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RESUMO 

 

A doença de Chagas é uma doença parasitária causada pelo protozoário Trypanosoma 

cruzi. Aproximadamente 30% dos indivíduos infectados desenvolvem a manifestação 

cardíaca. Dentre os fatores envolvidos nesta evolução destaca-se o papel da 

inflamação. Evidências apontam uma importante relação das adipocitocinas com a 

resposta imune celular e inflamação. O presente estudo objetivou avaliar o papel de 

citocinas e da leptina na imunopatologia da fase aguda da infecção experimental pelo 

T. cruzi. Para isso foram utilizados camundongos C57Bl/6 WT, C57Bl/6 KO IFN-γ, 

Balb-c WT e Balb-c KO IL-4 infectados com 100 formas tripomastigotas de cepa 

Colombiana de T. cruzi e controles não infectados. Foi analisado nos corações a 

presença ninhos de T. cruzi, infiltrado inflamatório, fibrose, produção de citocinas in 

situ e níveis séricos de leptina, TNF-α e IL-10. Foi observado maior parasitismo 

tissular nos animais C57Bl/6 KO IFN-γ, mas sem diferença na intensidade do 

infiltrado inflamatório e percentual de fibrose. Em relação as citocinas os 

camundongos C57Bl/6 KO IFN-γ infectados apresentaram aumento de TNF-α in situ, 

assim como os Balb-c KO IL-4. Apesar de maior expressão in situ, sistemicamente os 

animais Balb-c KO IL-4 não mostram ser bons produtores de TNF-α e IL-10 assim 

como os C57Bl/6 KO IFN-γ, entretanto esses últimos mostraram ser bons produtores 

de leptina sérica, assim como os Balb-c. Dessa forma, nossos resultados apontam que 

na ausência de IFN-γ os camundongos infectados não conseguem controlar o 

parasitismo tissular. Entretanto apresentam aumento in situ de TNF-α e leptina sérica 

como mecanismo compensatório da deficiência de resposta Th1, representado pela 

ausência de IFN-γ.  

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, resposta imune celular, coração, adipocitocinas, 

nocaute. 
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ABSTRACT 

 

Chagas disease is a parasitic disease caused by the Protozoan Trypanosoma cruzi. 

Approximately 30% of infected individuals develop cardiac manifestations. Among 

the factors involved in this evolution highlights the role of inflammation. Evidence 

points to an important relationship of adipokines with the cellular immune response 

and inflammation. The present study is objective is to evaluate the role of cytokines 

and leptin on immunopathology of acute phase of experimental infection by T. cruzi. 

For this we used C57Bl/6 WT mice, C57Bl/6 WT KO IFN-γ, Balb-c WT and Balb-c 

KO IL-4 100 infected with of Colombian strain forms of T. cruzi and non-infected 

controls was analyzed in the hearts the presence of T. cruzi, fibrosis, inflammatory 

infiltrate, production of cytokines in situ and serum levels of leptin, TNF-α and IL-10. 

Noted greater tissue parasitism in C57Bl/6 animals KO IFN-γ, but no difference in the 

intensity of the inflammatory infiltrate and percentage of fibrosis. Regarding cytokines 

C57Bl/6 mice IFN-γ KO infected showed increased TNF-α in situ, as well as the Balb-

c KO IL-4. Despite greater expression in situ, systemically animals Balb-c KO IL-4 

have shown to be good producers of TNF-α and IL-10 as well as the C57Bl/6 KO IFN-

γ. However, these last have shown to be good producers of serum leptin, as well as the 

Balb-c. Thus, our results indicate that in the absence of IFN-γ mice infected can' not 

control the tissue parasitism. However, feature increased in situ of TNF-α and serum 

leptin as a compensatory mechanism of the Th1 response deficiency. 

 

Key words: Trypanosoma cruzi, cellular immune response, heart, adipocytokines, 

knockouts.
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INTRODUÇÃO/REVISÃO DA LITERATURA 

 

A doença de Chagas ou tripanossomíase Americana é uma doença tropical 

negligenciada, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (CHAGAS, 

1909; WHO, 2016). 

 Estima-se que em torno de 6 a 7 milhões de pessoas em todo mundo estão 

infectados pelo T. cruzi, sendo que a maioria destas vivem na América Latina. A 

doença de Chagas é encontrada principalmente em áreas endêmicas de 21 países da 

América Latina (WHO, 2016). Já foram confirmados casos de indivíduos infectados 

em países não endêmicos na Europa, na região do Pacifico Ocidental (principalmente 

na Austrália e Japão), Canadá e Estados Unidos, o que é resultante da migração de 

países endêmicos para outras partes do mundo (SCHMUNIS et al., 2010). Devido a 

esse efeito migratório também houve o aumento do risco da transmissão através das 

transfusões de sangue ou órgãos transplantados em países onde não é obrigatória a 

triagem do sangue ou do órgão do doador e com isso a falta de conhecimento prévio a 

respeito da doença dificulta o diagnóstico rápido e preciso, retardando assim o início 

do tratamento (WHO, 2010).  

