  

As imagens obtidas por microscópio óptico das lâminas coradas por HE foram 

capturadas com resolução de 1392 × 1040 pixels e transferidas via câmera de vídeo colorida 

Cool SNAP-Proof Color (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA) para um sistema de vídeo 

acoplado a computador por meio do programa Image-Pro Express versão 4.0 para Windows 

(Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). As imagens foram analisadas no programa KS300 

(Zeiss, Jena, Germany) no laboratório de Morfometria do Departamento de Patologia Geral, 

ICB/UFMG. Microscopicamente foi avaliado o parâmetro espessura da camada muscular 

própria do jejuno e do cólon (µm) (calculada a partir de três medidas em cada foto, 

totalizando a análise de 15 fotos por animal). 

3. 11 Extração de RNAm e síntese do cDNA em pacientes e animais 

O RNAm foi extraído de células mononucleares do sangue periférico de cada paciente 

e do cólon de camundongos por meio do kit Total RNA Isolation System (Catalog Z3105, 

Promega, USA). As células mononucleares do sangue periférico e amostras trituradas do 

cólon obtidas anteriormente foram ressuspendidas em 500µL de Trizol (Invitrogen™, 

Carlsbad, Califórnia, USA) e adicionados 200µL de clorofórmio (Sigma-Aldrich). As 

amostras foram homogeneizadas em agitador vortex durante 30s e incubadas por 15min a 

temperatura ambiente (TA). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000 × g por 

15min a 4
o
C. A fase aquosa de cada amostra, contendo o RNA, foi cuidadosamente 

transferida para novo tubo estéril, seguida da adição de 200μL de etanol 95%. Essa mistura 

foi transferida para uma coluna acoplada a um tubo coletor, ambos fornecidos no kit e, em 

seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000 × g por 2min a 4
o
C (as etapas posteriores de 

centrifugação seguem os mesmos parâmetros) e, o líquido presente no tubo coletor foi 

descartado. Posteriormente 400µL de solução de lavagem (RNA Wash Solution) foram 

adicionados e, em seguida, os tubos foram centrifugados e o sobrenadante foi descartado, 

seguido da adição de 50µL de solução de DNAse I (preparada imediatamente antes de ser 
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utilizada, pela adição de 40µL de Tampão Amarelo, 5µL de MnCl2 0,09M e 5µL de DNase I 

fornecidos no kit) com a finalidade de digerir o DNA genômico presente nas amostras. Após 

essa adição, as colunas foram incubadas por 15min a TA, seguida da adição de 200µL de 

solução de parada (DNAse Stop Solution) e posterior centrifugação. O sobrenadante foi 

descartado e as etapas de lavagem da coluna foram realizadas, com 400µL e 250µL de 

solução, respectivamente, seguidas de centrifugação. A coluna foi transferida para outro tubo 

estéril e 20µL de água livre de RNAse foram adicionados, fornecida no kit. Por último, uma 

nova centrifugação foi realizada e a coluna foi descartada. O RNA purificado foi armazenado 

a -20
o
C. Uma alíquota de 5L foi utilizada para determinação da concentração de RNA/L 

nas amostras e determinada em espectofotômetro (Biomate 3 spectrophotometer 

Thermospectronic-Rochester, NY, USA). Para a síntese do cDNA a partir da fita de RNA total 

foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, USA) e o 

termociclador convencional (MJ Research PTC-150 MiniCycler). Os ciclos da reação foram 

de 10min a 25° C, 120min a 37°C, 5min a 85°C e ∞ a 4°C. A síntese de cDNA a partir da fita 

de RNA total foi realizada por meio do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Catalog 4368813, Applied Biosystems, USA), utilizando termociclador convencional (MJ 

Research PTC-150 MiniCycler). Os ciclos da reação foram de 10min a 25
o
C, 120min a 37

o
C, 

5min a 85
o
C e infinito a 4

o
C. A preparação da mistura foi realizada adicionando 2μL de 

solução tampão 10X, 0,8μL de nucleotídeos trifosfatos contendo desoxirribose (dNTPs) 25X, 

1μL da enzima (MultiScribe™ Reverse Transcriptase), 2μL de oligonucleotídeos (oligo dT) 

10X e 4,2μL de água livre de RNAse, totalizando 10µL da mistura, os quais foram 

adicionados a 10µL de cada amostra de RNA extraído. 

3.12 PCR quantitativa (qPCR) em pacientes e animais 

A análise da expressão quantitativa de genes foi realizada por meio de reações de 

qPCR utilizando o sistema SYBR Green® em termociclador 7500 Fast Real time (Applied 

Biosystems, Warrington, USA). As reações foram realizadas em placas de 96 poços 

(MicroAmp®, Applied Biosystems, USA) e, para cada gene alvo foi preparado um Master mix 

composto pelos iniciadores direto e reverso, FAST SYBR® Green (Applied Biosystems, USA) 

e água Mili-Q estéril para PCR. Os iniciadores específicos para humanos (NOD2, RIP2, α-

defensina 5 e α-defensina 6) e camundongos (TLR2, TLR4, IL-10, IL-17, T-bet, TNF-α, IFN-

γ, iNOS, defensina-A) foram utilizados e estão descritos na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Sequências dos iniciadores específicos utilizados na reação de qPCR. 

Iniciadores Direto e Reverso Temperatura 

Hu- β-actina
1 

TGACTCAGGATTTAAAAACTGGAA 

CACATTGTGAACTTTGGG 

56,5
o
C 

NOD2
1

 GCCACGGTGAAAGCGAAT 

GGAAGCGAGACTGAGCAGACA 

59,6 

RIP2
1
 TGCCACCTGAAAACT-ATGAACCT 

ACACTTCCCATGTGATAACTGCAT 

58,4 

α-Defensina 5
1 

GCCATCCTTGCTGCCATT 

GCTTCTGGGTTGTAGCCTCATC 

59,6 

α-Defensina 6
1 

CCACTCCAAGCTGAGGAT 

CTCTGCAAAGGAGACGGC 

58,4 

GAPDH
2 

TGCAGTGGCAAAGTGGAGAT 

CGTGAGTGGAGTCATACTGGAA 

58,8 

TLR2
2 

CGAGTGGTGCAAGTACG 

GGTAGGTCTTGGTGTTCATTATC 

            57,7 

 

TLR4
2 

CCTCTGCCTTCACTACAGAGACTTT 

GGATCATTTCCGATAAGGCT 

60.9 

IL-10
2 

TGGACAACATACTGCTAACC 

GGATCATTTCCGATAAGGCT 

55,7 

IL-17
2 

AGTTTGGGACCCCTTTACAC 

TCTCATCCAGCAAGAGATCC 

57,8 

T-bet
2 

CCCACAAGCCATTACAGGATG 

TATAAGCGGTTCCCTGGCATG 

59,9 

TNF-α
2 

TGTGCTCAGAGCTTTCAACAA 

CTTGATGGTGGTGCATGAGA 

56,9 

IFN-γ
2 

GCATCTTGGCTTTGCAGCT 

CCTTTTTCGCCTTGCTGTTG 

57,6 

iNOS
2 

 

CGAAACGCTTCACTTCCAA 

TGAGCCTATATTGCTGTGGCT 

56,7 

Defensina A
2 

GGTGATCAGCATACCCCAGCATCAGT 

AAGAGAAAACTACTGAGGAGCAGC 

57,5 

1
Iniciador específico para o humano, 

2
 Iniciador específico para camundongo. 

 

Esses iniciadores foram sintetizados com auxílio de software apropriado (Primer 

Express, Applied Biosystems, USA). O cDNA (2,5ng/reação) sintetizados a partir do RNA 

mensageiro e oligonucleotídeos específicos (1-2g/reação) foram utilizados juntamente com 

os tampões da reação contendo 5µL de SYBR® Green, 0,7µL de cada iniciador (direto e 

reverso), 1,6µL de água e 2µL do cDNA. As condições das reações foram 2min a 50ºC, 

