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RESUMO 

A doença de Chagas (DC) é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi e acomete cerca de 6 

a 7 milhões de pessoas, principalmente na América Latina e ainda é considerada uma doença 

negligenciada.  O T. cruzi possui três formas parasitárias, a amastigota, a epimastigota e as 

tripomastigotas (sanguínea-TCC e metacíclica-TMI), sendo essas últimas as responsáveis por 

infectar o ser humano.  Este parasito possui grande variedade genética e são agrupados em 

Discrete Typing Units DTUs (TcI-TcVI) de acordo com similaridades genéticas. Esta infecção 

possui fase aguda e fase crônica, sendo esta com a presença das manifestações clínicas graves, 

como os megas (gástrico e/ou cardíaco). A resposta imune induzida frente ao parasito é 

essencial para definir essas manifestações, bem como controlar sua proliferação. Entretanto, 

esta resposta imune pode sofrer influência de vários fatores como: a cepa do parasito, forma 

infectante e fatores pré-dispostos pelo hospedeiro vertebrado. Desta forma, este estudo teve por 

objetivo avaliar a infecção em macrófagos peritoneais isolados de camundongos Balb/c e 

C57BL/6 com formas TCC e TMI obtidas das cepas AQ-4 e Hel de T. cruzi. Para isto, foram 

isolados macrófagos peritoneais de Balb/c e C57BL/6 e infetados in vitro com TCC e TMI das 

cepas AQ-4 e Hel. Após 4 horas e 24 horas de infecção, as produções de IL-10, IL-6, TNF-α 

foram avaliadas por ensaios de ELISA e NO determinado pela reação de Griess. Foi realizada 

também a determinação da DTU pertencente de cada cepa pela PCR-RFLP (Polymerase Chain 

Reaction-Restriction Fragments Length Polimorphims), tendo como alvo a TcSC5D. Os 

macrófagos isolados de camundongos pertencentes a linhagem Balb/c foram maiores indutores 

de IL-6, TNF- α e IL-10 quando comparado com os C57BL/6, em contrapartida, os macrófagos 

provenientes de C57 apresentaram maiores níveis de NO. A cepa AQ-4 apresentou maiores 

níveis de produção de TNF- α e de IL-10 e, a cepa Hel para IL-6 e NO. As formas TCC 

mostraram maior produção de citocinas pró-inflamatórias do que as metacíclicas.  Este estudo 

nos permitiu compreender sobre o início da resposta imune frente a diferentes cepas de T. cruzi 

isoladas no Brasil. 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, macrófagos peritoneais, resposta imune 
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ABSTRACT 

Chagas disease (CD) is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and affects about 6 to 7 

million people, mainly in Latin America and is still considered a neglected disease. T. cruzi has 

three parasitic forms, amastigote, epimastigote and trypomastigotes (blood – TCC and 

metacyclic – TMI), the latter being responsible for infecting humans. This parasite has a wide 

genetic variety and are grouped into Discrete Typing Units DTUs (TcI-TcVI) according to 

genetic similarities. This infection has an acute phase and a chronic phase, with the presence of 

severe clinical manifestations, such as the megas (gastric and / or cardiac). The induced immune 

response to the parasite is essential for defining these manifestations, as well as controlling their 

proliferation. However, this immune response may be influenced by several factors such as 

parasite strain, infective form and factors predisposed by the vertebrate host. Thus, this study 

aimed to evaluate the infection in peritoneal macrophages isolated from Balb/c and C57BL/6 

mice with TCC and TMI forms obtained from T. cruzi strains AQ-4 and Hel. For this, Balb / c 

and C57BL/6 peritoneal macrophages were isolated and infected in vitro with TCC and TMI 

from strains AQ-4 and Hel. After 4 hours and 24 hours of infection, IL-10, IL-6, TNF-α 

productions were evaluated by ELISA and NO determined by Griess reaction. The 

determination of the DTU belonging to each strain was also performed by PCR-RFLP 

(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragments Length Polimorphims), targeting TcSC5D. 

Macrophages isolated from mice belonging to the Balb/c strain were higher inducers of IL-6, 

TNF-α and IL-10 when compared to C57BL/6, in contrast, macrophages from C57 showed 

higher NO levels. The AQ-4 strain presented higher levels of TNF-α and IL-10 production and 

the Hel strain for IL-6 and NO. CBT forms showed higher production of proinflammatory 

cytokines than metacyclic ones. This study allowed us to understand the onset of immune 

response to different strains of T. cruzi isolated in Brazil. 

Keywords: Trypanosoma cruzi, peritoneal macrophages, immune response   
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1.1 Doença de Chagas 

 

A doença de Chagas (DC) é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi e acomete 

cerca de 6 a 7 milhões de pessoas, principalmente na América Latina onde é endêmica em 21 

países e ainda é considerada uma doença negligenciada (WHO, 2017). Esta doença foi descrita 

pela primeira vez pelo pesquisador Carlos Chagas durante uma expedição em Lassance-MG, 

onde descobriu os sinais e sintomas, identificou o agente causador, modo de transmissão, o seu 

vetor e seus hospedeiros (Chagas, 1909). 

Os mecanismos da transmissão do T. cruzi podem ser classificados em primário e 

secundário. Os mecanismos primários são o vetorial, transfusão de sangue, transmissão oral e 

congênita. Já os secundários tendem a ser menos frequentes que os primários, e estes podem 

ser os acidentes de laboratório, manuseio de animais infectados, ingestão de carne não cozida 

de animais infectados, transplantes de órgãos e transmissão sexual (Coura, 2015). 

A evolução clínica é caracterizada por duas fases: fase aguda e fase crônica. Durante a 

fase aguda, é possível a visualização das formas circulantes do parasito no sangue, e, na maioria 

das vezes, esta fase é assintomática, o que dificulta um diagnóstico precoce da doença. Quando 

sintomática pode apresentar sintomas como febre, chagoma de inoculação, edema palpebral (ou 

Sinal de Romaña), miocardite, hepato-esplenomegalia e miocardite aguda. A fase crônica tem 

como característica baixa parasitemia e a maioria dos pacientes serem assintomáticos por 

durante anos. As manifestações clínicas que aparecem durante essa fase da doença possuem 

formas variadas, decorrente à grande variedade genética do parasito e os fatores que o paciente 

predispõe. As manifestações clínicas mais encontradas são as formações das megasíndromes 

no trato digestivo e no tecido cardíaco (Wegner e Rohwedder, 1972; Pinto et al., 2008; Pérez-

Molina e Molina, 2017). 

 

1.2 Trypanosoma cruzi 

 

1.2.1 Ciclo biológico, características morfológicas e formas evolutivas 
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O agente etiológico da DC é o T. cruzi, um protozoário flagelado, pertencente a ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae. Este parasito possui como hospedeiro invertebrado 

o triatomíneo (Reduvidae), também conhecido popularmente como “barbeiro” e como 

hospedeiro vertebrado os mamíferos, incluindo o ser humano. Durante o ciclo biológico o 

parasito apresenta diversas forma morfológicas: amastigotas, epimastigotas, tripomastigotas 

metacíclicas infectantes, tripomastigotas sanguíneas (FIG. 1). As amastigotas são formas 

arredondadas, possuem uma bolsa flagelar, núcleo centralizado e cinetoplasto próximo ao 

núcleo. Essas formas são encontradas no hospedeiro vertebrado, são intracelulares e 

responsáveis pela multiplicação do parasito por divisão binária (Contreras et al., 2002; Navarro 

et al., 2003; Rossi et al., 2003). 

 

Figura 01 – Características morfológicas do Trypanosoma cruzi 

 
Fonte: Adaptado de (Rossi et al., 2003) 

N: Núcleo; Kt: cinetoplasto 

 

As formas epimastigotas são encontradas no intestino do triatomíneo, são extracelulares 

e, assim como a amastigotas, realizam multiplicação por divisão binária. As epimastigotas têm 

formato alongado, núcleo centralizado, cinetoplasto anterior ao núcleo, além de uma membrana 

ondulante que percorre metade de seu comprimento e um flagelo exteriorizado. Estas formas 

epimastigotas não possuem a capacidade de infectar o hospedeiro vertebrado, pois não 

expressam proteínas que ajudam os parasitos a invadirem as células-alvos e a evadirem a 
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resposta imune (Contreras et al., 2002; Navarro et al., 2003; Rossi et al., 2003; Kessler et al., 

2017). 

As formas tripomastigotas podem ser divididas em formas metacíclicas e sanguíneas. 

As primeiras estão presentes na ampola retal do triatomíneo e são eliminadas nas fezes destes 

insetos. As metacíclicas são as principais formas responsáveis pela infecção nos hospedeiros 

vertebrados. As tripomastigotas sanguíneas são encontradas no sistema circulatório do 

hospedeiro vertebrado e também podem infectar hospedeiro vertebrado. Ambas as formas são 

alongadas e mais delgadas que as epimastigotas, apresentam o núcleo centralizado e cinetopasto 

em posição posterior ao núcleo. A membrana ondulante percorre por toda a extensão do corpo 

e possuem um flagelo exteriorizado. As tripomastigotas não se dividem como as amastigotas e 

as epimastigotas, mas possuem a capacidade de evadirem do sistema imune, bem como do dano 

pelo estresse oxidativo e de aderirem e invadirem células hospedeiras devido a expressão das 

glicoproteínas (gp) de membranas, como as gp160, gp58, calreticulina e a proteína denominada 

de fator de aceleração do enxerto de tripomastigota (T-DAF) (Contreras et al., 2002; Navarro 

et al., 2003; Kessler et al., 2017). 

O ciclo biológico (FIG.2) se inicia quando um triatomíneo realiza repasto sanguíneo 

em um mamífero infectado com o T. cruzi, ingerindo as formas tripomastigotas sanguíneas. Ao 

alcançar o intestino posterior médio, as tripomastigotas sofrem o processo de epimastigogênese 

e se diferenciam em formas epimastigotas (Dias, 1934; Kessler et al., 2017). Estas formas 

epimastigotas começam a multiplicar por divisão binária e, ao alcançarem o intestino posterior 

aderem as membranas perimicrovilares do triatomíneo. Este processo de adesão inicia a 

metaciclogênese, em que se diferenciam para as formas tripomastigotas metacíclicas infectantes 

e migram até a porção da ampola retal onde são eliminadas juntamente com as fezes e a urina. 