Com o passar dos anos a taxa de mortalidade da doença de Chagas diminuiu, 

de 45000 para aproximadamente 11000 entre os anos de 1990 e 2009 (WHO, 2010). 

Em 2005 foi realizado um estudo, onde se calculou a prevalência da infecção pelo T. 

cruzi, em pessoas nascidas na América Latina que vivem nos EUA, com isso, estimou-

se mais 300000 pessoas infectadas com o T. cruzi que vivem nos EUA e em torno de 

45000 tinha cardiopatia chagásica, e que 63 – 315 pessoas infectadas, foram resultantes 

de infecção congênita (BERN et al., 2009).  Na Europa estima-se que o número de 

indivíduos infectados exceda 80000 (WHO, 2010) (Figura 1).  
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Figura 1 - Distribuição dos casos de infecção por Trypanosoma cruzi, com base em estimativas oficiais 

e estatuto de transmissão de vetores, em todo o mundo, 2006 - 2009. Fonte: 

<http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_chagas_2009.png>. Acesso em 

dezembro, 2016.  

 

1.1 Trypanosoma cruzi 

O agente etiológico da doença de Chagas é o Trypanosoma cruzi (T. cruzi), 

trata-se de um protozoário flagelado com ciclo de vida heteroxênico, com fase de 

replicação intracelular no hospedeiro vertebrado (homem e mamíferos) e 

extracelular no inseto vetor (triatomíneos) (CHAGAS, 1909). 

A transmissão vetorial é o mecanismo de transmissão do T. cruzi de maior 

importância epidemiológica (CHAGAS, 1909; LANA & TAFURI, 2004). São 

conhecidas mais de 120 espécies de vetores da tripanossomíase Americana, que 

possuem hábito estritamente hematófago. Os principais fatores de sucesso evolutivo 

desses vetores são: hábito noturno, elevada habilidade reprodutora, vida longa e grande 

capacidade de resistência ao jejum. As espécies que se relacionam com os seres 

humanos, especialmente em ambiente intradomiciliar, são as mais importantes do 

ponto de vista epidemiológico para a doença de Chagas (DIAS & COURA, 1997), 

sendo o Tryatoma infestans, o inseto vetor mais conhecido. Este é conhecido 

popularmente como barbeiro (CHAGAS, 1909). 

Durante o repasto sanguíneo o vetor, Tryatoma infestans, se infecta com o T. 

cruzi sofre uma série de modificações ao longo do tubo digestivo: os tripomastigota
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transformam-se em esferomastigotas e epimastigotas; no intestino médio, há a 

multiplicação dos epimastigotas; no reto, os epimastigotas diferenciam-se em 

tripomastigotas metacíclicos, que são eliminados nas dejeções dos triatomíneos (DIAS 

& COURA, 1997). Após se alimentar com o sangue do hospedeiro vertebrado o 

triatomíneo defeca e urina no local. O indivíduo ao coçar o local permite com que os 

tripomastigotas metacíclicos penetram através da pele, caindo na corrente sanguínea, 

e infecte as células teciduais.  Após infectar a célula o parasita se diferencia em 

amastigota, que é a forma intracelular capaz de multiplicar e pós o término do ciclo 

transformam em tripomastigota para infectar outras células e/ou reiniciar o ciclo 

(CHAGAS, 1909) (Figura 2).  

 

Figura 2 - Representação esquemática do ciclo de vida do protozoário flagelado Trypanosoma 

cruzi. Fonte: MACEDO et al., 2002. 

 

O T. cruzi pertence ao reino Protista, sub-reino Prototozoa e filo 

Sarcomastigophora (SOUZA et al., 2000). Estudos sobre sua genética forneceram 

evidências que este parasita é um organismo diploide com reprodução assexuada e 

com estrutura populacional clonal (TIBAYRENC & AYLA, 1988; TIBAYRENC, 

1995). Mais tarde a análise dos genes confirmou a existência de duas linhagens
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filogenéticas principais (ZINGALES et al., 1999). As linhagens foram denominadas 

de “grupos” T. cruzi I e T. cruzi II (ANONYMOUS, 1999). A partir da análise de 

microssatélites e DNA mitocondrial, foi proposto um terceiro grupo, denominado T. 

cruzi III (FREITAS et al., 2006). Para melhorar o entendimento de questões 

biológicas básicas e de patogenicidade dos grupos, houve a padronização dos 

grupos de T. cruzi, dividido em seis grupos (T. cruzi I-VI), cada grupo é denominado 

DTU (“discrete typing unit”), o DTU é definido como um conjunto de isolados 

geneticamente semelhante e que podem ser identificados por marcadores moleculares 

ou imunológicos comuns. (ZINGALES et al., 2009). 