10min a 95ºC, e 40 ciclos de 15s a 95ºC e 1min a 56ºC. Um ciclo final de 20min com 

temperatura crescente de 60 a 95ºC foi empregado para a obtenção de uma curva de 

dissociação dos produtos da reação, utilizada para a análise da especificidade de amplificação. 
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As condições da PCR para cada iniciador utilizado foram padronizadas de acordo com a 

concentração, temperatura de anelamento, ausência de formação de dímeros (determinada 

pela curva de dissociação do produto gerado pela qPCR), eficiência de amplificação dos 

genes alvos e gene constitutivo. A determinação dos níveis de expressão dos genes alvo foi 

realizada por meio da normalização das amostras quanto à expressão constitutiva de β-actina 

ou GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase). Após a normalização dos 

resultados baseados na expressão do gene constitutivo foi verificada a análise da expressão 

dos receptores, molécula adaptadora, citocinas e defensinas estudadas com o cálculo baseado 

na fórmula 2
-(Ct)

 utilizando o programa Microsoft Excel (2007). O equipamento utilizado 

para execução das reações e fornecimento dos resultados foi o 7500 Software V 2.0.5, 7500 

Fast Real time (Applied Biosystems, USA). 

3.13 Análise estatística 

As análises foram realizadas empregando o programa estatístico Instat e o software 

PRISM® 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Para a verificação da distribuição normal dos 

dados foram empregados os testes Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. 

Nas amostras com distribuição normal foram realizados os testes ANOVA e Tukey-Kramer 

para verificação da diferença entre os grupos, em amostras com distribuição não paramétrica 

foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis e Dunns. As correlações de parâmetros analisados nos 

pacientes foram determinadas pelo teste de Spearman. As diferenças foram consideradas 

significativas quando o valor de p for menor que 0,05 (p<0,05). 

 

4 RESULTADOS  

4.1 Avaliação da resposta imune inata em pacientes chagásicos 

Inicialmente foi avaliada a expressão dos receptores da imunidade inata NOD1, NOD2 

e de sua molécula adaptadora RIP2, com intuito de verificar se estas moléculas estariam 

correlacionadas à manifestação da forma digestiva da doença de Chagas. Pacientes chagásicos 

com as formas clínicas indeterminada, cardíaca, digestiva e cardiodigestiva da doença 

apresentaram expressão similar de RNAm de NOD1 (Figura 7A) em células mononucleares 

do sangue periférico. Por outro lado, pacientes com as formas digestiva e cardiodigestiva da 

doença apresentaram expressão ausente ou reduzida de RNAm de NOD2 (Figura 7B), 

quando comparados aqueles com a forma indeterminada. Entretanto, pacientes com as formas 

digestiva e cardiodigestiva apresentaram elevada expressão de RNAm de RIP2 comparados 

aos pacientes com formas cardíaca e indeterminada da doença de Chagas (Figura 7C). Ainda, 
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foi observada correlação negativa entre a expressão de RNAm de NOD2 e o grau de dilatação 

do esôfago (R= -0,7978; p= 0,0044) (Figura 8A), a dimensão do sigmoide (R= -0,6109; p= 

0,0177) (Figura 8B) e com a dimensão do reto (R= -0,6365; p= 0,0166) (Figura 8C).  

 

Figura 7 - Pacientes com a forma digestiva da doença de Chagas apresentam ausência ou expressão 

reduzida de NOD2. Expressão de RNAm de NOD1 (A), NOD2 (B) e RIP2 (C) determinadas por qPCR a partir 

de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com as diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas: indeterminada (n=18), cardíaca (n=17), digestiva (n=15) e cardiodigestiva (n=15). Os dados são 

representativos de experimentos independentes e expressos em média ± o desvio padrão (DP). CN: Controle 

negativo (indivíduos saudáveis provenientes da mesma região geográfica) **p<0,01; *p< 0,05. 

 

 

Posteriormente foi analisada a expressão de defensinas, moléculas que podem ter sua 

produção induzida como mecanismo para proteção do trato gastrointestinal contra a ação de 

bactérias após a quebra da homeostase intestinal. Pacientes com as formas indeterminada, 

cardíaca, digestiva e cardiodigestiva da doença de Chagas apresentaram expressão semelhante 

de RNAm de α-defensina 5 (Figura 9A). Entretanto, pacientes com a forma digestiva 

apresentaram elevada expressão de RNAm de α-defensina 6 (Figura 9B), quando comparados 

aos pacientes com a forma indeterminada. 
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Figura 8 - A dilatação do esôfago, sigmóide e reto é inversamente correlacionada a expressão de RNAm de 

NOD2. Correlação entre a expressão de RNAm de NOD2, determinada por qPCR, com o grau de dilatação do 

megaesôfago (A), a dimensão do sigmóide (B) e com a dimensão do reto (C) em pacientes com as formas 

digestiva (n=15) e cardiodigestiva (n=15) da doença de Chagas crônica. *p<0,05. 

 

 

Figura 9 - Pacientes com a forma digestiva da doença de Chagas apresentam elevada expressão de α-

defensina 6. Expressão de RNAm de α-defensina 5 (A) e α-defensina 6 (B) determinadas por qPCR a partir de 

células mononucleares do sangue periférico de pacientes com as diferentes formas clínicas: indeterminada 

(n=18), cardíaca (n=17), digestiva (n=15) e cardiodigestiva (n=15) da doença. Os dados são representativos de 

três experimentos independentes e, expressos em média ± DP. CN: Controle negativo (indivíduos saudáveis 

provenientes da mesma região geográfica) **p< 0,01. 
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4.2 Infecção experimental com 10
3
 tripomastigotas do isolado RN-25 de 

T. cruzi 

Com a finalidade de avaliar o papel da molécula NOD2 no desenvolvimento de lesões 

do trato gastrointestinal durante a infecção pelo T. cruzi, camundongos C57BL/6 e NOD2
(-/-)

 

machos e fêmeas foram infectados com 1 × 10
3
 tripomastigotas sanguíneos do isolado RN25 

(obtido de paciente portador da forma digestiva da doença) e inicialmente determinada a 

susceptibilidade a infecção. Camundongos NOD2
(-/-) 

machos e fêmeas apresentaram 

parasitemia mais elevada que animais C57BL/6 entre o 21º e 30º dias após infecção (Figura 

10A e B). Entretanto, a sobrevivência foi semelhante entre animais nocautes de NOD2 e 

C57BL/6 infectados pelo T. cruzi, independente do sexo (Figura 10C e D). 

Figura 10 - Camundongos NOD2
(-/-) 

apresentam parasitemia mais elevada e sobrevivência semelhante a 

camundongos C57BL/6. Curvas de parasitemia (A e B) e sobrevivência (C e D) de camundongos C57BL/6 e 

NOD2
(-/-)

 fêmeas e machos infectados por via intraperitoneal com 10³ formas tripomastigotas sanguíneas do 

isolado RN25 (Tc-II) de Trypanosoma cruzi. 

 

A influência da infecção pelo T. cruzi na motilidade gastrointestinal de camundongos 

NOD2
(-/-)

 e C57BL/6 machos e fêmeas foi estudada com o isolado RN25, proveniente de 

paciente com a forma digestiva da infecção. Camundongos NOD2
(-/-)

 fêmeas apresentaram 

diminuição da motilidade intestinal 15 e 180 dias após a infecção, quando comparados aos 

animais C57BL/6 (Figura 11A). Entretanto, não foi observada alteração na motilidade 
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gastrointestinal de camundongos machos NOD2
(-/-)

 e C57BL/6 experimentalmente infectados 

pelo T. cruzi (Figura 11B). 