As tripomastigotas metacíclicas infectantes ao entrarem no organismo do hospedeiro 

vertebrado necessitam evadirem do sistema imune para instalarem a infecção neste hospedeiro. 

Esta evasão ocorre devido a expressão de proteínas como a gp160, calreticulina, gp58 e a T-

DAF na membrana das tripomastigotas. Essas formas interagem e invadem as células do 

hospedeiro, sendo os macrófagos um dos principais alvos para o T. cruzi no início da infecção. 

Ao invadirem essas células, iniciam outro processo de diferenciação, a amastigogêneses, 

diferenciando para as formas amastigotas, que iniciam a proliferação por diversas divisões 

binárias. Após sucessíveis divisões, as amastigotas iniciam a tripomastigogêneses, processo em 

que se diferenciam em tripomastigotas sanguíneas, e devido ao movimento constante dos 

flagelos rompem a membrana celular sendo liberadas na corrente sanguínea, podendo infectar 
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novas células ou infectar outro triatomíneo quando o mesmo ingerir esse sangue (Longo et al., 

2015; Costales e Rowland, 2007; De Souza, 2002; Pérez-Molina e Molina, 2017). 

Figura 02 – Ciclo biológico do Trypanosoma cruzi 

 
Fonte: Adaptado de (Pérez-Molina & Molina, 2017) 

 

1.2.2 Diversidade genética do Trypanosoma cruzi 
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O T. cruzi possui grande variedade genética e fenotípica, fazendo dele uma espécie 

heterogênea. Marcadores genéticos e moleculares ajudam a determinar essa diversidade do T. 

cruzi e agrupá-los em seis grupos de acordo com suas Discrete Typing Units (DTU) TcI, TcII, 

TcIII, TcIV, TcV e TcVI (Tibayrenc, 1998; Brisse, et al., 2000; Zingales et al., 2009). Um outro 

fator interessante envolvido com essa diversidade genética é a sua influência no tropismo 

tecidual do T. cruzi, o que resulta em manifestações clínicas diferentes para cada DTU (Andrade 

et al., 1999). As populações pertencentes a esses grupos possuem outras similaridades, como a 

distribuição geográfica e o ciclo de transmissão do parasito (FIG. 3).  

 

Figura 03 – Distribuição geográfica das Discrete Typing Units (DTU) do Trypanosoma cruzi 

 
Fonte: Adaptado de (Zingales et al., 2009) 

 

A DTU TcI possui uma grande distribuição geográfica, sendo encontrada em toda a 

América Latina e sul dos Estados Unidos. É encontrada tanto no ciclo silvestre quanto no 

doméstico. Os parasitos pertencentes a este grupo têm uma predominância no parasitismo 

tecidual pelo miocárdio, o que resulta nas cardiopatias como manifestações clínicas (Brenière 

et al., 2016).  

O grupo TcII está relacionado com a transmissão no ciclo doméstico no cone sul da 

América do Sul e desenvolve tanto as cardiopatias como as megasíndromes. Quanto às 



26 
 

__Dissertação de Mestrado______________________Guilherme Augusto Roza___ 

populações de T. cruzi do grupo TcIII estão presentes nos ciclos silvestres e raramente ocorre 

algum relato de infecção no ser humano por parasitos deste grupo. O grupo TcIV é encontrado 

na América do Norte e na região norte da América do Sul e os parasitos deste grupo estão 

relacionados ao ciclo silvestre. Os grupos TcV e TcVI estão presentes na região do cone sul da 

América do Sul e relacionados com o ciclo doméstico, resultando na ocorrência das 

megasíndromes e as cardiopatias como manifestações clínicas (Zingales et al., 2009; Zingales 

et al., 2012; Brenière et al., 2016). 

No Brasil a distribuição das DTUs é variada, sendo possível detectar membros de todos 

os grupos, entretanto, o destaque é para o grupo TcI e TcII (FIG. 04) (Brenière et al., 2016). O 

grupo TcI é o mais frequentemente detectado na América do Sul, cerca de 58, 2%, e no Brasil 

está relacionado com os casos de doença Chagas aguda na região da Amazônia e casos de 

infecção por via oral nesta região (Zingales, 2017; Brenière et al., 2016; Messenger et al., 2015; 

Monteiro et al., 2012; Marcili et al., 2009;). Dados publicados entre 2005 e 2014 indicam que 

os casos de DC nas formas indeterminadas ou na cardíacas no norte do Brasil, mostra maior 

prevalência de parasitos do grupo TcI nestes pacientes (Messenger et al., 2015). 

O grupo TcII é predominantemente isolado em amostras de pacientes no Brasil, cerca 

de 66% dos casos na região central e sudeste (Brenière et al., 2016). Estudos mostram queeste 

grupo está relacionado com a forma crônica da doença em diversos países da América do Sul, 

inclusive no Brasil, onde é encontrado em pacientes crônicos na região sudeste do Brasil com 

as formas indeterminadas, cardíacas ou digestivas. (Cura et al., 2012; del Puerto et al., 2010; 

Carranza et al., 2009; Zingales, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 04 – Distribuição das DTUs de Trypanosoma cruzi nos países da América do Sul 
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Fonte: adaptado de: (Brenière et al., 2016) 

 

O padrão evolutivo do T. cruzi é predominantemente por propagação clonal, ou seja, a 

linhagem progênie é geneticamente semelhante à linhagem parental, e por eventos de 

recombinação genética, resultam em linhagens híbridas que após estabilizadas voltam sua 

evolução por propagação clonal (Zingales et al., 2012).  Para explicar essa evolução foi 

proposto dois modelos, o modelo de duas hibridizações e o de três ancestrais com dois eventos 

de hibridização (FIG. 5). No primeiro modelo acredita-se em uma troca genética entre os grupos 

TcI e TcII com perda de heterogenicidade, dando origem aos grupos TcIII e TcIV. A origem 

dos grupos TcV e TcVI veio de um segundo evento de hibridização entre os grupos TcII e TcIII. 

No segundo modelo há três ancestrais, TcI, TcII e TcIII, os grupos TcV e TcVI surgiram após 

eventos de troca genética entre os grupos TcII e TcIII (Westenberger et al., 2005; Freitas et al., 

2006; Zingales et al., 2012). 
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Figura 05 – Modelos da evolução de “duas hibridizações” e de “três ancestrais” do 

Trypanosoma cruzi 

 
Fonte: Adaptado de (Zingales et al., 2012) 

 

 

1.3 Interação parasito-hospedeiro vertebrado 

 

As tripomastigotas metacíclicas ao entrarem no organismo do hospedeiro vertebrado 

iniciam vários mecanismos para invadirem as células alvo, evadirem do sistema imune e para 

evitar danos causados pelo estresse oxidativo. Os mecanismos que facilitam a interação do T. 

cruzi com as células hospedeiras iniciam durante a picada do triatomíneo, em que  a presença 

da lisofosfatidilcolina (LPC) na saliva destes insetos tem a função anti-hemostática, impedindo 

a agregação plaquetária e aumentando a vaso dilação, além de função quimiotaxia atraindo 

macrófagos para o local da picada, desta forma, facilitando a interação do parasito com estas 

células (Mesquita et al., 2008; Guarneri e Lorenzo, 2017). Os mecanismos de invasão celular 

são intrínsecos e dinâmicos, envolvendo múltiplos fatores, tanto do parasito, quanto do 

hospedeiro. O T. cruzi pode infectar células fagocíticas e não-fagocítica por mecanismos de 

invasão ativa ou passiva (Walker et al., 2014). 

Os processos de invasão em células não-fagocíticas são dependentes da ligação de 

glicoproteínas (gp) de membranas expressas nos parasitos e seus receptores presentes nas 

membranas das células hospedeiras. Componentes das famílias trans-sialidases, as gp82, 90, 85 

e 30, sãos as principais proteínas envolvidas no início da invasão celular (Egima et al., 1998; 
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Weston et al., 1999). A gp82 e a gp30 ao se ligarem em seus receptores presentes nas células 

hospedeiras desencadeiam a liberação de Ca2+ tanto no parasito quanto na célula hospedeira. 

Alguns parasitos também expressam a gp35/50, uma proteína relacionada com a interação a 

mucina e também resultam na liberação de Ca2+ da célula hospedeira. Esta glicoproteína é 

fundamental para os casos de infecção por T. cruzi por via oral (Yoshida, 2006).  

Esse influxo de cálcio é essencial para o recrutamento e fusão dos lisossomos com a 

membrana celular no local da interação do parasito (Walker et al., 2014). A exocitose dos 

lisossomos ocorre por sua fusão com a membrana superficial que provoca a liberação de 

esfingomielinase, que gera ceramida através da clivagem da esfingomielina (Fernandez et al., 

2011). A formação de ceramida no folheto externo da membrana induz endocitose da membrana 

ferida e as tripomastigotas aproveitam desse evento para se internalizar nestes endossomos com 

base em lisossomos e assim invadem as células não-fagocíticas através de um método de 

invasão dependente de lisossomo (Walker et al., 2014). 

As tripomastigotas também podem invadire células fagocíticas por meio da ativação das 

proteínas da tirosina quinase seguido pelo recrutamento de filamentos de cinase e de actina PI-

3 (de Souza et al., 2010). Os parasitos ao invadirem os macrófagos são alojados em vacúolos 

parasitóforos, e logo evadem, pois a fusão dos lisossomos com os vacúolos anula esse processo 

de saída, impedindo que o parasito se desenvolva (Andrade e Andrews, 2004). 

 

1.4 Resposta imune contra o Trypanosoma cruzi 

 

A fase crônica e a fase aguda da doença de Chagas possuem perfis de resposta imune 

distintas contra o parasito. No primeiro momento da infecção há um desencadeamento da 

resposta imune inata com aumento das citocinas Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α), 

Interferon-gama (IFN-γ), interleucina (IL)-12 e de óxido nítrico (NO). Com a evolução da 

infecção o repertório imunológico torna-se específico com participação de linfócitos T e B, 

produção de anticorpos como a imunoglobulina G (IgG), produção de citocinas como IL-12 e 

IFN-γ, e ativação de macrófagos (Tarleton, 2007; Camargo et al., 2014). 