 

1.2 Utilização do modelo experimental e da cepa Colombiana 

Estudos em animais tem sido de grande importância para definição de 

mecanismos moleculares associados com a resposta imune frente ao T. cruzi 

(TALVANI et al., 2011). No modelo experimental murino, os camundongos 

sobrevivem à infecção em longo prazo, por certas quantidades de T. cruzi e 

desenvolvem lesões do miocárdio (ANDRADE et al., 1968). 

As manifestações resultantes da doença de Chagas em modelo murino 

experimental se assemelham as observadas em infecções humanas, e em ambas há 

influência do background genético, desencadeando uma série de reações que evolui de 

uma fase aguda sintomática para uma fase crônica. Nesses modelos a maioria dos tipos 

celulares são infectados, visto que são de maior importância os da musculatura 

cardíaca e de musculatura esquelética (BRENER, 1973; BURLEIGH et al., 1995) 

Algumas variáveis interferem no grau de patogenicidade da doença de Chagas, 

como a cepa infectante e a linhagem do camundongo (ANDRADE et al., 1985). 

Camundongos da linhagem C57Bl/6 são descritos como resistentes, enquanto os 

camundongos BALB/c são ditos como susceptíveis a infecção pelo T. cruzi 

(ANDRADE et al., 1985; ARAUJO-JORGE & CASTRO, 2000). Nos BALB/c 

observa-se uma elevada parasitemia e a grande maioria sucumbem precocemente a 

infecção aguda. Entretanto, os C57Bl/6 são os considerados resistentes, pois 

desenvolvem baixa parasitemia e baixo índice de mortalidade, dependendo do inoculo 

(ARAUJO-JORGE & CASTRO, 2000) 

Frente a infecção pelo T. cruzi, o processo de ativação de macrófagos por citocinas 

parece ser fundamental para controlar a multiplicação parasitária. Dessa forma, 

alterações na expressão de genes que estão relacionados às citocinas, podem
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modificar a reposta imunológica do hospedeiro e consequentemente o desfecho da 

doença. Com isso vem crescendo de forma exponencial o número de estudos que 

utilizam animais nocautes para mediadores envolvidos na patogênese da doença. 

(ANDRADE et al., 2002; BORGES et al., 2009).  

Camundongos nocautes para IFN-γ são mais susceptíveis a infecção por 

patógenos como o T. cruzi, porque são incapazes de controlar o crescimento do 

parasita, enquanto que camundongos com o mesmo genótipo e que expressam esse 

fator, sobrevivem à infecção (HOLSCHER et al., 1997; NOLAN et al., 2000; 

MARTINS et al., 2004; ALIBERT et al., 2000; MICHAILOWSKY et al., 2001.) 

Animais nocautes para IL-4 tendem a ter uma melhor resposta a infecção por 

parasitas intracelulares, sendo que os camundongos nocautes para IL-4 aumentam 

resposta imune tipo Th1 quando infectados com o T. cruzi, esses animais tem uma 

reduzida parasitemia e mortalidade e uma exacerbada reação inflamatória em seus 

corações (HOLSCHER et al., 1997; SOARES et al., 2001; SAEFTEL et al., 2004) 

No que diz respeito às cepas de T. cruzi, centenas já foram descritas 

caracterizada e utilizada em trabalhos experimentais. Já tem descritos os caracteres 

biológicos e isoenzimáticos de 138 cepas do T. cruzi, de diferentes áreas geográficas, 

sendo 120 do Brasil e 18 de outros países da América do Sul e Central (ANDRADE 

et al., 1997). Algumas dessas cepas são: Colombiana; Sylvio-10; Dm-28c; Tulahen; 

Y; Berenice; Esmeraldo; Peru; 12-SF; Can-III; etc (ANONYMOUS, 1999) 

A cepa Colombiana vem sendo utilizada em vários trabalhos com a finalidade 

de avaliar a função cardíaca, devido seu miotropismo evidente (FEDERIC et al.,1964; 

ANDRADE et al., 1970; MILES et al., 1980, ANDRADE et al. 1983, ANDRADE & 

MAGALHÃES, 1997; BORGES et al., 2009; MACHADO et al., 2014). 

Federic et al.,1964 foi o pioneiro nos estudos de investigação experimental 

com a cepa Colombiana, seus trabalhos descreveram uma progressiva miocardite na 

fase crônica junto com uma progressão lenta da parasitemia, que tem seu pico entre 

20º a 30º dias pós-infecção (FEDERIC et al., 1964; ANDRADE et al., 1970). 