 

 

Figura 11 - Camundongos NOD2
(-/-) 

infectados pelo Trypanosoma cruzi apresentam redução da motilidade 

intestinal. Avaliação da motilidade gastrointestinal pelo tempo médio de eliminação de carvão ativado em 

camundongos C57BL/6 e NOD2
(-/-)

 fêmeas (A) e machos (B) infectados por via intraperitoneal com 10³ formas 

tripomastigotas sanguíneas do isolado RN25 (TcII) de Trypanosoma cruzi. 

 

Posteriormente, a análise histopatológica para avaliação de inflamação e hipertrofia do 

trato gastrointestinal foi realizada pela análise semiquantitativa em camundongos fêmea, já 

que apresentaram alterações na motilidade intestinal quando infectadas pelo T. cruzi. A 

análise histopatológica dos animais fêmea infectados com 10
3 

tripomastigotas sanguíneos do 

isolado RN25 e eutanasiados no 19º dia após infecção mostrou discretas lesões inflamatórias 

(Figura 12). O intestino delgado apresentou poucos focos visíveis de infiltrado inflamatório 

na parede ou serosa do órgão. No cólon dos animais NOD2
(-/-) 

há presença de focos 
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inflamatórios de localização subserosa ou intramusculares visíveis (Figura 12F e H). Os 

animais C57BL/6 também apresentaram infiltrados inflamatórios, embora um pouco mais 

discreto (Figura 12B e D). Em geral foi observada lesão inflamatória de grau discreto e não 

acompanhada de grande área de necrose da parede ou infiltrado próximo ou associado aos 

gânglios miontéricos. Os animais não infectados não apresentaram lesões ou processo 

inflamatório. (Figura 12A, C, E e G). 

A avaliação de fase crônica (12 meses) utilizando a infecção com 10³ tripomastigotas 

do isolado RN-25 revelou inflamação focal intensa no colón dos animais NOD2
(-/-) 

(Figura 

13E, F, G, H) quando comparado a camundongos C57BL/6 (Figura 13A, B, C, D). No 

intestino, o jejuno foi mais afetado com intensa inflamação nos animais NOD2
(-/-) 

(Figura 

14C e D), comparado aos camundongos C57BL/6 (Figura 14A e B). O infiltrado 

inflamatório apresenta predomínio de células mononucleares, atingindo toda a espessura das 

camadas musculares, por vezes formando cordões celulares entre as camadas musculares e 

ofuscando os elementos ganglionares do sistema nervoso entérico. O íleo dos animais NOD2
(-

/-) 
também apresentou inflamação focal mais intensa que camundongos C57BL/6 (Figura 15 

C e D), quando comparado a camundongos C57BL/6 (Figura 15A e B). 

Posteriormente foi realizada medição da parede do cólon e jejuno dos camundongos 

NOD2
(-/-)

 e C57BL/6 infectados pelo isolado RN25 do T. cruzi para verificar a hipertrofia dos 

órgãos. O cólon dos animais NOD2
(-/-) 

infectados apresentou hipertrofia da camada muscular, 

esta alteração não foi observada em animais C57BL/6 infectados (Figura 16A). 

Camundongos C57BL/6 infectados e não infectados apresentaram tamanho similar da 

musculatura do cólon (Figura 16A). Entretanto, camundongos NOD2
(-/-) 

não infectados, 

apresentaram aumento discreto do colón quando comparado a animais C57BL/6 infectados e 

não infectados (Figura 16A). A infecção de camundongos fêmeas com o isolado RN25 

revelou aumento da parede do jejuno de camundongos NOD2
(-/-) 

e C57BL/6 infectados, 

quando comparados aos animais não infectados (Figura 16B). Entretanto, a análise do jejuno 

demonstrou aumento intenso da parede do órgão de animais NOD2
(-/-) 

infectados,
 
quando 

comparado aos camundongos C57BL/6 infectados (Figura 16B). 
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Figura 12 - Camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi deficientes de NOD2 apresentam inflamação 

no cólon discretamente maior que animais C57BL/6 durante a fase aguda da infecção. Aspectos 

histológicos do cólon de camundongos fêmea C57BL/6 WT (A e C-Não infectado), (B, D-Infectado) e NOD2
(-/-)

 

(E e G Não infectado), (F e H-Infectado), infectados por via intraperitoneal com 10³ formas tripomastigotas 

sanguíneas do isolado RN25 (TcII) de Trypanosoma cruzi. Eutanásia realizada no 19º dia após a infecção. 

(Aumento de 4x: A, B e E; 10x: C, D e G; 20x: H). 
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Figura 13 - Animais infectados pelo Trypanosoma cruzi deficientes de NOD2 apresentam inflamação 

intensa no cólon durante a fase crônica da infecção. Aspectos histológicos do cólon de camundongos fêmeas 

C57BL/6 WT (A e C- Não infectado), (B, D- Infectado) e NOD2
(-/-)

 (E e G- Não infectado), (F e H- Infectado),  

infectados por via intraperitoneal com 10³ formas tripomastigotas sanguíneas do isolado RN25 (TcII) de 

Trypanosoma cruzi. Eutanásia realizada após 12 meses. (Aumento de 4x: A, B, E , F e G; 10x: C, D e H). 
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Figura 14 - Animais infectados pelo Trypanosoma cruzi deficientes de NOD2 apresentam intensa 

inflamação no jejuno quando comparado com animais C57BL/6 durante a fase crônica da infecção. 

Aspectos histológicos do jejuno de camundongos fêmeas C57BL/6 (A e B) e NOD2
(-/-)

 (C e D) infectados por 

via intraperitoneal com 10³ formas tripomastigotas sanguíneas do isolado RN25 (TcII) de Trypanosoma cruzi. 

Eutanásia realizada após 12 meses. (Aumento de 4x: A e C; 10x: B e D). 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Animais infectados pelo Trypanosoma cruzi deficientes de NOD2 apresentam intensa 

inflamação no íleo quando comparado com animais C57BL/6 durante a fase crônica da infecção. Aspectos 

histológicos do íleo de camundongos fêmeas C57BL/6 (A e B) e NOD2
(-/-)

 (C e D) infectados por via 

intraperitoneal com 10³ formas tripomastigotas sanguíneas do isolado RN25 (TcII) de Trypanosoma cruzi. 

Eutanásia realizada após 12 meses. . (Aumento de 4x: A e C; 10x: B e D). 
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Figura 16 - Animais infectados pelo Trypanosoma cruzi deficientes de NOD2 apresentam aumento na 

dimensão da parede do cólon e jejuno durante a fase crônica da infecção. Aspectos dimensionais do cólon 

(A) e jejuno (B) de camundongos fêmeas C57BL/6 e NOD2
(-/-)

 não infectados ou infectados por via 

intraperitoneal com 10³ formas tripomastigotas sanguíneas do isolado RN25 (TcII) de Trypanosoma cruzi. 

Eutanásia realizada após 12 meses. 

4.3 Infecção experimental com 5  10
4
 tripomastigotas da cepa CL de T. 

cruzi 

Os camundongos fêmeas nocautes de NOD2 apresentaram redução da motilidade 

intestinal 15 e 180 dias após a infecção usando o inóculo de 10
3
 tripomastigotas do isolado 

RN25, indicando a presença de alterações intestinais. Com intuito de induzir robusto 

mecanismo patofisiológico que poderia gerar a formação de mega na fase crônica da infecção, 

foi realizado outro experimento utilizando a cepa CL com inóculo de 5 × 10
4
/animal, seguido 

de tratamento com dose única de benznidazol após o pico de parasitemia para obter a fase 

crônica da infecção (CAMPOS et al., 2017).  