Os componentes da resposta imune inata como macrófagos, células Natural Killer (NK) 

e as células dendríticas, possuem funções cruciais na resposta contra o T. cruzi, principalmente 

na detecção e reconhecimento dos padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs) por 
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meio dos receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), dentre eles os receptores do tipo 

Toll (TLR) (Tarleton, 2007). As âncoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) presentes na 

membrana de superfície do parasito são uns dos principais PAMPs e são potentes ativadores 

dos TLR2 e TLR6 (Campos et al., 2001). Estudos demonstram que fragmentos do DNA 

genômico do T. cruzi estimulam macrófagos e células dendríticas a produzirem citocinas pró-

inflamatórias através do reconhecimento por TLR9, ativando o fator de transcrição nuclear 

kappa B (NF-κb) via MyD88 o que resulta na produção de TNF-γ e interleucina (IL) 2 

(Rodrigues et al., 2012). 

As células NK tem características protetoras sobre a infecção, pois elas são as principais 

produtoras de IFN-γ, que além de provocarem a lise dos alvos reconhecidos pelos PRRs e 

atuarem como células apresentadoras de antígenos para as células que compõem a resposta 

imune adaptativa (Sathler-Avelar et al., 2009). Os macrófagos durante a infecção por T. cruzi 

aumentam a produção de IL-12 que estimula as células NK a produzirem mais IFN-γ e  IL-12 

produzida pelos macrófagos também faz retroalimentação nestas células acarretando em 

aumento da produção da própria IL-12, de TNF-α e de NO, que contribuem para a eliminação 

do parasito (Camargo et al., 1997). Além disso, os macrófagos também ativam as células T e B 

ao apresentarem antígenos via Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe 

I (Tarleton, 2007). 

A fase crônica da DC, requer a participação das células T CD4+ e T CD8+ controlando 

o parasito, sem eliminá-lo (Tarleton et al., 1994; Cuellar et al., 2009). Cerca de 30% dos 

pacientes são sintomáticos na fase crônica, e mecanismos como a resposta imune disfuncional 

e o genótipo do parasito estão relacionados no desenvolvimento destes sintomas (Ripoll et al., 

2017). A ativação das células T CD8+ é primordial para o controle da infecção causada pelo T. 

cruzi, visto que essas células secretam perforinas e granzimas que induzem atividades 

citotóxicas nas células hospedeiras. Além disto, estas células estimulam a produção de IFN-γ 

que desencadeia a produção de IL-12, TNF-α nos macrófagos, resultando na eliminação do 

parasito (Camargo et al., 1997) (FIG. 6).  
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Figura 06 – Resposta imune inata e adquirida durante a infecção por Trypanosoma cruzi 

 
Durante a invasão do T. cruzi, a imunidade inata desempenha um papel primordial na resistência do hospedeiro à 

infecção pois atua como a primeira barreira onde as células pertencentes a esse sistema (macrófagos, NK e células 

dendríticas) produzem citocinas (IL-12, TNF-α e IFN-γ) e moléculas efetoras (reativos intermediários de 

nitrogênio e oxigênio) que controlam a multiplicação do parasito. Ao mesmo tempo, células da resposta imune 

inato, particularmente, as células dendríticas, fazem uma ligação entre a imunidade inata e adquirida, produzindo 

citocinas (IL-12) necessárias para a diferenciação e expansão clonal de células T auxiliar 1 (T helper 1 – Th1) 

CD4+, assim como células T CD8+ e B. O IFN-γ produzido por células Th1 CD4+ ou células T CD8+, ativam os 

macrófagos, que destroem as formas amastigotas e as tripomastigotas fagocitadas, enquanto que a atividade 

citotóxica realizada pelas células T CD8+ destroem células com as formas amastigotas internalizadas (Junqueira 

et al., 2010). 

 

Estudos afirmam que anticorpos anti-T.cruzi são os responsáveis pela sobrevida de 

camundongos susceptíveis durante a fase aguda da infecção, além de manter os níveis de 

parasitemia baixo na fase crônica. A ativação policlonal de células B na fase aguda e na fase 

crônica é vista em camundongos infectados. Este evento provoca uma hipergamaglobulinemia 

poliisotípica caracterizadas por produção aumentada de IgG2a e IgG2b específicos anti-T. cruzi 

(Spinella et al., 1992; El Bouhdidi et al., 1994). 

Durante a infecção causada pelo T. cruzi há respostas que mediam a produção de 

citocinas anti-inflamatórias para contra balancear as citocinas pró-inflamatórias, afim de 

prevenir lesões nos tecidos infectados. As principais citocinas anti-inflamatórias são as IL-10 e 

a TGF-β (Fator de Transformação do Crescimento Beta) (Li e Flavell, 2008). A resposta do tipo 

Th2 está envolvida nesse mecanismo de produção de citocinas anti-inflamatórias, ao passo que 
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a resposta do tipo Th1 tem efeito protetor, produzindo uma resposta anti-T. cruzi (Tarleton, 

2000). 

 

1.4.1 Papel dos macrófagos durante a infecção por Trypanosoma cruzi 

 

Os macrófagos são células primordiais do sistema imunológico, participando da 

imunidade inata e condicionando a adaptativa. São células hematopoiéticas fagocíticas 

proveniente da medula óssea, por meio da linhagem mieloide/fagocítica mononuclear, sendo 

que os monócitos são seus precursores que circulam temporariamente na corrente sanguínea e 

que migram para os tecidos onde se diferenciam (Appelberg, 2005) (FIG. 07). 

 

Figura 07 – Células da linhagem mielocítica percussoras dos macrófagos 

 
Fonte: adaptado de (King e Goodell, 2011) 

 

Os macrófagos são fundamentais para possibilitar um funcionamento normal do 

hospedeiro através do controle dos processos que inibem ou estimulam as ações inflamatórias, 

do desenvolvimento de tecidos e da sua cicatrização. Entretanto, os macrófagos podem ter 

também um impacto no agravamento de certas patologias, por exemplo, na doença de Chagas 

(de la Torre et al., 2008; Gutierrez et al., 2009; Epelman et al., 2014). 

Os macrófagos são ativados por duas vias, a clássica e a alternativa. Estas duas vias dão 

origem a macrófagos M1 e M2, respectivamente, que possuem diferentes designações e 

finalidades, devendo se encontrar num estado de equilíbrio para um conveniente funcionamento 

do sistema imunológico (FIG 08) (Mosser e Edwards, 2008; Geissmann et al., 2010). Os 
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macrófagos M1 desempenham um papel fundamental na proteção a patógenos intracelulares e 

a células cancerígenas em virtude da sua grande atividade citotóxica. A ativação clássica é 

mediada por estímulos do IFN-γ, TNF-α, receptores TLR e lipopolissacáridos, resultando na 

produção de IL-1, IL-12, IL-23, TNF-α, bem como o NO (Geissmann et al., 2010). Os 

macrófagos M2 se originam da ativação da via alternativa mediada pela IL-4, IL-10 e IL-13 e 

desencadeia a secreção de IL-10, por exemplo. Este macrófago promove a limpeza de possíveis 

detritos e está relacionado a eliminação de patógenos extracelulares. (Pixley e Stanley, 2004; 

Nathan, 2014). 

 

Figura 08 – Ativação dos macrófagos e origem das populações M1 e M2

 
 
Fonte: adaptado de: (Miron et al., 2013) 

 

Os macrófagos são uns dos alvos principais do T. cruzi, além de serem elementos 

essenciais para a compor a resposta imune contra o parasito. Uma vez que esta célula internaliza 

o parasito ocorre um aumento na produção de TNF-α e IL-12 secretadas pelos macrófagos. Esta 

IL-12 produzida estimula as células Natural Killer (NK) a aumentarem a secreção de IFN-γ, 

que tem função de ativar os macrófagos e estes produzem moléculas efetoras, por exemplo o 

NO, que eliminam o parasito. Esta citocina IFN-γ também atua nas células T, fazendo que estas 

se diferenciem para um perfil Th1. O TNF-α secretado por esses macrófagos na presença do 

parasito também atua no estímulo das células NK assim como a IL-12. Os macrófagos possuem 

a capacidade de se ativerem com essas citocinas em uma retroalimentação, e desta forma 

conseguirem eliminar o T. cruzi (Tarleton, 2000; Junqueira et al., 2010). 
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Ambas citocinas pró-inflamatórias produzidas por macrófagos (IFN-γ e TNF-α) 

infectados induzem uma grande produção de NO em macrófagos por meio da atividade 

enzimática do óxido nítrico sintase induzível (iNOS), que oxida a l-arginina e transfere os 

elétrons do NADPH (fosfato de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida) (Cardoso et al., 2016). 

O NO ao reagir com o oxigênio (O2) produz o peroxinitrito (ONOO-), um oxidante 

potente e uma molécula de atividade citotóxica altamente eficiente contra o T. cruzi (Radi, 

2013; Alvarez et al., 2011; Cardoso et al., 2016). O peroxinitrito lesiona as células por meio da 

peroxidação lipídica, resultando na perda da integridade da membrana e a função da proteína 

da membrana, bem como a função mitocondrial, o que resulta em morte celular (Radi, 2013; 

Cardoso et al., 2016). Além disso, os radicais livres intermediários produzidos a partir de 

ONOO-, por exemplo dióxido de nitrogênio (NO2), hidroxilo (OH) e carbonato CO3, 

conseguem colaborar com a oxidação e nitração de proteínas, lipídios e DNA, levando a 

mutações e erros de transcrição (Piacenza et al., 2013; Radi, 2013). O estresse oxidativo 

causado pelo NO também é prejudicial para o hospedeiro, por ser capaz de causar danos aos 

tecidos (Gutierrez et al., 2009). 