Em humanos a cepa Colombiana foi descrita pela primeira vez em um paciente na 

Colômbia. Nessa época ela foi classificada como Bioderma III de acordo com suas 

características biológicas e alguns aspectos histopatológicos (ANDRADE et al., 

1974). Posteriormente foi realizada uma classificação de acordo com o perfil 

isoenzimático, no qual a cepa Colombiana foi descrita como Zimodema Z1 (MILES
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et al., 1980, ANDRADE et al. 1983, ANDRADE & MAGALHÃES., 1997).  Em 1999, 

foi realizado um consenso para padronizar os grupos a qual as cepas de T. cruzi 

pertencem, como a cepa Colombiana era Zimodema Z1 ela foi classificada como T. 

cruzi I (ANONYMOUS, 1999), que no Brasil está relacionada com o ciclo silvestre 

(DURANTI et al., 2012), com predomino na região norte e em outros 18 países da 

América Central (ANDRADE et al., 1997).   

Como característica desta cepa tem-se, lesões miocárdicas proeminentes com 

intenso processo inflamatório, evolução na parasitemia, com pico entre 21 a 25 dias 

pós infecção, nítido miotropismo, com acometimento da musculatura esquelética, 

resultando em extensas lesões nas fibras musculares esqueléticas, alterações 

eletrocardiográficas e resistência a quimioterápicos como o benzonidazol e o 

nifortimux (ANDRADE et al., 1985; ANDRADE et al., 1997; ANDRADE et al., 

2000). 

Estudos do nosso grupo demonstraram que a resposta inflamatória resultante 

da infecção pela cepa Colombiana é bem mais acentuada quando comparada com 

outras cepas, como por exemplo a cepa Y, nota-se também um número de ninhos muito 

mais acentuado (BORGES et al., 2009; MACHADO et al., 2014) 

 

1.3 Patogênese 

A doença de Chagas possui um curso clínico bifásico (fase aguda e 

crônica), podendo se manifestar sob várias formas; na fase aguda as manifestações 

podem ser sintomáticas ou assintomáticas (PRATA, 2001). A parasitemia na fase 

aguda é caracteristicamente elevada, podendo ser detectada até a oitava semana de 

infeção. A apresentação sintomática ocorre principalmente em crianças na primeira 

década de vida (DIAS & COURA, 1997). Em pacientes sintomáticos, as 

manifestações incluem sinal de porta de entrada (chagoma de inoculação), febre, 

adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia e miocardite. Cecílio Felix 

Romaña Berón de Astrada descreveu o sinal de porta de entrada ocular que ficou 

conhecido como: O Sinal de Romanã (edema periorbital, unilateral, indolor) 

(ROMANÃ, 1935).  

Na fase aguda da infecção pelo T. cruzi os padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs) desencadeia a imunidade inata em múltiplos tipos de células 

(MICHAILOWSKY et al., 2001). O comprometimento cardíaco não é incomum na
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fase aguda sintomática, apresentando manifestações precoces (LOPES et al., 2006). 

Há presença acentuada do parasita T. cruzi que resulta em uma marcante miocardite, 

com um intenso infiltrado inflamatório, com predominância das células TCD8+ e 

CD4+. Nota-se também macrófagos ativados e lesão direta nos miócitos, às vezes com 

reposição por fibras de colágenos (LANNES-VIEIRA, 2003).  

Em geral a doença de Chagas torna-se clinicamente evidente, na fase 

crônica, 10 a 30 anos depois da infecção aguda, com o acometimento de órgãos 

específicos, particularmente o coração, esôfago e o cólon, qual caracteriza distintas 

formas crônicas da doença: cardíaca, digestiva ou ambas (cardio-digestiva) 

(COURA et al., 2007). A prevalência do megaesôfago e do megacólon 

(alargamento anormal e disfunção do esôfago e do cólon, respectivamente) varia 

entre os países de acordo com a cepa predominante.  

No Brasil, 5 a 8% dos pacientes com doença de Chagas desenvolvem 

esofagopatia, 4 a 6% desenvolvem colonpatia crônica e 30% cardiopatia chagásica 

(ROCHA et al., 2003).  

A cardiopatia chagásica crônica (CCC) é a mais importante manifestação 

clínica resultante da doença de Chagas, constitui como elemento determinante 

principal de incapacidade laborativa e do prognóstico dos pacientes acometidos por 

essa enfermidade (BESTETTI & MUCCILLO, 1997; COURA et al., 1983). As 

manifestações da CCC são três síndromes básicas que podem coexiste em uma mesmo 

paciente: falha cardíaca, arritmia cardíaca, e tromboembolismo (CUNHA-NETO et 

al., 1998). 