Camundongos fêmeas nocautes de NOD2 infectados com a cepa CL apresentaram 

parasitemia mais elevada entre o 30
o
 e 60

o
 dias após a infecção, quando comparados aos 

animais selvagens (Figura 17A). Ademais, camundongos NOD2
(-/-)

 apresentaram menor 

sobrevivência (60%) que animais C57BL/6 (90%) até o final do período de avaliação (60 dias 

após a infecção) (Figura 17B). 

Em seguida, foi determinada a motilidade intestinal dos camundongos fêmeas 

nocautes de NOD2 infectados com a cepa CL do T. cruzi. Camundongos C57BL/6 e nocautes 

de NOD2 infectados apresentaram redução de motilidade intestinal no 15
o
 e 30

o
 dia após a 

infecção quando comparados aos animais não infectados (Figura 18). Animais NOD2
(-/-)

 

infectados pelo T. cruzi apresentaram maior redução da motilidade gastrointestinal 15 dias 

após infecção, quando comparados aos animais C57BL/6 infectados (Figura 18). Entretanto, 

com aumento do inóculo de 1000 formas tripomastigotas do isolado RN25 para 50.000 da 

cepa CL não foi suficiente para induzir redução da motilidade nos camundongos infectados 90 
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e 180 dias após a infecção, indicando melhora nas alterações do trato gastrointestinal (Figura 

18).  

 

 

 

Figura 17 - Camundongos NOD2
(-/-) 

infectados com a cepa CL do Trypanosoma cruzi apresentaram 

elevada parasitemia e mortalidade. Curvas de parasitemia (A) e sobrevivência (B) de camundongos C57BL/6 

e NOD2
(-/-)

 fêmeas infectadas por via intraperitoneal com 5 × 10
4
 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa CL 

(TcVI) de Trypanosoma cruzi. Bz: indica o tratamento com dose única de benznidazol (100mg/kg) no 12
o
 dia 

após a infecção. 
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Figura 18 - Camundongos NOD2
(-/-) 

e C57BL/6
 
fêmeas infectadas com a cepa CL do Trypanosoma cruzi 

apresentaram redução da motilidade intestinal durante a fase aguda da infecção. Avaliação da motilidade 

gastrointestinal pelo tempo médio de eliminação de carvão ativado em camundongos C57BL/6 e NOD2
(-/-)

 

fêmeas infectadas por via intraperitoneal com 5 × 10
4
 formas tripomastigotas sanguíneas da cepa CL (TcVI) de 

Trypanosoma cruzi e tratados com uma dose de benznidazol (100mg/kg) no 12º dia após a infecção. 

 

A diminuição da motilidade intestinal nos camundongos NOD2
(-/-)

 pode estar 

correlacionada à inflamação gerada pela infecção com o T. cruzi sendo influenciada por 

fatores intrínsecos ao hospedeiro. Assim, o próximo passo foi avaliar a expressão de 

receptores da imunidade inata, fator de transcrição da resposta Th1 (T-bet), citocinas e outros 

mediadores inflamatórios que podem contribuir para a inflamação do trato gastrointestinal na 

infecção pelo T. cruzi. Durante a fase aguda (12 dias após infecção) camundongos fêmea 

nocautes de NOD2 infectados com 5 × 10
4
 tripomastigotas da cepa CL de T. cruzi 

apresentaram expressão semelhante de TLR2 (Figura 19A) e IL-10 (Figura 19B) no cólon, 

quando comparados aos camundongos C57BL/6. Por outro lado, camundongos NOD2
(-/-) 

apresentaram elevada expressão de TLR4 (Figura 19C), T-bet (Figura 19D), IL-17 (Figura 

19E), IFN- (Figura 19F), TNF- (Figura 19G), iNOS (Figura 19H) e defensina A (Figura 

19I), quando comparados aos animais selvagens. 
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Figura 19 - A infecção experimental pelo Trypanosoma cruzi induz ao aumento da expressão de 

marcadores inflamatórios no cólon de camundongos NOD2
(-/-) 

durante a fase aguda. A expressão de RNAm 

de TLR2 (A), IL-10 (B), TLR4 (C), T-bet (D), IL-17 (E), IFN- (F), TNF-α (G), iNOS (H) e defensina-A (I) foi 

determinada por qPCR no cólon de camundongos C57BL/6 e NOD2
(-/-)

 infectados com 5 × 10
4
 formas 

tripomastigotas sanguíneas da cepa CL (TcVI) e eutanasiados 12 dias após a infecção. Os dados são 

representativos de três experimentos independentes e, expressos em média ± desvio padrão (DP). *p< 0,05 CN: 

Camundongos controles não infectados (n=6).  
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Figura 20 - Camundongos NOD2
(-/-)

 apresentaram baixa expressão de moléculas inflamatórias no cólon 

durante a fase crônica da infecção experimental pelo Trypanosoma cruzi. A expressão de RNAm de TLR2 

(A), IL-17 (B), defensina-A (C), T-Bet (D), TLR-4 (E), IFN- (F), IL-10 (G), iNOS (H) e TNF-α (I) foi 

determinada por qPCR no cólon de camundongos fêmea C57BL/6 e NOD2
(-/-)

 infectados com 5 × 10
4
 formas 

tripomastigotas sanguíneas da cepa CL (TcVI) e eutanasiados 60 dias após a infecção. Os dados são 

representativos de experimentos independentes e, expressos em média ± desvio padrão (DP). *p< 0,05 CN: 

Camundongos controles não infectados (n=10). Os camundongos receberam uma dose de benznidazol 

(100mg/kg) no 12
o
 dia após a infecção. 
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Em seguida foi realizada a análise histopatológica do colón e jejuno dos camundongos 

fêmeas NOD2
(-/-)

 e C57BL/6 infectados com 5 × 10
4 

formas tripomastigotas da cepa CL e 

eutanasiados durante a fase aguda (19 dias após infecção) e durante a fase crônica (60 dias 

após infecção). Durante a fase aguda da infecção os animais NOD2
(-/-) 

e C57BL/6 infectados 

apresentaram focos inflamatórios discretos perivasculares, a serosa foi afetada e foi observada 

inflamação discreta na parede muscular do cólon (Figura 21A, B, C e D). Por outro lado, o 

íleo e jejuno dos animais C57BL/6 (Figura 22A e B) infectados pelo T. cruzi apresentaram 

inflamação ausente ou mais discreta, quando comparados aos camundongos NOD2
(-/-) 

(Figura 

22C e D), os quais apresentam focos discretos de inflamação mononuclear nesses órgãos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Camundongos C57BL/6 e deficientes de NOD2 infectados pelo Trypanosoma cruzi apresentam 

inflamação discreta e similar no cólon durante a fase aguda da infecção. Aspectos histológicos do cólon de 

camundongos fêmeas C57BL/6 (A e B) e NOD2
(-/-)

 (C e D) infectados por via intraperitoneal com 5 × 10
4
 

formas tripomastigotas sanguíneas da cepa CL (TcVI) de Trypanosoma cruzi e eutanasiados durante a fase aguda 

da infecção (19 dias após infecção). (Aumento de 4x: A e C; 10x: B e D) 
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Figura 22 - Animais infectados pelo Trypanosoma cruzi deficientes de NOD2 apresentam maior 

inflamação no jejuno durante a fase aguda da infecção. Aspectos histológicos do jejuno de camundongos 

fêmeas C57BL/6 (A e B) e NOD2
(-/-)

 (C e D) infectados por via intraperitoneal com 5 × 10
4
 formas 

tripomastigotas sanguíneas da cepa CL (TcVI) de Trypanosoma cruzi e eutanasiados durante a fase aguda da 

infecção (19 dias após infecção). (Aumento de 4x: A e C; 10x: B e D) 

 

Os animais inoculados com 5 × 10
4 

formas tripomastigotas da cepa CL receberam dose 

única de benznidazol no 12
o
 dia de infecção (pico parasitemia) para induzir a cronificação da 

infecção (CAMPOS et al., 2017). Estes camundongos foram eutanasiados 60 dias após a 

infecção. A análise histológica do cólon demonstrou inflamação discreta e similar em animais 

C57BL/6 e NOD2
(-/-) 

(Figura 23A, B, C e D). Todavia, animais NOD2
(-/-) 

(Figura 23C e D) 

apresentaram maior número de focos inflamatórios no colón com grau de acometimento mais 

extenso que nos demais segmentos, quando comparado com os animais C57BL/6 (Figura 

23A e B). No jejuno foi observada inflamação discreta e mais rara que a observada no cólon. 