 

1.4.2 Mecanismos de evasão do sistema imune 

 

O T. cruzi possui uma série de mecanismos para evadir da resposta imune do hospedeiro 

vertebrado, o que resulta na persistência do parasito e desenvolvimento de infecção crônica 

(Zhang e Tarleton, 1999; Paiva et al., 2012; Galizzi et al., 2013). Esses mecanismos de evasão 

dependem de fatores como a variabilidade de antígenos de superfícies do parasito, produção de 

moléculas que possuem a capacidade imunodulação e a resistência a ação do sistema 

complemento que permite a permanência do parasito (DosReis, 2011). 

As tripomastigotas metacíclicas e as sanguíneas expressam proteínas capazes de inibir 

o sistema complemento, como a gp160, também conhecida como Proteína de Trypanosoma 

cruzi com atividade Reguladora do Complemento (Tc-CRP), gp58/68, calreticulina e a proteína 

denominada de fator de aceleração do enxerto de tripomastigota (T-DAF) (Tambourgi et al., 

1993; Ramirez et al., 2010; Norris et al., 1991). As Tc-CRPs são glicoproteínas ancoradas na 

superfície das tripomastigotas e são capazes de inibir a formação do C3 convertase, assim como 

as T-DAF (Norris et al., 1991; Tambourgi et al., 1993). As calreticulinas e as gp58/68 (gp58) 
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reprimem as fases iniciais da via clássica e da lectina ou alternativa, respectivamente. Já a 

proteína trispanante de inibidor do receptor C2 (CRIT) é capaz de inibir a via de ativação da 

lectina e impossibilitar a ação do complemento (Idos et al., 2009) (FIG. 09). 

 

Figura 09 – Mecanismos de evasão do sistema complemento do Trypanosoma cruzi 

 
Para reprimir a lise, o T. cruzi depende de moléculas, como calreticulina e gp58, que bloqueiam as fases iniciais 

das vias clássica/lectina ou alternativa, respectivamente, e CRIT, T-DAF, CRP que perturbam ou bloqueiam a 

montagem C3 convertase. Ag, antígeno; Carb, carboidrato; Calre, calreticulina (Cardoso et al., 2016). 

 

O T. cruzi dispõe de um sistema antioxidante que tem a capacidade de invalidar os 

efeitos do NO e íons superóxidos nos fagossomos de macrófagos. Esse mecanismo é composto 

por enzimas detoxificadoras que produzem e utilizam compostos redutores a fim de inativar os 

reativos do oxigênio, resultando na sobrevivência do parasito que não é destruído e pode 

alcançar o citoplasma da célula hospedeira e assim iniciar seu processo de multiplicação 

(Nagajyothi et al., 2012). 
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2 Justificativa 

 

As manifestações clínicas da doença de Chagas são decorrentes do perfil da resposta 

imune do hospedeiro vertebrado montada frente ao T. cruzi. Sabe-se que os mecanismos da 

resposta imune são intrínsecos e dinâmicos e envolvem múltiplos fatores, tanto do parasito 

como a diversidade genética, expressão de proteínas, quanto do hospedeiro, como o perfil de 

resposta imune, fatores genéticos e condições clínicas.  

O parasito possui grande diversidade genética que pode estar diretamente relacionada 

com diferentes manifestações clínicas da doença, devido que a expressão de proteínas de 

membrana parece estar diretamente relacionada a essa diversidade. Estas proteínas são 

essências na interação com o hospedeiro, pois estão relacionadas com a interação com as células 

alvos, bem como evadir da resposta imune ou até mesmo influenciar na montagem desta 

resposta ao serem apresentadas como antígenos. 

Além disso, as formas evolutivas do parasito, as tripomastigotas metacíclicas e 

tripomastigotas procíclicas (de cultura ou sanguíneas), são infectivas para o ser humano e 

possuem expressão de proteínas diferentes, ou seja, podem acarretar em respostas imunes 

distintas. Portanto, avaliar essa resposta frente a essas formas evolutivas do parasito se faz 

necessário para melhor compreender essa interação e avaliar possíveis divergências que podem 

estar relacionadas em possíveis futuras manifestações clínicas no hospedeiro. 

Durante o curso da infecção por T. cruzi a resposta imune que o hospedeiro monta 

corrobora na evolução dessa infecção, visto que o controle da proliferação do parasito pode ou 

não ser controlada, da mesma forma que a produção exacerbada de citocinas pró-inflamatórias 

pode acarretar em dano para o hospedeiro. Os macrófagos são componentes fundamentais essa 

resposta, pois são os primeiros a controlarem a proliferação do parasito na fase aguda, bem 

como iniciar a produção de NO e de citocinas como a IL-12, TNF-α, que em excessos podem 

causar danos ao hospedeiro. 

A diversidade da população de macrófagos produzidos pelo hospedeiro também possui 

papel fundamental no curso da infecção, pois podem induzir uma resposta mais protetora ou 

não. Macrófagos da população M1 estão relacionados a uma resposta mais protetora para o 

hospedeiro, pois estes induzem a produção de NO e de citocinas, como IL-12, INF-γ e TNF-α 

que conseguem eliminar o parasito. Já os macrófagos M2 estão relacionados a uma 
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imunossupressão, induzindo a produção de IL-10, por exemplo, que tem ação de regulação 

negativa nas respostas inflamatórias, realizando uma homeostase desta resposta, o que pode 

acarretar em uma falha do controle do parasito e acarretar em uma suscetibilidade à infecção. 

Desta forma, o background genético apresentado pelo hospedeiro em desenvolver mais 

macrófagos M1 ou M2 também influência no percurso da infecção pelo T. cruzi. 

Portanto, este trabalho se justifica na importância de avaliar a influência do background 

genético dos macrófagos isolados de linhagens distintas de camundongos durante o curso da 

infecção por T. cruzi em diferentes cepas e DTUs, bem como em formas infectivas (metacíclicas 

e procíclicas). Desta forma, este trabalho visa em compreender o perfil de citocinas produzidas 

por esses macrófagos e a produção de moléculas efetoras, como o NO.  
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3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o perfil de infecção por cepas de T. cruzi em macrófagos peritoneais isolados 

de camundongos Balb/c e C57BL/6 com formas tripomastigotas de cultura e metacíclicas. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

1. Realizar a genotipagem segundo as DTU’s dos isolados de T. cruzi; 

2. Avaliar a produção de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c e 

C57BL/6 após infecção com formas tripomastigotas de T. cruzi; 

3. Correlacionar as diferentes formas de obtenção das tripomastigotas de T. cruzi com os 

níveis de óxido nítrico produzidos pelos macrófagos peritoneais; 

4. Quantificar os níveis das citocinas IL-10, IL-6 e TNF-α produzidas por macrófagos 

peritoneais das diferentes linhagens de camundongos com formas tripomastigotas de T. 

cruzi; 

5. Correlacionar as diferentes formas de obtenção das tripomastigotas de T. cruzi com os 

níveis das citocinas IL-10, IL-6 e TNF-α produzidas pelos macrófagos peritoneais; 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              4. Materiais e métodos   
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4.1. Aspectos éticos e apoio financeiro  

 

O projeto referente a esta dissertação foi submetido à apreciação e aprovação pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFTM, sob protocolo de n° 

23085.003914/2017-91 (anexo A). Para a realização das atividades previstas foram utilizados 

recursos materiais e financeiros provenientes da UFTM e da Coordenação de Aperfeiçoamento 

de Pessoal de Nível Superior (CAPES). 

 

4.2. Seleção das cepas de Trypanosoma cruzi 

 

Foram utilizadas duas cepas de T. cruzi: AQ-4 e Hel, obtidas do banco de cepas da 

Disciplina de Parasitologia da UFTM. A cepa AQ-4 foi isolada do vetor silvestre, Triatoma 

sordida, em Águas Quente – Bahia, enquanto a cepa Hel foi isolada de um paciente. Esses 

parasitos foram mantidos em diferentes formas de cultivo para obter as formas tripomastigotas 

que posteriormente foram utilizadas para infectar in vitro os macrófagos peritoneais, conforme 

descrito a seguir. 

 

4.2.1. Obtenção das formas tripomastigotas de cultura celular 

 

Para a obtenção das formas tripomastigotas de cultura celular (TCC), foram utilizadas 

células epiteliais de rim de macaco Rhesus (MK2) cultivadas em meio DMEM/F-12 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), 0,12% de carbonato de sódio (NaHCO3) e 10µL/mL de 

Gentamicina. Essas culturas foram mantidas em incubadoras à 37ºC e 5% de dióxido de carbono 

(CO2). 

Após a proliferação das células MK2, estas foram incubadas juntamente com 

tripomastigotas metacíclicas de ambas as cepas de T. cruzi. As formas TCC foram recuperadas 

no sobrenadante das culturas após 10 dias da infecção. Este sobrenadante foi centrifugado à 500 

x g por 5 minutos em temperatura ambiente, afim de obter um sobrenadante livre das formas 
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amastigotas do parasito. O sobrenadante foi novamente centrifugado à 2000 ×g por 10 minutos 

à 4ºC, posteriormente os parasitos foram ressuspendidos em 2mL de soro fisiológico 0,9% e 

feito a contagem das formas TCC em câmera de Neubauer e aplicada a seguinte equação 

numérica para obter o total de parasitos: 

 

Total de parasitos= número de parasitos contado em 25 campos x 104 x volume do 

meio 

 

Um total de 5x105 TCC foram utilizadas para infectar os macrófagos peritoneais 

conforme descrito no item 5.4.1. 

 

4.2.2. Obtenção das formas tripomastigotas metacíclicas infectantes 

 

Para obter as formas tripomastigotas metacíclicas infectantes (TMI), foram mantidas 

culturas das formas epimastigotas em meio de cultura LIT (Liver InfusionTryptose) 

(CAMARGO, 1964) suplementado com SFB 10% e mantidas em uma temperatura constante 

de 27ºC. Em intervalos de três dias foi feito o acompanhamento do desenvolvimento e 

crescimento das formas epimastigotas através de confecção de lâminas contendo 5µL do meio 

e feito análise em microscópio óptico na objetiva de 400×. Conforme a necessidade, foi 

acrescentado meio LIT aos tubos de cultura até atingirem o volume final de 30mL. Após 

atingirem o volume final, aguardou até o momento em que os parasitos alcançaram a fase 

estacionária de seu crescimento e foram submetidos à metacicligêneses in vitro através do meio 

de cultura TAU (Artificial Triatomine Urine) (Contreras V. T., et al., 1985). 