A CCC é caracterizada por miocardite com um infiltrado inflamatório 

mononuclear, com um acentuado dano nas fibras cardíacas, fibrose proeminente, e 

escassez do parasita T. cruzi (CUNHA-NETO et al., 2009). O infiltrado inflamatório 

nas lesões cardíacas na CCC é composto principalmente por linfócitos T CD4+, T 

CD8+ e macrófagos (HIGUCHI et al., 1993; FONSECA et al., 2007). Algumas causas 

de morte súbita por cardiopatia chagásica são bem conhecidas como: parada cardíaca 

súbita e insuficiência cardíaca progressiva, principalmente em indivíduos com função 

sistólica ventricular esquerda deprimida (COURA, 2007). Acredita-se que a 

hipertrofia ventricular esquerda (HVE) seja uma das principais causas de falha 

cardíaca resultando em hipertensão e aumento da matrix extracelular e estruturas de 

colágenos (GERDTS, 2008) (Figura 3). 
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Figura 3 - Alterações cardíacas resultantes da infecção e reinfecção com a cepa Colombiana de T. cruzi.  

Fonte: MACHADO et al., 2014. 

 

Ainda não foi inteiramente esclarecido o mecanismo responsável pelo 

desenvolvimento da cardiopatia, mas já foi descrito que as lesões produzidas na fase 

aguda da infecção determinam o desenvolvimento das lesões desenvolvidas na fase 

crônica da cardiopatia chagásica (HERNAO-MATINEZ, 2014).  

O desenvolvimento ou não das diversas manifestações clínicas decorrem, 

principalmente de mecanismos imunes do hospedeiro, da persistência do parasitismo, 

e dos genótipos de T. cruzi envolvidos (HIGUCHI et al., 2003;  LAZDINS et al., 2003; 

MARIN-NETO et al., 2007). 

Entre os mecanismos propostos para explicar a fisiopatogênese da doença de 

Chagas, a presença do T. cruzi parece ter um papel fundamental na resposta imune, 

contribuindo para imunidade específica contra o parasito nas alterações cardiológicas, 

por destruição e rearranjo de cardiomiócitos, lesando a microvasculatura e produzindo 

alterações da contratibilidade (KUMAR & TARLETON, 2001).  

A escassez de parasitos e à intensidade e extensão das lesões, assim como o prolongado 

período de latência, têm levado diversos autores a avaliarem o envolvimento de fatores 

autoimunes na patogênese da lesão chagásica, relacionados à existência de reação 

cruzada entre os componentes autólogos e antígenos do T. cruzi. Esta resposta contra 

os antígenos presentes no tecido cardíaco favoreceria o desenvolvimento das formas 

mais graves da cardiopatia chagásica. Já foram descritos anticorpos contra receptores 

β2-adrenérgicos e colinérgicos na doença de Chagas e a
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lesão celular seria induzida por autoimunidade mediada por mecanismos de 

mimetismo molecular e pela disseminação ou intercâmbio de epítopos (BAHIA-

OLIVEIRA et al., 1998; CUNHA-NETO et al., 1998; CUNHA-NETO & KALIL, 

2001; KIERSZENBAUM, 2003; CUNHA-NETO et al., 2005; KIERSZENBAUM, 

2005; CUNHA-NETO & BILATE, 2006; CUNHA-NETO & TEIXEIRA,  2006; 

SAVINO et al., 2007) 

É consensual que o sistema imune é importante na redução da carga parasitária. 

Todavia, uma resposta inflamatória sustentada com lesão tecidual degenerativa e 

reparadora com fibrose no coração, esôfago e colón pode contribuir para o 

aparecimento das manifestações crônicas observadas nos pacientes chagásicos 

(TEIXEIRA et al., 2002).  

 

1.4 Resposta imunológica 

Diversos mecanismos das respostas imunológica inata e adquirida, humorais e 

celulares, estão presentes na infecção pelo T. cruzi. A resposta imunológica do 

hospedeiro vertebrado a infecção pelo T. cruzi inicia-se logo após a entrada do 

parasita no organismo, a fim de reduzir o número de parasitas (LANA & TAFURI, 

2004).  

A imunidade inata atua através da síntese de citocinas e ativação de células 

natural killer (NK), macrófagos e células dendríticas (COSTA et al., 2006). As células 

NK produzem IFN-γ e direcionam um mecanismo microbicida frente ao T. cruzi, ao 

induzir a síntese de NO em macrófagos (MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992; 

CARDILLO et al., 1996). Assim como o IFN-γ, o TNF-α também é capaz de induzir 

a ativação de macrófagos (SILVA et al., 1991), enquanto que, o TGF-β e a IL-10 

inibem esta ativação (SILVA et al., 1992).  