Animais NOD2
(-/-) 

infectados apresentaram mais focos inflamatórios no jejuno, quando 

comparados aos camundongos
 

C57BL/6 (Figura 24A, B, C e D), estes apresentaram 

inflamação ainda mais rara. No íleo de animais NOD2
(-/-) 

infectados foram observados poucos 

focos inflamatórios, embora ainda mais numerosos que no jejuno (Figura 25C e D), enquanto 

nos animais C57BL/6 (Figura 25A e B) são raros e, encontrados pequenos agrupamentos de 

células mononucleares. 
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Figura 23 - Animais deficientes de NOD2 infectados apresentaram maior número de focos inflamatórios e 

acometimento do cólon na fase crônica da infecção. Aspectos histológicos do cólon de camundongos 

C57BL/6 (A e B) e NOD2
(-/-)

 (C e D) infectados por via intraperitoneal com 5 × 10
4
 formas tripomastigotas 

sanguíneas da cepa CL (TcVI) de Trypanosoma cruzi e tratados com dose única de benznidazol (100mg/kg) no 

12
o
 dia após a infecção.  (Aumento de 4x: A e C; 10x: B e D) 
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Figura 24 - Animais infectados pela cepa CL do Trypanosoma cruzi deficientes de NOD2 apresentaram 

maior inflamação no jejuno durante a fase crônica da infecção. Aspectos histológicos do cólon de 

camundongos fêmea C57BL/6 (A e B) e NOD2
(-/-)

 (C e D) infectados por via intraperitoneal com 5 × 10
4
 formas 

tripomastigotas sanguíneas da cepa CL (TcVI) de Trypanosoma cruzi tratados com dose única de benznidazol 

(100mg/kg) no 12
o
 dia após a infecção. (Aumento de 4x: A e C; 10x: B; 20x: D) 
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Figura 25 - Animais infectados com a cepa CL do Trypanosoma cruzi deficientes de NOD2 apresentaram 

maior inflamação no íleo durante a fase crônica da infecção. Aspectos histológicos do íleo de camundongos 

fêmea C57BL/6 (A e B) e NOD2
(-/-)

 (C e D) infectados por via intraperitoneal com 5 × 10
4
 formas 

tripomastigotas sanguíneas da cepa CL (TcVI) de Trypanosoma cruzi tratados com dose única de benznidazol 

(100mg/kg) no 12
o
 dia após a infecção.  (Aumento de 4x: A e C; 10x: B e D) 
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5 DISCUSSÃO 

O papel do receptor NOD2 na gênese de lesões do trato gastrointestinal foi avaliado 

durante a infecção experimental pelo T. cruzi e sua participação no desenvolvimento da forma 

clínica digestiva em pacientes com doença de Chagas. Os resultados indicam que a 

deficiência na expressão da molécula NOD2 pode estar correlacionada ao aparecimento de 

alterações no trato gastrointestinal durante a infecção experimental e no desenvolvimento da 

forma clínica digestiva da doença de Chagas humana. 

Dados recentes demonstraram que pacientes com a forma digestiva e cardiodigestiva 

da doença de Chagas apresentam elevada expressão de TLR8 e de IFN-, citocina produzida 

após sua ativação, quando comparados aos pacientes com a forma indeterminada (PEREIRA 

et al., 2018). O TLR8 reconhece RNA de cadeia simples de origem viral e bacteriana e 

encontra-se aumentado em biópsias do intestino de pacientes com colite ulcerativa 

(STEENHOLDT et al., 2009; SANCHEZ-MUNHOZ et al., 2011) e doença de Crohn 

(SARUTA et al., 2009; ORTIZ-FERNANDES et al 2015). Desse modo, em doenças 

intestinais com caráter inflamatório ocorre quebra de homeostase intestinal permitindo o 

acesso da microbiota às células epiteliais intestinais, com ativação de TLR8 e contribuindo 

para a geração de inflamação e lesões. Na doença de Crohn ocorre inflamação transmural no 

intestino delgado associada com polimorfismo do gene do NOD2 que induz expressão 

reduzida ou truncada (inativa) da proteína desse receptor (HISAMATSU et al., 2003; 

GOETHEL et al., 2018). 

Neste estudo, inicialmente avaliamos a expressão de RNAm dos receptores NOD1 e 

NOD2 e de moléculas envolvidas em sua via de sinalização em pacientes com diferentes 

formas clínicas da doença de Chagas, com intuito de verificar sua possível correlação com o 

desenvolvimento da forma digestiva da doença. Os pacientes com a forma digestiva e 

cardiodigestiva da doença de Chagas apresentaram expressão ausente ou reduzida de NOD2. 

Nós também observamos correlação negativa entre a expressão de RNAm de NOD2 e o grau 

de dilatação do esôfago, a dimensão do sigmóide e do reto. Isso indica que a molécula NOD2 

apresenta função protetora contra o desenvolvimento de lesões do trato gastrointestinal. O 

receptor NOD2 é bastante expresso nas células de Paneth sendo responsável pela regulação 

da microbiota intestinal por meio da produção de componentes antimicrobianos como as 

defensinas (FRANCHI et al., 2009; BISWAS et al., 2012). A expressão deficiente de NOD2 

ainda influencia a composição da microbiota em humanos, sua ausência leva ao 

desenvolvimento de número elevado de bactérias com potencial patogênico no trato 
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gastrointestinal (REHMAN et al., 2011). Pacientes com doença de Crohn apresentam 

alteração da microbiota intestinal, com aumento de Bacteroidetes, Proteobacteria e redução 

de Firmicutes (SEKSIK et al., 2003). A deficiência na expressão da molécula NOD2 é 

importante para o desenvolvimento de doenças inflamatórias intestinais. Pacientes chagásicos 

com megaesôfago e megacólon apresentam aumento do crescimento bacteriano no trato 

gastrointestinal, quando comparados a microbiota de indivíduos saudáveis. Os pacientes 

chagásicos com forma digestiva apresentam número mais elevado de bactérias com potencial 

patogênico e estas estão positivamente correlacionadas à dilatação do esôfago (PAJECKI et 

al., 2002).  

Camundongos deficientes do receptor NOD2 também apresentam disfunção das 

células de Paneth e caliciformes, promovendo o aumento de bactérias no íleo terminal e 

alteração da microbiota intestinal, favorecendo o aparecimento de bactérias patogênicas e com 

risco de penetração de bactérias no epitélio intestinal (HISAMATSU et al., 2003; 

NATIVIDAD et al., 2012). Camundongos NOD2
(-/-)

 apresentam número reduzido de 

linfócitos intraepiteliais intestinais prejudicando a integridade do epitélio e levando à resposta 

imune alterada à microbiota residente (JIANG et al., 2013). Além disso, camundongos 

deficientes em NOD2 e RIP2 apresentam sensibilidade aumentada à colite e adenocarcinoma 

colônico devido à desregulação na microbiota (COUTURIER-MAILLARD et al., 2013). 