Os meios de culturas foram centrifugados a 2.000 ×g, por 10 minutos a 4ºC, de modo a 

obter um pellet de epimastigotas, o qual foi ressuspendido em meio TAU e incubado por duas 

horas a 28ºC. Após esse perído de incubação, foi realizado nova centrifugação a 2.000 × g, por 

10 minutos a 4ºC, e o pellet de parasitos obtidos foi ressuspendido em 10 mL meio TAU 

suplementado com L-prolina, ácido glutâmico, ácido aspártico e glicose (Contreras V. T., et al., 

1985), e mantido em garrafas de cultura de 25cm3 à temperatura constante de 28ºC sem nenhum 

tipo de agitação por 4 dias. No quarto dia, foi coletado o sobrenadante do meio de cultura para 
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recolher as formas TMI. Esse sobrenadante foi centrifugado a 2.000 × g, por 10 minutos a 4ºC, 

de modo a obter um pellet de parasitos o qual foi ressuspendido em 2mL de soro fisiológico 

0,9% e feito  purificação por coluna de dietilaminoetil celulose (DEAE-C)  para a obtenção de 

formas metacíclicas. A contagem das formas TMIs foi realizada em câmera de Neubauer e 

5×105 TMIs foram utilizadas para infectar os macrófagos peritoneais conforme descrito no item 

5.4.1. 

 

 

4.3. Caracterização genética das cepas de Trypanosoma cruzi 

 

4.3.1.  Extração de DNA 

 

A extração do DNA (ácido desoxirribonucleico) genômico foi feita utilizando um kit 

comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit da Promega seguindo o protocolo do 

fabricante. A extração foi feita de 1×107 epimastigotas de ambas as cepas obtidas do meio de 

cultivo em meio LIT. Após a extração, a quantificação do DNA extraído foi realizada no 

Nanodrop®. 

 

4.3.2.  Análises de ácidos nucleotídeos 

 

Para identificar o T. cruzi e confirmar que a cultura não tinha contaminação pelo 

protozoário flagelado Trypanosoma rangeli, foi utilizada o protocolo de reação em cadeia da 

polimerase duplex (PCR duplex) descrita por Chiurillo e colaboradores em 2003. Esta PCR 

duplex tem como alvo as regiões subteloméricas do T. cruzi e do Trypanosoma rangeli. Para o 

T. cruzi o alvo da PCR foi uma junção telomérica utilizando os iniciadores Tc189Fw (5’-

CCAACGCTCCGGGAAAAC-3’) e o Tc189Rv (5’-GCGTCTTCTCAGTATGGACTT-3’) 

que amplificam um fragmento de 100bp. Para detectar o T. rangeli o alvo foi uma região 

subtelomérica utilizando os iniciadores TrF3 (5’-CCCCATACAAAACACCCTT-3’) TrR8 (5’-

TGGAATGACGGTGCGGCGAC-3’) que amplifica um fragmento de 170bp. 
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As reações de amplificação foram feitas em um volume final de 30 µL contendo 0,24 

mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl2, 30 mM de KCl, 0,4 µM dos iniciadores, 1 unidade de Taq 

DNA polimerase (Invitrogen) e 50ng de DNA genômico. O programa de amplificação foi de 

desnaturação inicial de 94ºC por 4 minutos, 35 ciclos de desnaturação à 94ºC por 40 segundos, 

anelamento à 55ºC por 40 segundos, extensão a 72ºC por 40 segundos, a extensão final de 72ºC 

por 10 minutos. Foi utilizado uma amostra de DNA da cepa Cas4 de T. rangeli como controle 

positivo para este parasito. As amplificações foram confirmadas em gel de agarose 1,5% corado 

com brometo de etídio. 

 

 

4.3.3. Caracterização das DTUs 

 

Para determinar as DTUs das cepas de T. cruzi foi utilizada a PCR- Restriction 

Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) que teve como alvo o gene TcSC5D (Sterol C-

5 Desaturase de T. cruzi) (Cosentino e Agüero, 2012). Foram utilizados os iniciadores 

TcSC5D-fwd (5′-GGACGTGGCGTTTGATTTAT-3′) e TcSC5D-rev (5′-

TCCCATCTTCTTCGTTGACT-3′) que amplificam um fragmento de 832bp que contém o 

polimorfismo associado com o sítio de restrição da endonuclease HpaI e/ou SphI. Nesse 

fragmento os sítios de restrição da HpaI são encontrados em homogozidade no grupo TcI 

(resulta em fragmentos de 177 e 655bp) e no grupo TcII (231 e 601bp), já os sítios de restrição 

da SphI são encontrados em homogozidade no grupo TcIII (337 e 495bp). O grupo TcIV não 

possui os sítios de restrição da HpaI ou SphI no fragmento de 832bp. Os grupos TcV e TcVI 

possuem os sítios de restrição de ambas endonucleases em heterogozidade no fragmento de 

832bp (gerando fragmentos de 231, 337, 495 e 601bp em ambos os grupos). 

Os protocolos foram seguidos de acordo como foi descrito por Cosentino e Agüero, 

2012. As reações foram feitas em um volume final de 25 µL contendo 10 pmol de cada 

iniciador, tampão de PCR (Invitrogen), MgCl2 1,6 mM, DNA genômico de 50-100 ng, dNTPs 

200 mM e 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen). As condições de PCR foram as seguintes: 

94 ° C durante 5 min; 35 ciclos de 94 ° C por 30 s; 55 ° C por 30 s; 72 ° C por 30 s; e extensão 

final a 72 ° C durante 5 min para amplificação de TcSC5D. Os produtos amplificados foram 

observados em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etídio.  
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Foram retiradas alíquotas de 20 μL dos produtos amplificados que foram digeridas com 

1U da enzima HpaI (NEB R105) a 55 ° C durante 1 h e com 1U da enzima SphI (NEB R0182) 

a 37 ° C durante 1 h. Foi utilizado uma amostra da cepa CL Brener, previamente caracterizada 

como TcVI, como controle positivo da ação das enzimas HpaI e SphI. Os fragmentos resultantes 

da digestão foram observados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio. 

 

4.4. Obtenção dos macrófagos peritoneais de camundongos 

 

Foram utilizados cinco camundongos da linhagem C57BL/6 e cinco Balb/c machos, 

com idade de 6 a 8 semanas com peso entre 20-25g, para isolar os macrófagos peritoneais. Foi 

feito estimulação de proliferação de macrófagos peritoneais com a aplicação de 1mL de 

tioglicolato a 3% por via intraperitoneal em cada animal. Após 3 dias, esses animais foram 

anestesiados com tiopental sódico, eutanasiados por deslocamento cervical e feito lavado com 

soro fisiológico 0,9% gelado da região peritoneal, afim de obter os macrófagos. Esse lavado foi 

centrifugado à 2000 x g por 10 minutos à 4ºC, e o pellet obtido foi ressuspendido em meio 

DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) 

suplementado com 10% de SFB, 0,12% de NaHCO3 e 10µL/mL de Gentamicina. Foi realizado 

a quantificação das células obtidas em câmara de Neubauer e 1x105 macrófagos foram 

cultivados em cada poço de uma placa de cultivo de 24 poços em um volume final de 1000µL 

e incubado a 37ºC 5% de CO2 por 3 horas para as células aderirem no fundo da placa. 

 

4.4.1.  Infecção dos macrófagos peritoneais 

 

Após os macrófagos serem transferidos para as placas e aguardado o período para se 

aderirem, foi inoculado em cada poço de cultura 5x105 de cada forma de tripomastigotas de 

cada cepa, conforme esquema representado na figura 10. Portanto, tivemos as TCC e TMI das 

cepas AQ-4 e Hel inoculados em macrófagos de camundongos C57BL/6 e de Balb/c. Esse 

experimento foi feito em três réplicas técnicas. 
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Figura 10 – Mapa das placas de 24 poços com os cultivos de macrófagos infectados com as 

formas tripomastigotas de T. cruzi das cepas AQ-4 e Hel. 

 
A. Placa de cultivo de macrófagos intraperitoneais isolados dos camundongos C57BL/6 infectados com as formas 

tripomastigotas de T. cruzi da cepa Hel. B. Placa de cultivo de macrófagos intraperitoneais isolados dos 

camundongos Balb/c infectados com as formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Hel. C. Placa de cultivo de 

macrófagos intraperitoneais isolados dos camundongos C57BL/6 infectados com as formas tripomastigotas de T. 

cruzi da cepa AQ-4. D. Placa de cultivo de macrófagos intraperitoneais isolados dos camundongos Balb/c 

infectados com as formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa AQ-4. TCC: Tripomastigotas de cultura celular, 

TMI: Tripomastigotas metacíclicas infectantes, mø: macrófagos. 

 

 

4.5. Quantificação do óxido nítrico (NO) 

 

Após 4 e 24 horas da infecção dos macrófagos com as formas tripomastigotas das cepas 

AQ-4 e Hel, foi feita a determinação de NO utilizando a reação de Griess (Huygen, 1970), na 

qual é feita a quantificação de nitrito no sobrenadante de cultura de macrófagos como parâmetro 

indireto da produção de NO. Para tanto, foram acrescentados 50µL do sobrenadante de cultura 

dos macrófagos descrito no item 5.4.1 em cada poço e, em seguida adicionados 50µl da solução 

de revelação na diluição 1:1 das soluções de 1% sulfanilamida em 5% H3PO4 e solução 0,1% 
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NEED. A quantificação de NO foi feita através da leitura da absorbância em espectrofotômetro 

no comprimento de onda de 554nm. Os resultados foram calculados a partir de uma curva-

padrão (NaNO2) e expressos em µM entre os limites de detecção de 7,81 pg/µL a 1000pg/µL. 