As células Natural killer (NK) e os linfócitos T citotóxicos CD8+ (T CD8+) 

eliminam células infectadas com patógenos através da secreção de grânulos citolíticos 

como as granzimas e as perforinas. Contudo, essas moléculas citotóxicas não 

conseguem destruir o parasita intracelular. (CHOWDHURY, 2008).  

 A fagocitose mediada por macrófagos é capaz de estimular a produção de citocinas 

inflamatórias como IL-1, IL-12 e TNF-α que contribuem para produção de IFN-γ pelas 

células “natural killer” que, junto ao óxido nítrico, terão um papel importante no 

controle do crescimento parasitário do T. cruzi, estimulação de macrófagos, 

metabolitos tóxicos e de quimiocinas contra o parasito, que têm um papel
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essencial no transporte de leucócitos. Recentes estudos demonstraram que durante a 

fase inicial da infecção pelo T. cruzi, os macrófagos respondem aos tripomastigotas 

por meio de estímulos gerados pelos receptores de reconhecimento padrão tipo 2 

(TLR-2), que estimulam a produção de citocinas como IL-12 e TNF-α e facilitam a 

polarização da resposta TCD4+ e TCD8+ voltada para produção de IFN-γ, que é 

responsável pelo controle da infecção e imunopatogenia nos tecidos cardíacos.  

Estudos avaliando a produção de IL-12 e IFN-γ pelas células do baço de 

camundongos, infectados experimentalmente com cepas de T.cruzi, afirmaram que o 

efeito central do IFN-γ in vivo seria a geração do óxido nítrico, que participa da 

destruição intracelular dos parasitas. Observaram que durante toda a fase aguda houve 

um aumento na produção IL-12 e IFN-γ pelas células esplênicas, devido ao aumento 

da atividade das células NK. Concluíram que a resposta global na fase aguda foi, 

predominantemente, do tipo Th1 nas diferentes cepas de camundongos e que os fatores 

que controlam essa resposta protetora são de importância primária para determinar a 

resistência á infecção ou o dano tissular (CARDONI et al., 1999).  Além disso, o perfil 

Th1 representado principalmente pelas citocinas inflamatórias IFN-ү e TNF-α, é 

caracterizado pela  expressão do fator de transcrição T-box expressed in T cells (T-

bet), ativam macrófagos,  resultando em um padrão caracterizado pela produção 

elevada de agentes antimicrobicidas como o óxido nítrico (NO) e as espécies reativas 

do oxigênio (MANTOVANI et al., 2004).  

A subpopulação Th1 produz IFN-γ, que tem efeito na ativação de fagócitos, 

aumentando a sua atividade microbicida promovendo a eliminação de patógenos 

intracelulares (LUCKHEERAM et al., 2012; OESTREICH & WEINMANN, 2012). 

As células Th1 secretam também IL-2 e TNF-α, que induz uma resposta imune 

mediada por células (BOOM et al., 1988). A IL-12 e o IFN-γ são as citocinas 

responsáveis por iniciar as sinalizações de um perfil de resposta Th1 (YAMANE & 

PAUL, 2013). A IL-12 é uma citocina heterodimérica que tem vários efeitos sobre as 

células NK e T (TRINCHIERI, 1994). A IL-12 é composta pela combinação de duas 

cadeias, a p40 e a p35 (TRINCHIERI et al., 2003). A sua forma ativa, composta pela 

cadeia p40 mais a p35, resultando na p70 (VIGNALI & KUCHROO, 2012). Ela é uma 

mediadora fundamental da resposta imunológica inata é importante no estímulo da 

produção de IFN-γ pelas células NK e linfócitos T (ROGGE et al., 1997). 

O IFN-γ é produzido principalmente por célula T, B e NK, possui uma 

atividade antiparasitária (MAEYER et al., 1992). Em 1995, REIS sugeriu que esta
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citocina estava relacionada com o controle da infecção, resultante da análise 

comparativa dos grupos com casos negativos ou com escassez de T. cruzi, nesses a 

presença de linfócitos IFN-γ estavam muito mais elevados.  Já foi demonstrado que a 

célula T que infiltra no coração de pacientes com CCC produzem de forma 

predominante IFN-γ e TNF-α, e o tecido cardíaco mostra um aumento proporcional na 

expressão de moléculas de adesão (CUNHA-NETO et al., 2010).  