NOD2 participa do reconhecimento de um subconjunto de microrganismos patogênicos 

capazes de invadir e se multiplicar intracelularmente como, Campylobacter, Citrobacter, 

Escherichia, Helicobacter, Listeria, Mycobacteria, Pseudomonas, Staphylococcus, Yersinia 

(CARUSO et al., 2014; AL NABHANI et al., 2017;  BERESWILL et al., 2017). 

Camundongos deficientes em NOD2 apresentam baixo número de células Th17 e baixa 

produção de espécies reativas de oxigênio e elevada carga bacteriana fecal após infecção por 

Citrobacter rodentium e Salmonella spp. (LECAT et al., 2010). Esses microrganismos 

também poderiam contribuir com a patogenia do trato gastrointestinal na doença de Chagas 

devido à deficiência na expressão de NOD2. 

Neste estudo observamos aumento da expressão de RIP2 e α-defensina 6 em pacientes 

com as formas digestiva e cardiodigestiva quando comparados àqueles com as formas 

indeterminada e cardíaca. A produção de defensinas é estimulada após o contato de bactérias 

com o epitélio do trato digestivo. O receptor NOD2 reconhece muramildipeptídeo (MDP), 

substância presente em bactérias, sinaliza via serina-treonina quinase RICK ou RIP2, levando 

à translocação de NF-κB para o núcleo e indução da produção de defensinas nas criptas 

gerando atividade bactericida com a regulação da microbiota intestinal (UEMATSU & 
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AKIRA, 2006; BISWAS et al., 2012; JIANG et al., 2013). A α-defensina 6 secretada por 

células de Paneth humanas possui ação antibacteriana por formação de nanofibrilas. Bactérias 

alvo cercadas por fibrilas não são capazes de invadir a mucosa intestinal. A atividade 

antimicrobiana da α-defensina 5 ocorre por meio da ruptura das membranas bacterianas 

(BEVINS et al., 2013; NAKAMURA et al., 2016; CHAIRATANA et al., 2017). Assim, o 

aumento na expressão de α-defensina 6 em pacientes portadores das formas digestiva e 

cardiodigestiva da doença pode ser mecanismo de defesa na tentativa de controlar o acesso de 

bactérias ao epitélio intestinal e a inflamação gerada. Além das defensinas, as células de 

Paneth são capazes de secretar outros peptídeos antimicrobianos, incluindo lisozima, 

fosfolipase secretora A2, RegIII, angiogenina 4 e catelicidinas (CLEVERS et al., 2013; 

MOWAT et al., 2014; PETERSON et al., 2014). O microbioma apresenta papel central na 

regulação da produção e secreção de defensinas. Camundongos deficientes de NOD2 não 

controlam o crescimento bacteriano, no entanto, camundongos C57BL/6 regulam a 

microbiota e mantém a secreção de defensinas em níveis fisiológicos (SHANAHAN et al., 

2014). 

O receptor NOD1 também sinaliza via RIP2, sendo importante na resistência à 

infecção experimental pelo T. cruzi (SILVA et al., 2010), embora a molécula reconhecida por 

esse receptor no parasito não tenha sido descrita. O aumento na expressão de RIP2 poderia ser 

referente à sinalização via NOD1, devido ao reconhecimento de moléculas bacterianas ou 

presentes no T. cruzi em pacientes com as formas digestiva e cardiodigestiva da doença de 

Chagas. Os pacientes com a forma digestiva da doença apresentam parasitismo sanguíneo 

mais elevado (RAMIREZ et al., 2015) podendo contribuir para o aumento na expressão de 

RIP2 via reconhecimento do parasito por NOD1. A presença do parasito no tecido esofágico é 

marcadamente comprovada, mesmo em pacientes que não apresentam o quadro de 

megaesôfago. Assim como em pacientes com diferentes estágios da forma digestiva, 

demonstrando que outros fatores são importantes na patogenia da doença além da presença do 

parasito no tecido (VAGO et al., 1996; VAGO et al., 2000; LAGES-SILVA et al., 2001; 

VAGO et al., 2003; LAGES-SILVA et al., 2006). Todavia, tais mecanismos ainda não estão 

bem elucidados na forma digestiva, a expressão deficiente ou truncada da proteína NOD2 

parece ser fator que contribui para o processo patofisiológico deformação do megacólon e 

megaesôfago. 

A via de sinalização do NOD2 conduz a ativação de NF-κB, MAPK e caspase-1 que 

resultam no aumento da expressão de fatores próinflamatórios, incluindo IL-1β, TNF-α, IL-6, 

IL-12, quimiocinas (CCL2, CXCL8, CXCL2), agentes antimicrobianos, recrutamento de 
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neutrófilos, monócitos inflamatórios e células dendríticas (KIM et al., 2011; BEYNON et al., 

2008, FRITZ et al., 2005, COULOMBE et al., 2012). Diversos estudos mostraram que a 

coestimulação com NOD2 e agonistas do receptor toll-like (TLR) induz a produção sinérgica 

de citocinas associadas a Th1 em diferentes tipos de células, embora o mecanismo ainda não 

esteja claro (TADA et al., 2005, JEONG et al., 2014). Entretanto, o estímulo independente de 

NOD2 é capaz de ativar o sistema imune adaptativo, estimulando a resposta Th2 resultando 

na produção de IL-4 e IL-5 (MAGALHÃES et al., 2011). A indução da resposta do perfil Th2 

após ativação de NOD2 é dependente tanto da produção de linfopoietina estromal tímica pelas 

células estromais quanto da regulação da molécula co-estimulatória, o ligante OX40, sobre as 

células dendríticas (MAGALHÃES et al., 2011). O NOD2 ativa a via de sinalização Notch, o 

sinergismo entre NOD2 e a via de sinalização Notch1-PI3K nos macrófagos contribui para a 

sobrevivência de macrófagos, reduzindo a apoptose induzida por TNFα/IFN-γ e regulando 

positivamente a expressão de IL-10 além de outros genes associados a funções anti-

inflamatórias (BANSAL et al., 2011). Além do papel protetor desempenhado pelo NOD2 na 

imunidade inata, inclusive envolvendo o controle da microbiota intestinal, existe a função 

imunomoduladora da resposta imune adaptativa que necessita melhor compreensão no 

modelo de inflamação intestinal induzida pela infecção com o T. cruzi, em que a deficiência 

do NOD2 pode contribuir para aumento da inflamação devido à diminuição de células do 

perfil Th2. 

Na forma digestiva da doença de Chagas as lesões inflamatórias no sistema nervoso 

entérico estão associadas com a redução substancial do número de neurônios, fator marcante 

no desenvolvimento dos “megas” (ADAD et al., 2001). Ocorre denervação parassimpática 

intramural particularmente do plexo miontérico do sistema nervoso autônomo (TAFURI & 

RASO, 1983; ANDRADE et al., 2000; REZENDE & MOREIRA, 2000). As lesões de base 

do trato gastrointestinal apresentam o reto e cólon como segmentos mais comprometidos 

exibindo aumento luminal e hipertrofia muscular marcante (KÖBERLE, 1968). A patogenia 

desta forma clínica é dependente do parasitismo associado à inflamação do trato 

gastrointestinal, em que o ambiente inflamatório gerado é substrato importante para o 

processo de denervação do plexo miontérico que culmina na formação do megacólon e 

megaesôfago (TAFURI et al., 1971; ARANTES et al., 2004, CAMPOS et al., 2017). 