 

4.6. Quantificação das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-α 

 

Para quantificar a produção da IL-6, IL-10 e TNF-α foi feito pelo ELISA (Enzyme 

Likend ImmunonoSorbent Assay) utilizando os kits comerciais, seguindo os protocolos de 

ensaios conforme determinado pelo fabricante (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 

Resumidamente, foram adicionados 100µL/poço do anticorpo de captura diluídos em tampão 

fostato (para ensaio da IL-10 e TNF-α) e tampão carbonato de sódio (para ensaio da IL-6). As 

placas foram incubadas overnight a 4ºC. 

Após esse período de incubação, as placas foram lavadas com tampão de lavagem (PBS 

1x com 0,05% de Tween). Foram acrescentados 200µL/poço de PBS/SFB 1% para bloquear os 

sítios de ligação desocupados e incubado por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram 

novamente lavadas e adicionados 100µL das amostras do sobrenadante de todas as condições 

de culturas descritas no item 5.4.1 e citocinas recombinantes em diluições de concentrações 

conhecidas foram plaqueadas. Essas placas foram incubadas por 2 horas em temperatura 

ambiente e logo após foram lavadas. Adicionou-se 100µL/poço de anticorpo de detecção 

juntamente com streptavidina e incubado por 1 hora em temperatura ambiente. Após a lavagem 

foram adicionados 100µL/ poço de tetrametilbenzadina e incubado por 30 minutos em local 

escuro e em temperatura ambiente. Após esse período de incubação foram adicionados 

50µL/poço de solução de parada (H2SO4 2N).  
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5.1. Caracterização genética das cepas de T. cruzi 

 

Foram utilizadas neste estudo duas cepas de T. cruzi e para confirmar que a cultura 

axênica era pura foi feita a PCR-duplex para a amplificação das regiões subteloméricas do T. 

cruzi, gerando fragmento de 100bp, e T. rangeli, com fragmento de 170bp. A figura 11 mostra 

o gel com a amplificação do DNA extraído das culturas axênicas em meio LIT de ambas as 

cepas, mostrando que não havia contaminação por T. rangeli, o que resultou em uma cultura 

pura de T. cruzi. 

 

Figura 11 – Produtos da amplificação das regiões subteloméricas do T. cruzi e T. rangeli a partir 

do DNA genômico extraído das culturas axênicas em meio LIT das cepas AQ-4 e Hel de T. 

cruzi revelados em gel de agarose 1,5%. 

 
MM: Marcador de peso molecular de 100bp; Hel: Amostra da cultura axênica em meio LIT da cepa Hel de T. 

cruzi; AQ-4: amostra da cultura axênica em meio LIT da cepa AQ-4 de T. cruzi; Cas4: amostra da cepa Cas4 de 

T. rangeli. CN: Controle negativo. 

 

 

A determinação do grupo da DTU também foi realizada pela amplificação do gene da 

TcSC5D (fragmento de 832bp) (FIG. 12.A) e em seguida digestão pelas enzimas HpaI e SphI 

do DNA genômico extraído das culturas axênicas em meio LIT das cepas AQ-4 e Hel. A 

amostra da cultura da cepa Hel resultou em dois fragmentos de 231 e 601bp, o que caracteriza 

esta cepa como pertencente ao grupo TcII. Já o DNA genômico extraído da cultura da cepa AQ-

4 após a digestão gerou dois fragmentos de tamanhos 177 e 655bp, determinando esta cepa 
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como TcI. Uma amostra de DNA genômico da cepa CL Brener de T. cruzi previamente 

caracterizada como do grupo TcVI, foi utilizada como controle positivo da ação da HpaI e SphI, 

pois neste grupo devido a heterogozidade no fragmento de 832bp que após digestão gera 

fragmentos de 231, 337, 495 e 601bp, conforme figura 12.B. 

 

Figura 12 – Produtos da amplificação do gene TcSC5D e da digestão pelas enzimas SpaI e SphI 

do DNA genômico extraído das culturas axênicas em meio LIT das cepas Hel e AQ-4 para 

determinação de DTU. 

 
A. Amplificação do gene TcSC5D do DNA genômico extraído das culturas axênicas em meio LIT das cepas Hel 

e AQ-4 de T. cruzi. MM: marcador de peso molecular de 100bp; Hel: amostra da cultura da cepa Hel; AQ-4: 

amostra da cultura da cepa AQ-4; CL: amostra da cepa CL Brener. B. Resultado da digestão das enzimas SpaI e 

SphI dos produtos da amplificação do gene TcSC5D. MM: marcador de peso molecular de 100bp; Hel: amostra 

da cultura da cepa Hel; AQ-4: amostra da cultura da cepa AQ-4; CL: amostra da cepa CL Brener (TcVI) como 

controle positivo da ação das enzimas. 

 

 

5.2. Quantificação da produção de NO 

 

Após a infecção das culturas de macrófagos peritoneais com tripomastigotas de T. 

cruzi das cepas Hel e AQ-4, foram feitas as quantificações das produções de NO em todas as 

condições de cultivo com 4 horas e 24 horas de infecção (FIG.13). Não foram observados níveis 

detectáveis de NO em nenhuma condição de cultivo (macrófagos isolados de Balb/c ou 

C57BL/6) após 4 horas de incubação com ambas as cepas de T. cruzi. Ao analisar os níveis de 

produção de NO em relação ao background genético dos macrófagos após 24 horas, observa-
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se que os isolados dos camundongos C57BL/6 produziram cerca de 297% a mais que a condição 

basal, enquanto que nos macrófagos de Balb/c foram de 235% a mais. 

Em relação as cepas do parasito, nota-se a cepa Hel foi mais indutora, cerca de 323% 

a mais que a AQ-4 em ambos isolados de macrófagos. Quando comparadas as formas evolutivas 

TCC e TMI da cepa AQ-4, observa-se que não houve diferença nos níveis de produção nos 

macrófagos de C57bl/6, ambas induziram cerca 132% a mais que o estado basal. Já para os 

macrófagos de Balb/c as formas TCC foram mais indutoras (118% a mais que o basal) que as 

TMI, que tiveram níveis com 42% inferiores ao estado basal.  No entanto, as formas TMI da 

cepa Hel tiveram níveis detectáveis mais elevados (429% a mais que o basal) que as formas 

TCC (300%) quando comparadas nos os macrófagos isolados de Balb/c, e níveis iguais nas 

infecções com macrófagos dos camundongos C57BL/6.  

 

Figura 13 – Quantificação da produção de Óxido Nítrico nas culturas de macrófagos peritoneais 

isolados dos camundongos C57BL/6 e Balb/c infectados com tripomastigotas de Trypanosoma 

cruzi. 

 
TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metacíclicas infectantes. A linha tracejada indica 

os níveis de produção de NO na condição das culturas de macrófagos sem a presença do parasito. 
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5.3. Quantificação da produção de IL-6 

 

Os sobrenadantes das culturas de macrófagos isolados dos camundongos C57BL/6 e 

Balb/c infectados com as formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Hel e AQ-4, foram 

utilizados para quantificar a produção da IL-6, conforme figuras 14 e 15. Os macrófagos com 

background genético da linhagem de camundongos Balb/c induziram uma produção de IL-6 

superior ao basal (em média de 112%), tanto com 4 e 24 horas de infecção, quando comparado 

com os macrófagos dos camundongos C57BL/6 (em média de 72% a mais). 

Em relação as cepas de T. cruzi, na Hel observou uma produção maior da IL-6 quando 

comparada ao basal (138% a mais no Balb/c e 136% no C57BL/6), do que na cepa AQ-4 (87% 

no Balb/c e 123% a mais no C57BL/6). 

As formas TCC das duas cepas mostraram uma produção maior da citocina em 4 e 24 

horas, em relação ao basal (em média de 194% a mais), quando comparadas com as formas 

TMI (20%), independentemente do background genético dos macrófagos e das cepas de T. 

cruzi.  
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 Figura 14 – Quantificação da produção da citocina IL-6 nas culturas de macrófagos peritoneais 

isolados dos camundongos Balb/c infectados com tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. 

 
TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metacíclicas infectantes. A linha tracejada indica 

os níveis de produção de IL-6 na condição das culturas de macrófagos sem a presença do parasito. 
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 Figura 15 – Quantificação da produção da citocina IL-6 nas culturas de macrófagos peritoneais 

isolados dos camundongos C57BL/6 infectados com tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. 

 
TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metacíclicas infectantes. A linha tracejada indica 

os níveis de produção de IL-6 na condição das culturas de macrófagos sem a presença do parasito. 

 

5.4. Quantificação da produção de TNF-α  

 

Assim como foi para a IL-6, também foram dosados os níveis de TNF-α nas culturas de 

macrófagos infectados com T. cruzi da cepa Hel e AQ-4 (FIG.16). Os resultados demonstraram 

que houve níveis detectáveis apenas nos macrófagos isolados dos camundongos Balb/c. Ao 

correlacionar as cepas do parasito, observou que a cepa Hel não teve níveis detectáveis em 

nenhum isolado de macrófagos. Já a cepa AQ-4 apresentou níveis detectáveis nos macrófagos 

Balb/c com aumento considerável ao comparar os tempos de infecção de 4 e 24 horas, em média 

de 18% e 254%, respectivamente, a mais que os níveis basais. 

Em relação as formas evolutivas que possuem a capacidade de infectar hospedeiro 

vertebrado, nas formas TCC observou níveis mais elevados do TNF-α (cerca de 393% a mais) 
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quando comparadas com as formas TMI, que tiveram níveis inferiores ao encontrado nas 

condições basais (aproximadamente 21% a menos). Curiosamente, outro ponto que destaca é o 

aumento considerável desta citocina com o passar do tempo de infecção, onde foi visto que com 

4 horas as formas TCC de AQ-4 induziram uma produção média de 1138,9pg/mL e com 24 

horas passou para o valor médio de 1962,32pg/mL 

 

Figura 16 – Quantificação da produção da citocina TNF-α nas culturas de macrófagos 

peritoneais isolados dos camundongos C57BL/6 e Balb/c infectados com tripomastigotas de 

Trypanosoma cruzi.  

 
TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metacíclicas infectantes. A linha tracejada indica 

os níveis de produção de TNF-α na condição das culturas de macrófagos sem a presença do parasito. 