A resposta imune tipo Th2 é responsável pela produção de IL-4, IL-5, IL-9, IL-

10, IL-13, sendo a IL-4 é a citocina mais característica e necessária para diferenciação 

de T virgens em Th2 (GOSWAMI & KAPLAN, 2011) bem como do fator de 

transcrição Gata-binding protein-3 (GATA-3) que regula a expressão destas citocinas 

(YAGI & ZHU, 2011). As citocinas de padrão tipo auxiliar (Th2), especialmente IL-

4, têm um papel importante no controle da resposta imune tipo Th1 e podem interferir 

com a capacidade do hospedeiro para lidar com a infecção e exercem papel regulador 

sobre a ativação de macrófagos induzidas pelo IFN-γ, inibem a liberação de 

metabolitos tóxicos e a diferenciação de células com perfil Th1, impedindo a 

inflamação tecidual excessiva. É evidente que o controle efetivo da infecção pode 

ocorrer apenas quando células interagem e se ativam entre si no microambiente 

adequado (SILVA et al., 1992; SOARES et al., 2001; TALVANI et al., 2000; 

TEIXEIRA et al., 2002; LAUCELLA et al., 2004; MARINO et al., 2004). Animais 

que são deficientes de IL-4 mostram uma polarização Th1, cursando desta forma com 

um parasitismo reduzido e também com intensa miocardite, porém, a IL-4 demonstra 

ter um papel menor na regulação da resposta imune na doença de Chagas 

(HOLSCHER et al., 2000; SOARES et al., 2001). 

Na última década foi caracterizada uma nova linhagem de linfócitos T 

auxiliares, denominadas células Th17, as quais produzem IL-17, IL-21, IL-22 e TNF-

α (PARK et al., 2005). A diferenciação das células T para o perfil Th17 se dá pela 

presença de TGF-β e IL-6 na ativação das células. Estas citocinas ativam STAT-3, que 

aumenta a expressão do fator de transcrição receptor-related orphan receptor γ-t 

(RORγt); os fatores aumentam a produção da citocina pró inflamatória IL-17 (YANG 

et al., 2011). Essa subpopulação de linfócito T tem sido relacionada com a patogênese 

de doenças autoimunes. No entanto, alguns trabalhos sugerem que a IL-17 é muito 

importante para o controle da carga parasitaria na infecção pelo T. cruzi, contudo, 

aumenta a miocardite e a mortalidade. Essas alterações parecem estar relacionadas à 

produção e ao influxo de células inflamatórias para o tecido cardíaco
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(GUEDES et al., 2010). 

As células T-reguladoras são caracterizadas pela presença do fator de 

transcrição forkhead box protein 3 (Foxp3) e atuam regulando resposta imune pró-

inflamatória, podendo suprimir atividade efetora de diversos subtipos de células T 

auxiliares, a fim de evitar danos ao hospedeiro, causados por uma resposta inflamatória 

excessiva, maiores do que a presença do micro-organismo (JOSEFOWICZ & LU, 

2012; NUNES-ALVES & BOOTY, 2014). 

Citocinas imunoregulatórias, como TGF-β e IL-10, também têm importante 

papel no controle da resposta imune durante a infecção com T. cruzi e modelos 

experimentais reforçam a importância destas citocinas. Camumdongos deficientes de 

IL-10 exibem uma forte resposta inflamatória e embora controlem bem o parasitismo, 

sucumbem perante uma resposta inflamatória exacerbada. A depleção de IL-12 tem 

um efeito retardante na morte destes animais (HUNTER et al., 1997), reforçando o 

papel deletério da resposta inflamatória exagerada. Outro aspecto importante no que 

diz respeito às citocinas que imunoregulam a resposta anti-T.cruzi é a demonstração 

de que mRNA de IL-4 e IL-10 já são observados 15 dias após a infecção, sugerindo 

sua participação desde os eventos iniciais da doença (GOLGHER & GAZZINELLI, 

2004). 

Um importante aspecto a ser considerado na imunoregulação da resposta imune 

na doença de Chagas é a possibilidade de utilização destas vias, por parte do parasito, 

a fim de escapar dos mecanismos imunes efetores, promovendo assim sua 

sobrevivência e estabelecimento de uma infecção crônica (GOLGHER & 

GAZZINELLI, 2004). De fato, os efeitos, principalmente de IL-10 e TGF-β tem 

repercussões diretas na capacidade microbicida dos macrófagos (SILVA et al., 1991; 

1992). Outro aspecto importante relacionado com esta imunoregulação é a 

participação das células T reguladoras, especialmente as ditas “naturais”, que tem um 

fenótipo CD4+CD25+, na doença de Chagas; embora sua participação exata, e de 

outras células reguladoras, na doença de Chagas ainda necessita ser determinada 

(GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). 