Além de considerar a lesão de base causada pelo parasito e sua presença no tecido, a 

redução da atividade de NOD2 expõe ainda mais a mucosa à ação invasiva da microbiota no 

hospedeiro, influenciando a resposta inflamatória mais intensa na mucosa do trato 

gastrointestinal. Desse modo, os resultados sugerem que o receptor NOD2 apresenta 
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importante função na gênese das lesões do trato digestivo de pacientes chagásicos. Outro 

aspecto interessante é que a presença de megacólon é mais frequente que a presença de 

megaesôfago em pacientes chagásicos crônicos (LOPES et al., 1989). O cólon e o reto 

apresentam número mais elevado e diversidade de bactérias em relação ao esôfago (SUNDIN 

et al., 2017), o que poderia contribuir para intensa inflamação, denervação e dilatação 

observadas no cólon e reto. Ademais, pacientes chagásicos apresentam prevalência de 

infecção por Helicobacter pylori mais elevada que indivíduos não chagásicos, tanto em áreas 

urbanas como rurais (NASCIMENTO et al., 2002). Além disso, para o aparecimento de 

megacólon é necessário denervação de pelo menos 50% do plexo mientérico, enquanto para 

desenvolvimento de megaesôfago é necessário denervação de 90% (KÖBERLE, 1968). Este 

aspecto é influenciado pela anatomia do órgão, já que no esôfago o conteúdo alimentar passa 

mais facilmente influenciado pela gravidade, enquanto no cólon e reto apresenta tendência 

natural de estagnação. 

Posteriormente para confirmar a importância do receptor NOD2 na gênese das lesões 

do trato digestivo na doença de Chagas, camundongos nocautes de NOD2 foram infectados 

com o isolado RN25, obtido de paciente com a forma digestiva da doença e, avaliado o 

desenvolvimento de lesões do trato gastrointestinal. A diminuição da motilidade intestinal foi 

observada 15 e 180 dias após a infecção em camundongos NOD2
(-/-)

, quando comparada aos 

animais C57BL/6, indicando aparecimento de alterações no trato gastrointestinal em animais 

nocautes de NOD2. A análise histopatológica do cólon demonstrou lesão inflamatória de grau 

discreto na camada subserosa e muscular, mais acentuada em animais NOD2
(-/-)

 que C57BL/6 

durante a fase aguda da infecção com o RN25. Entretanto, durante a fase crônica houve 

inflamação focal intensa no colón, jejuno e íleo dos animais NOD2
(-/-)

, atingindo todas as 

camadas musculares e elementos ganglionares do sistema nervoso entérico. Esses resultados 

indicam que a infecção com o isolado obtido de paciente com a forma digestiva gera 

inflamação discreta e progressiva durante o curso da infecção, sendo discreta na fase aguda e 

intensificando na fase crônica. Essa inflamação é distribuída em focos ao longo de todo o 

trato gastrointestinal e, quando somadas podem contribuir significativamente para o processo 

de denervação. Estudos demonstram a importância do IFN-γ e iNOS no processo de 

degeneração do plexo mioentérico durante a infecção experimental pelo T. cruzi, 

camundongos nocautes de iNOS e IFN-γ não apresentam destruição neuronal e alterações do 

plexo gastrointestinal (ARANTES et al., 2004). 

A hipertrofia do cólon foi observada somente em animais nocautes de NOD2 

infectados com o isolado RN25, não foi observada hipertrofia da parede do colón em 
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camundongos C57BL/6 infectados. Estes achados demonstram a importância do NOD2 para a 

proteção do desenvolvimento de lesões do trato gastrointestinal em camundongos. Devido ao 

fato de NOD2 ser um regulador negativo da sinalização de TLR (toll like receptors), sua 

deficiência pode resultar na produção de citocinas relacionadas à Th1 em ambientes ricos em 

receptores TLR, como o intestino (WATANABE et al., 2004). Camundongos deficientes em 

NOD2 expostos ao Dextran sulfato de sódio (DSS) apresentam níveis 20 vezes mais elevados 

de IFN-γ no intestino quando comparados aos camundongos C57BL/6 (SOUZA et al., 2018). 

Células dendríticas de pacientes com doença de Crohn e mutações no gene do NOD2 falham 

em ativar linfócitos Th17, mas continuam a estimular a produção de IFN-γ, sugerindo que a 

mutação no NOD2 promove um desequilíbrio na resposta imune, provavelmente contra 

diferentes componentes da microbiota (VAN BEELEN et al., 2007). Como descrito 

anteriormente, o NOD2 tem um papel central no controle de microbiota intestinal e a função 

anormal deste receptor incita a depuração prejudicada de microrganismos potencialmente 

patogênicos e geração de inflamação (KOBAYASHI et al., 2005; PETNICKI-OCWIEJA et 

al., 2009). Essas características apontam para o papel central deste receptor no controle da 

homeostase intestinal e, poderia explicar o aumento da inflamação que é substrato da 

denervação do plexo mioentérico e hipertrofia muscular exacerbada gerada pela presença de 

cepa do T. cruzi com tropismo pelo trato gastrointestinal. 

No presente estudo, o íleo de camundongos deficientes de NOD2 infectados e não 

infectados pelo T. cruzi apresentou inflamação intensa, sendo a inflamação e hipertrofia da 

musculatura longitudinal e circular mais pronunciada nos animais infectados pelo T. cruzi. 

NOD2 é altamente expresso em células de Paneth no íleo que essencialmente contribuem para 

a regulação da microbiota ileal pela secreção de peptídeos antimicrobianos (SIDIQ et al., 

2016). Na doença de Crohn ocorre expressão reduzida de α-defensinas (WEHKAMP et al., 

2005; WEHKAMP et al., 2010) permitindo que bactérias presentes no íleo gerem inflamação 

intestinal e contribuindo para o processo patofisiológico do trato gastrointestinal. Assim, 

devido a expressão de NOD2 ser maior em células do íleo quando comparado ao cólon, este 

aspecto contribui para a inflamação mais intensa no íleo quando comparado ao cólon dos 

camundongos infectados pelo T. cruzi. 

Assim, o desenvolvimento da forma digestiva da doença de Chagas também está 

associado com as diferentes subpopulações do T. cruzi, já que as diferentes subpopulações 

apresentam diferentes tropismos teciduais, sendo também importante considerar o tamanho do 

inóculo (MACEDO & PENA, 1998; ZINGALES et al., 1998; VIRREIRA et al., 2006; CURA 

et al., 2012; MEZA et al., 2014). A forma digestiva da doença de Chagas é mais frequente em 
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países como, Brasil, Bolívia, Argentina, Chile e Peru. No Brasil o acometimento cardíaco é 

mais frequente na região central e nos estados de Minas Gerais, São Paulo, Goiás, Bahia e 

casos descritos no Rio Grande do Norte. Nos países situados ao norte da linha equatorial, 

megacólon e megaesôfago são menos frequentes, países como Panamá, México, Honduras e 

Venezuela. As manifestações digestivas da doença de Chagas têm sido descritas com 

frequência variável conforme a região geográfica ou país considerado, indicando diferenças 

no perfil genético dos pacientes e do parasito (KOEBERLE et al, 1955; DIAS et al., 1983; 

MENEGHELLI, 2004; ANDRADE et al., 2015). O T. cruzi é classificado em seis diferentes 

discrete typing units (DTU I-VI) (ZINGALES et al., 2009) entretanto, estudos que avaliaram 

a correlação entre DTUs e as formas clínicas da doença de Chagas não têm demonstrado 

associações, principalmente devido a grande diversidade genética presente dentro de cada 

DTU do parasito (DEL PUERTO et al., 2010). Outro aspecto a ser considerado é a genética 

do paciente. Três tipos de mutação em alelos do gene NOD2/CARD15 conferem 

susceptibilidade a doença de Crohn e outras doenças inflamatórias intestinais, a ocorrência 

dessas mutações variam de acordo com a etnia e a região geográfica dos indivíduos (HUGOT 

et al., 2001; LESAGE et al., 2002; CUTHBERT et al., 2002). A frequência de encontro de 

uma das três mutações frequentes no gene NOD2/CARD15 foi de 38,5% na Grã-Bretanha 

(AHMAD et al., 2002), 46,3% na Bélgica (ESTERS et al., 2004), 38,2% na Itália (ANNESE 

et al., 2005), 38% na França (HERESBACH et al., 2004) e 36,5% na Alemanha (BUNING et 

al., 2004). Por outro lado, houve falta de variantes mutantes nas populações asiáticas do Japão 

(INOUE et al., 2002), Coréia (CROUCHER et al., 2003), China (LI et al., 2008; LEONG et 

al., 2003) e Índia (PUGAZHENDHI et al., 2008). Estudo na Malásia demonstrou que nenhum 

paciente malaio com a doença de Crohn apresentou qualquer uma das mutações patogênicas 

NOD2/CARD15 (CHUA et al., 2002; 2009). No Brasil ainda não existe estudo descrevendo a 

frequência de ocorrência dessas mutações, este estudo seria importante para correlacionar as 

áreas de ocorrência de megaesôfago e megacólon no Brasil. 