 

 

5.5. Quantificação da produção de IL-10 

 

Os níveis da produção de IL-10 foram dosados a partir dos sobrenadantes das culturas 

de macrófagos isolados dos camundongos C57BL/6 e Balb/c infectados com as formas 

tripomastigotas de T. cruzi da cepa Hel e AQ-4 (FIG. 17). Ao analisar os resultados obtidos, 

notou que não houve diferença entre os backgrounds genéticos dos macrófagos após 24 horas 

de infecção. Entretanto, com 4 horas de infecção nos macrófagos de Balb/c foram observados 

níveis inferiores as condições basais (263% a menos), enquanto que nos macrófagos de 

C57BL/6 não foi detectado. 

Em relação as cepas de T. cruzi, na infecção pela cepa Hel não foi detectável níveis de 

produção da IL-10, já na cepa AQ-4 em ambos isolados de macrófagos foram detectáveis níveis 
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de IL-10, principalmente com 24 horas de infecção onde foi encontrado produção de 

30,67pg/mL, enquanto que as condições basais não foram teve níveis detectáveis. 

Quando comparadas as formas evolutivas do parasito, somente nas infecções com as 

TCC foram detectados níveis de produção de IL-10 em ambas as cepas e nos dois backgrounds 

genéticos dos macrófagos. A produção foi mais significativa com 24 horas de infecção ao 

comparar esses níveis com a condição basal de cultivo. 

 

 

Figura 17 – Quantificação da produção da citocina IL-10 nas culturas de macrófagos peritoneais 

isolados dos camundongos C57BL/6 e Balb/c infectados com tripomastigotas de Trypanosoma 

cruzi. 

 
TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metacíclicas infectantes. A linha tracejada indica 

os níveis de produção de IL-10 na condição das culturas de macrófagos sem a presença do parasito. 
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5. Discussão 

Na doença de Chagas as manifestações clínicas são decorrentes do perfil da resposta 

imune do montada frente ao T. cruzi. Os mecanismos da resposta imune são dinâmicos e 

envolvem múltiplos fatores, como a diversidade genética do parasito, a expressão de proteínas 

relacionadas a evasão à esta resposta imune, condições clínicas predispostas pelo hospedeiro e 

perfil de resposta montada. Neste trabalho demonstramos a influência do background genético 

de macrófagos isolados de linhagens distintas de camundongos, que possuem perfis de 

respostas diferentes, durante o curso da infecção por T. cruzi em diferentes cepas e DTUs e 

formas infectivas (metacíclicas e procíclicas). Observamos que os macrófagos de origem do 

Balb/c foram mais produtores de IL-6, IL-10 e TNF-α, os isolados do C57BL/6 produziram 

mais NO e não foi detectado a produção de IL-10 e TNF-α. De forma geral, as TCC são mais 

indutoras de citocinas e de NO do que as TMI e, a cepa AQ-4 resulta em níveis mais elevados 

de IL-10 e TNF-α, enquanto que a cepa Hel foi de NO e IL-6, em ambos os macrófagos. 

Os estudos que utilizam culturas de T. cruzi devem garantir que não há a presença de 

outro parasito, principalmente T. rangeli, pois morfologicamente esses dois parasitos são 

idênticos, e por terem em comum os hospedeiros vertebrados e como vetor o triatomíneo, existe 

a possibilidade de uma infecção mista, alterando os resultados encontrados. Apesar disto, 

ambos interagem de formas diferentes em seus hospedeiros (Guarneri e Lorenzo, 2017). É 

sabido que o T. rangeli é patogênico para o triatomíneo, mas, não para o hospedeiro vertebrado 

(Garneri e Lorenzo, 2017; Vieira et al., 2015; Consentino-Gomes et al., 2014). Muito se tem 

estudado para compreender essa diferença entre esses dois parasitos. A confirmação feita neste 

estudo fidedigna os resultados encontrados, permitindo uma avaliação de uma infecção de 

apenas por T. cruzi, pois em estudos que avaliaram uma infecção mista notou que o perfil de 

resposta imune é diferente (Marini et al., 2011; Basso et al., 2014). 

O T. cruzi é classificado em seis grupos, chamados de DTUs (TcI-TcVI). Além da 

similaridade genética,  as populações pertencentes a esses grupos possuem outras semelhanças, 

como a distribuição geográfica e o ciclo de transmissão que estão envolvidas. É observado que 

esses grupos também são similares nas manifestações clínicas nos seres humanos. (Zingales et 

al., 2009; 2012). Desta forma, a caracterização feita neste estudo colaborou com essas 

caraterísticas de cada grupo, principalmente em relação a resposta imune, que está diretamente 

interligada as manifestações clínicas, além da distribuição geográfica. Neste estudo foi 

empregado a técnica de caracterização pela PCR-RFLP que teve como alvo o gene TcSC5D e 
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em seguida digestão pelas enzimas SphI e HpaI, confirmando ser um método aplicável para 

este tipo de diferenciação. 

A cepa Hel, que foi isolada de um paciente no estado de Minas Gerais, teve confirmação 

em sua caraterização como pertencente ao TcII, e estes dados corroboram com a distribuição 

geográfica proposta por Zingales e cols em 2009, em que as populações de TcII estariam mais 

presentes na região da América do Sul, principalmente na região central do Brasil, englobando 

o estado de onde essa cepa foi isolada. Já a cepa AQ-4 de T. cruzi após a confirmação pela 

PCR-RFLP, foi confirmada como pertencente ao grupo TcI, e por ser uma cepa isolada de um 

triatomíneo no estado da Bahia, também corrobora com a proposta de distribuição geográfica 

apresentado por Zingales e cols. em 2009, onde a TcI estaria presente em toda a América 

Central, Sul dos Estados Unidos e na América do Sul, sendo que nas regiões norte e nordeste 

do Brasil o ciclo mais comum é o silvestre. 

As citocinas desempenham um papel fundamental na mediação da interação entre 

macrófagos, linfócitos T e outras células do sistema imunológico, com o objetivo de 

desenvolver uma resposta imune para controlar a progressão da doença ou manter um equilíbrio 

dessa resposta. E os macrófagos são elementos fundamentais nesta resposta, pois, estes podem 

ser ativados por duas vias, a clássica e a alternativa, dando origem a duas populações distintas, 

M1 e M2, respectivamente. Essas populações de macrófagos desenvolvem perfis de respostas 

diferente, a M1 gera resposta do tipo Th1 e, M2 resposta Th2. A resposta do tipo Th2 na 

infecção pelo T. cruzi está envolvida no mecanismo de produção de citocinas anti-inflamatórias, 

IL-10 e TGF-β, principalmente. Já a resposta do tipo Th1 tem efeito protetor, produzindo uma 

resposta anti-T. cruzi (TNF-α, IL-12, IFN-γ) (Tarleton, 2000). Neste trabalho avaliamos duas 

populações de macrófagos distintas, que mostradas pela literatura possuem perfis de resposta 

Th1 (macrófagos de camundongo C57BL/6) e Th2 (Balb/c) frente a infecção por T. cruzi. 

Observamos que o background genético do hospedeiro corrobora para a manutenção da 

resposta imune no curso da infecção, em que os macrófagos de Balb/c foram mais produtores 

de IL-10, IL-6 e TNF-α. Enquanto que os de C57BL/6 tiveram maiores níveis de NO e IL-6, 

apesar de ter sido inferior ao do Balb/c, e não foi detectado IL-10 e TNF- α.  

Os resultados das infecções dos macrófagos isolados dos camundongos mostraram que 

a linhagem do C57BL/6 produziu, em média, mais NO do que a Balb/c em relação as condições 

basais. Este resultado corrobora em mostrar que a linhagem de camundongo C57BL/6 possui 

resposta mais do perfil pro-inflamatório. Estudos em que também utilizaram essa linhagem 

como modelo experimental corroboram com os nossos resultados, mostrando que esses animais 
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foram altos indutores de NO (Roggero et al., 2002; Pérez et al., 2005). A cepa AQ-4, que 

pertence ao grupo TcI, mostrou ser baixa indutora de NO, independentemente do background 

genético dos macrófagos. Um estudo realizado por Koo e colaboradores (2016) em que 

utilizaram cepas pertencentes a TcI, também evidenciaram esses níveis iniciais baixos de NO. 

Esses estudos corroboram com os nossos resultados sugerindo que possivelmente cepas 

pertencentes a TcI tendem a induzir pouco NO, o que acarreta em um aspecto positivo para o 

parasito, pois não é eliminado pela ação dessa molécula e, pode estar utilizando deste nível 

baixo como um sinal para proliferar, como foi mostrado por Goes e colaboradores em 2016. 

Estes níveis baixos também são benéficos para o hospedeiro, visto que a produção excessiva 

resulta em um estresse oxidativo que causa potenciais danos nos tecidos (Gutierrez et al., 2009). 

Estudos futuros devem ser feitos com mais representantes deste grupo para determinar esse 

perfil de resposta. Já a cepa Hel, que pertencente ao grupo TcII, nossos resultados demonstram 

que esta cepa induziu a produção de maior que a AQ-4 em ambos os perfis de macrófagos. 

Esses resultados sugerem que esta cepa induz uma produção de NO, mesmo que em níveis 

baixos ao se comparar com outros estudos que utilizaram populações também do grupo TcII 

(Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995). 

O NO é fundamental para controle do parasito, visto que, este é o principal mecanismo 

de combate a forma intracelular (Camargo et al., 1997). Os níveis baixos de NO, comparado 

com os outros estudos (Koo et al., 2016; Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995), pode sugerir 

uma predisposição desses macrófagos a serem susceptíveis a infeção por ambas as cepas de T. 

cruzi, entretanto, há a necessidade de avaliar mais citocinas envolvidas na ativação de 

macrófagos. Estudos mostram que para uma produção elevada de NO teria a necessidade da 

ativação de mais macrófagos por ação da IFN-γ e desta forma produzir uma resposta anti-T. 

cruzi (Koo et al., 2016; Silva et al., 1995; Metz et al., 1993). Os níveis baixos de NO também 

podem sugerir que o parasito induziu uma quantidade suficiente para sobreviver, pois, Goes e 

colaboradores em 2016 mostraram que ao reduzir significativamente os níveis de NO, o parasito 

teve sua taxa de multiplicação e proliferação afetada, além de demostrarem que o parasito 

utiliza de níveis mínimos dessas moléculas como sinal de replicação e a produção exacerbada 

seria prejudicial ao parasito. Esses dados corroboram com nossos dados sugerindo que esses 

níveis baixos de NO seriam o suficiente como sinal de replicação, sem provocar a morte do 

parasito.  

Ao avaliarmos os níveis de produções de IL-6, notamos que os macrófagos isolados dos 

camundongos Balb/c tiveram níveis mais altos que os macrófagos de C57BL/6, em relação as 
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condições basais. Este resultado foi contraditório aos resultados encontrados na literatura, pois, 

foi visto que nesse background genético a produção de IL-6 é baixa, visto ser uma citocina pró-

inflamatória. Entretanto, esses valores atos de IL-6 podem estar relacionados aos valores baixos 

de NO nesses mesmos macrófagos. Pois, pode-se sugerir que a IL-6 esteja mediando de forma 

negativa a produção de NO, ou seja, de modo a um mecanismo anti-inflamatório. Sanmarco e 

cols. (2017) corroboram com essa hipótese ao demonstrar que camundongos deficientes a 

produção de IL-6 infectados com T. cruzi apresentam um alto nível de NO sérico e demonstrou 

que a IL-6 atua inibindo indiretamente o NO. Sanmarco e colaboradores (2017) demonstraram 

que a IL-6 induziu a expressão in vivo e in vitro da enzima metabólica de ATP CD39 em 

macrófagos, sugerindo que ela poderia promover uma mudança de um ambiente pró-

inflamatório impulsionado por ATP para um meio anti-inflamatório induzido pela adenosina. 

A adenosina afeta a função dos macrófagos através de vários mecanismos diversos, 

principalmente em macrófagos a adotar o fenótipo M2. Desta forma, camundongos knockout 

para IL-6 apresentaram altos níveis de NO séricos (Sanmarco et al., 2017).  

Em relação ao TNF-α não foram detectados níveis de produção nos macrófagos isolados 

dos camundongos C57BL/6. Este resultado pode sugerir que esta citocina foi utilizada em uma 

retroalimentação pelos macrófagos, afim de ativá-los, pois, observou um aumento na produção 

de NO nesses macrófagos, o que indica uma ativação destas células e estímulo para produzirem 

NO, uma vez que não havia a presença de outros estimuladores, como o IFN-γ. (Camargo et 

al., 1997;) Entretanto, nos macrófagos isolados do Balb/c houve produção de TNF-α, mas pode-

se sugerir que esta molécula não teve efeito na indução a uma produção significativa de NO, 

pois os níveis de produção dessas moléculas nos macrófagos de Balb foi relativamente baixos. 

A presença da IL-10 produzida por esses macrófagos também pode estar relacionada a 

esses níveis baixos de NO e a não detecção de níveis de TNF-α, pois, sabe-se que esta 

interleucina tem ação anti-inflamatória reduzindo os níveis das citocinas pró-inflamatórias. Os 

níveis elevados dessas citocinas também estão relacionadas a ação de outras citocinas 

produzidas por outras células que compõem a resposta imune inata, como o  IFN-γ, que é 

produzido pelas células NK e ativam os macrófagos, e assim aumentando a produção de NO e 

TNF- α (Tarleton, 2000; Junqueira et al., 2010) Alguns trabalhos mostraram esta interação entre 

o IFN-γ, NO e o TNF- α, em que na presença dessa citocina os níveis das citocinas pró-

inflamatórias aumentaram consideravelmente (Silva et al.,1995; ). 

Os resultados encontrados da produção da IL-6 associados com a produção de TNF-α, 

podem sugerir que cepas do grupo TcI, possivelmente, induzem a uma resposta imune pró-
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inflamatória. Todavia, estudos para determinar o padrão de resposta de cada grupo de DTU 

devem ser desenvolvidos, visto que, essas DTUs também são distintas em relação a 

manifestações clínicas e a resposta imune este diretamente relacionada com essas manifestações 

(Ripoll et al., 2017). 

 Em ambos backgrounds genéticos dos macrófagos foi detectado a produção de IL-10 

em níveis semelhantes entre eles, entretanto, essa produção foi vista somente na infecção pela 

cepa AQ-4, pode sugerir ser uma cepa indutora de citocinas anti-inflamatórias.  A citocina IL-

10, que é uma mediadora anti-inflamatória. Estudos mostram que a presença da IL-10 pode 

estar relacionada a uma maior suscetibilidade a infecção, pois a IL-10 modula as respostas pró-

inflamatórias, e consequentemente, há aumento na proliferação do parasito e dos danos 

teciduais (Reed, 1994; Rovsepian et al., 2013). 

As tripomastigotas metacíclicas ou as tripomastigotas sanguíneas são basicamente 

semelhantes em relação parasito-hospedeiro, o que difere umas das outras são os perfis de 

glicoproteínas expressas em suas membranas. Neste estudo notamos que as formas TCC, que 

são equivalentes as tripomastigotas sanguíneas, são mais indutoras de citocinas pró-

inflamatórias no início da infecção do que as TMI. Um estudo realizado por Vieira e cols. 2012, 

em que o perfil de resposta imune foi avaliado em infecções feitas com as duas formas, 

corrobora com os nossos resultados. As formas sanguíneas resultaram em uma indução elevada 

de citocinas pró-inflamatórias no início da infecção, principalmente TNF-α. Já as metacíclicas 

tiveram uma expressão inicial de IL-10, que controlou a resposta inflamatória, e com o 

progresso da infecção aumento as citocinas pró-inflamatórias (Vieira et al., 2012). 

As figuras 18 e 19 retratam todas as condições das produções de NO e das citocinas nos 

macrófago isolados de Balb,c e C57BL/6 encontradas neste trabalho, evidenciando as 

diferenças com os níveis encontrados no estado basal dos macrófagos. 

 

 

Figura 18 - Esquema da produção das citocinas IL-6, IL-10, TNF-α e de óxido nítrico em 

macrófagos peritoneais de Balb/c e após infecção pelas cepas AQ-4 e Hel de Trypanosoma 

cruzi. 
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TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metacíclicas infectantes; MØ: macrófago; ND: 

níveis não detectados; Seta verde: produção maior que os níveis basais; seta vermelha: produção menor que os 

níveis basais. 

Figura 19 - Esquema da produção das citocinas IL-6, IL-10, TNF-α e de óxido nítrico em 

macrófagos peritoneais de C57BL/6 após infecção pelas cepas AQ-4 e Hel de Trypanosoma 

cruzi. 
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TCC: tripomastigotas de cultura celular; TMI: tripomastigotas metacíclicas infectantes; MØ: macrófago; ND: 

níveis não detectados; Seta verde: produção maior que os níveis basais; seta vermelha: produção menor que os 

níveis basais
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6. Conclusão 

 

 Os macrófagos isolados dos camundongos da linhagem C57BL/6 induziram uma produção 

maior de óxido nítrico quando comparado com os macrófagos isolados de camundongos 

Balb/c. 

 A cepa Hel de T. cruzi induziu níveis mais elevados que a cepa AQ-4 em ambos backgrounds 

genéticos dos macrófagos. Estas cepas de T. cruzi parecem induzir uma quantidade 

necessária de NO para a sua sobrevivência, uma vez que, o T. cruzi utilizada dessa molécula 

como um sinal de proliferação. 

 Quanto as formas evolutivas do parasito que são capazes de infectar o hospedeiro vertebrado, 

as formas TCC apresentaram níveis mais elevados de NO do que as formas TMI nos 

macrófagos isolados de Balb/c. 

 Os macrófagos isolados do Balb/c foram mais indutores da IL-6 que os macrófagos de 

C57BL/6. 

 Ambas as cepas de T. cruzi induziram níveis elevados de IL-6, entretanto, a cepa Hel induziu 

níveis mais altos que a cepa AQ-4. Esta alta produção pode estar relacionada como uma 

característica de equilíbrio a uma resposta pró-inflamatória, pois a IL-6 poderia estar 

promovendo uma mudança de um ambiente pró-inflamatório impulsionado por ATP para 

um meio anti-inflamatório induzido pela adenosina. A adenosina afeta a função dos 

macrófagos, mas, principalmente fazer que eles adotem o fenótipo M2.  

 Na infecção com macrófagos isolados do Balb/c a produção de TNF-α foi detectada, em 

contrapartida nos macrófagos de C57BL/6 essa citocina não foi evidenciada. 

 A produção de TNF- α foi evidenciada somente na cepa AQ-4 e a forma evolutiva TCC foi 

a mais indutora. 

 A não detecção de produção de TNF-α pode sugerir em uma retroalimentação dos 

macrófagos para ativá-los e no progresso da infecção aumentarem a produção de NO. E uma 

produção mais elevada de TNF-α necessita da ativação dos macrófagos por outras citocinas, 

como a IFN-γ e desta forma conseguir responder de forma mais efetiva contra o parasito. 

 A produção da IL-10 foi detectada foi detectada tanto macrófagos Balb/c, quanto nos de 

C57BL/6 e não foi observado diferença nessa produção. Apenas a cepa AQ-4 estimulou a 

produção desta citocina, e a forma TCC induziu maiores níveis do que as formas TMI. 
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 Estudos futuros devem ser realizados visando investigar se esses perfis de resposta imune 

encontrados neste estudo são característicos das DTUs a que estas cepas pertencem, além de 

investigar sobre os níveis de NO necessário para a sobrevivência dos parasitos e averiguar 

se o possível mecanismo anti-inflamatório desencadeado pela IL-6. 

 Este estudo nos permitiu compreender um pouco mais sobre o início da resposta imune inata 

frente a essas duas cepas de T. cruzi isoladas no Brasil em dois backgrounds genéticos de 

hospedeiros distintos. É possível sugerir que a cepa AQ-4 e a Hel são indutoras de citocinas 

pró-inflamatórias na fase inicial da infecção. 
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