Dados recentes demonstraram que a lesão do trato gastrointestinal em camundongos 

C57BL/6 experimentalmente infectados com diferentes inóculos da cepa Y (TcII) do T. cruzi, 

é dependente do tamanho do inóculo. Além disso, a produção de citocinas pró-inflamatórias 

no cólon foi mais elevada, havendo aumento da espessura da camada mucosa, miosite, 

periganglionite, presença de ninhos de amastigotas e, tamanho do cólon nos animais 

infectados com inóculos elevados. Ainda foi sugerido que a maioria das lesões do trato 

gastrointestinal ocorre no início da fase aguda havendo correlação positiva com a carga 

parasitária e a intensidade do infiltrado inflamatório (VAZQUEZ et al., 2015). Como as 
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alterações do trato gastrointestinal durante a infecção experimental pelo T. cruzi dependem do 

tamanho do inóculo (VAZQUEZ et al., 2015; FONTES et al., 2018) e devido a redução da 

motilidade intestinal observada nos camundongos nocautes de NOD2 infectados com 1 × 10
3
 

tripomastigotas do isolado RN25, realizamos novo experimento com a cepa CL do T. cruzi, 

utilizando inóculo de 5 × 10
4
 tripomastigotas/animal e tratamento com dose única de 

benznidazol para evitar a mortalidade e permitir a obtenção da fase crônica da infecção 

(CAMPOS et al., 2017). O isolado RN25 não foi utilizado neste experimento devido sua 

baixa virulência impossibilitando a utilização do inóculo de 5 × 10
4
 tripomastigotas. 

Camundongos nocautes de NOD2 infectados com a cepa CL apresentaram redução de 

motilidade intestinal na fase aguda da infecção e aumento de mediadores inflamatórios no 

cólon. Na fase crônica foi observada inflamação e hipertrofia menores que as observadas em 

camundongos inoculados com baixo inóculo do RN25. Desse modo, a genética do T. cruzi 

parece ser preponderante sobre o tamanho do inóculo na geração das alterações do trato 

gastrointestinal, contudo as lesões sofrem influência da intensidade do parasitismo. Estudo 

recente com isolados TcI, TcII e TcIII obtidos de pacientes na fase crônica da doença de 

Chagas no estado do Rio Grande do Norte demonstraram que TcI e TcII estão associados a 

forma digestiva da doença e o TcIII a forma indeterminada (MARTINS et al., 2015). O TcI 

está amplamente distribuído nas Américas (Argentina, Brasil, Bolívia, Chile, Colômbia, 

México, Panamá, Paraguai, Guiana Francesa, Venezuela e EUA), mantém maior afinidade 

com os marsupiais do que outros mamíferos, está associado aos ciclos silvestres e domésticos 

e, apresenta grande espectro de patogenicidade humana (BRIONES et al., 1999; CURA et al., 

2010; TOMASINI et al., 2010). A infecção humana com TcI no Brasil é comumente 

concentrada na bacia amazônica e parte norte da América do Sul e América Central. TcII é 

predominante nas regiões sul e central da América e foi isolado principalmente em ciclos 

domésticos de transmissão de vetores, primatas, e outros mamíferos (CORTEZ et al.; 2006; 

LISBOA et al., 2007). TcIII está associado principalmente ao ciclo silvestre no Brasil, com 

roedores como reservatórios ao longo da Venezuela até a região do Chaco na Argentina 

(LLEWELLYN et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010). 

A diminuição da motilidade intestinal nos camundongos NOD2
(-/-)

 pode estar 

relacionada à inflamação gerada pela infecção com o T. cruzi e influenciada por fatores 

intrínsecos ao hospedeiro. Dados da literatura relataram que a denervação mioentérica na 

infecção experimental com a cepa Y do T. cruzi ocorre na fase aguda e é causada pela 

produção de óxido nítrico induzida por IFN-γ, resultante da ativação da iNOS nos focos 

inflamatórios ao longo da parede intestinal (ARANTES et al., 2004). As lesões no cólon 



64 

 

induzidas pelo T. cruzi durante a infecção experimental na fase aguda incluem parasitismo, 

degeneração e necrose de fibras musculares e, resultam em fibrose intramuscular e aumento 

da parede do cólon (CAMPOS et al., 2017), estas alterações também são descritas em 

pacientes chagásicos com megacólon (PINHEIRO et al., 2003). A dilatação e a hipertrofia do 

cólon em pacientes chagásicos são iniciadas quando a diminuição do número de células 

ganglionares excede o limiar crítico de 55% (KÖBERLE 1963, 1966). A diminuição do 

número de células neuronais no plexo mioentérico também é observada durante a infecção 

experimental em camundongos, com redução significativa na densidade da inervação 

intramuscular (densidade axonal dentro do músculo liso) (CAMPOS et al., 2017). 

Nossos resultados indicam que a ausência ou baixa expressão de RNAm de NOD2 

pode estar correlacionada ao desenvolvimento da forma digestiva da doença de Chagas. 

Pacientes desenvolveriam a forma digestiva da doença quando infectados por cepa de T. cruzi 

com tropismo pelo trato gastrointestinal, esta cepa provoca inflamação promovendo a quebra 

da homeostase do sistema digestivo. Bactérias presentes na microbiota atravessam o muco e a 

barreira de IgA, entrando em contato com a camada epitelial do trato digestivo, induzindo ou 

potencializando a inflamação gerada pelo parasito em pacientes com deficiência de NOD2. A 

inflamação é responsável pela denervação do trato intestinal, incoordenação e perda gradual 

do peristaltismo, com o curso do processo patológico começará a acumular material no trato 

intestinal que iniciará a compressão das vísceras gerando também patologias isquêmicas que 

irão amplificar o processo de formação do megaesôfago e megacólon. Desta forma, a 

molécula NOD2 protege contra o desenvolvimento da forma digestiva da doença de Chagas. 
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6 CONCLUSÕES  

 

 Os pacientes com as formas digestiva e cardiodigestiva da doença de Chagas 

apresentaram expressão deficiente de RNAm de NOD2 (Nucleotide-Binding 

Oligomerization Domain 2) e está inversamente correlacionada ao grau de dilatação 

do esôfago, colón sigmoide e reto; 

 Os pacientes com a forma clínica digestiva da doença apresentaram elevada expressão 

de RNAm da substância antimicrobicida α-defensina 6; 

 Os camundongos NOD2
-/- 

experimentalmente infectados pelo T. cruzi apresentaram 

aumento de lesões intestinais (inflamação e hipertrofia muscular) com diminuição da 

motilidade do trato gastrointestinal, indicando que a molécula NOD2 pode estar 

correlacionada ao desenvolvimento de alterações no sistema digestivo em animais 

infectados; 

 A cepa do T. cruzi é fator importante no desenvolvimento de lesões do trato 

gastrointestinal. 
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