Os fatores envolvidos na mudança do padrão inflamatório não têm sido bem 

esclarecidos, mas poderiam estar favorecidos por fatores genéticos e ambientais, além 

das características do próprio parasito. Este é um aspecto importante que adiciona 

complexidade na evolução clínica da doença de Chagas, para saber se as alterações 

imunológicas são a causa ou a consequência da evolução da doença
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(DUTRA et al., 2005). 

A coexistência da persistência parasitária e de fenômenos autoimunes, poderia 

ser explicada com o fato de que a presença do parasito seria o fator que provocaria o 

estímulo ativador de células T específicas e uma vez secretadas as citocinas 

inflamatórias, seriam capazes de produzir lesão cardíaca; isto liberaria autoantígenos 

(como a miosina) que são reconhecidos por outro grupo de células T reativas e 

autoanticorpos, contribuindo para maior dano cardíaco (CUNHA-NETO & 

TEIXEIRA, 2006; MARIN-NETO et al., 2007).  

Este dano cardíaco parece favorecer a indução de moléculas co-estimulatórias 

necessárias para a correta ativação das células T autoreativas. Neste ponto, uma baixa 

carga parasitária ativaria as células T regulatórias (Tregs) suprimindo uma resposta 

auto-imunopatogênica, mas se a carga parasitária ou moléculas que mimetizem 

antígenos parasitários estiverem em altas concentrações, estimulam a secreção de 

células T autoreativas patogênicas (VRAY et al., 2004). 

Em humanos, as variações imunológicas apresentadas estão relacionadas à 

evolução clínica dos pacientes chagásicos, onde os pacientes com a forma 

indeterminada parecem ter uma resposta mais regulada, enquanto os pacientes com 

cardiomiopatia chagásica crônica grave desenvolvem resposta inflamatória mais 

intensa, demonstrando uma imunodominância relacionada às diferentes fases e formas 

clínicas da doença (BRENER & GAZZINELLI, 1997; ABEL et al., 2001; D'AVILA 

et al., 2009). Estudos demonstraram que os pacientes da forma indeterminada 

apresentam características moduladoras, como baixa expressão da molécula HLA-DR 

e alta expressão de IL-10, enquanto pacientes com a forma cardíaca da doença têm 

uma resposta inflamatória excessiva devido à alta expressão de TNF-α. Sendo assim, 

as diferentes formas clínicas da doença de Chagas apresentam perfis fenotípico-

funcionais distintos, sugerindo uma dicotomia nos mecanismos de controle e 

desenvolvimento da patologia cardíaca (SOUZA et al., 2004). Foi sugerido que 

indivíduo com doença na forma severa tenha uma tendência a produzir mais IFN-γ 

comparado com os pacientes indeterminados sob estimulação com antígenos do 

parasita (GOMES et al., 2003) e que clones de células T derivadas dos corações de 

pacientes cardíacos produza predominante IFN-γ (ABEL et al., 2001). Uma correlação 

entre níveis de TNF-α e a ocorrência das formas graves da doença tem sido sugerida 

(TALVANI et al., 2004) (Figura 4). 
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Figura 4- Resposta imunológica. Fonte: Adaptado de PARK et al., 2005. 

 

1.5 Adipocitocinas: Leptina 

O tecido adiposo produz mediadores bioativos denominados adipocitocinas. 

As principais adipocitocinas são a adiponectina e a leptina (BERG et al., 2005; LOPES 

et al., 2006).   

A adiponectina tem efeitos anti-inflamatórios e antiaterogênico e ações de 

sensibilização a insulina, enquanto a leptina promove atividade pró-inflamatória e pró-

trombótica, proliferação neointimal, disfunção endotelial e indução a resistência à 

insulina (FILIPPATOS et al., 2000; SCHULZE et al., 2003). 

Os adipócitos são a principal fonte de síntese e secreção de adipocitocinas 

(TARTAGLIA et al., 1995; LOLLMANN et al., 1997; AHIMA et al., 2000; ZEIDAN 

et al., 2011). Além do tecido adiposo, as adipocitocinas podem se secretadas em menor 

quantidade pela placenta em humanos, músculo esquelético e estômago de ratos 

(MAFFEI et al.,1995; FREDERICH et al., 1995; HAMILTON et
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al.,1995; LONNQVIST et al.,1995; CONSIDINE et al.,1996).  

A leptina tem sua secreção aumentada por mediadores, tais como: citocinas 

inflamatórias, insulina, glicose, estrogênio e glicocorticoides (BERG et al., 2005; 

GUZIK et al., 2006). Geralmente a leptina está associada com a regulação central da 

saciedade e metabolismo energético, evidências indicam que a leptina pode ser um 

importante mediador na fisiopatologia de doenças cardiovasculares (WOLK et al., 

2004).   

Acredita-se que leptina contribua para remodelação cardíaca e 

desenvolvimento de fibrose no sistema cardiovascular em ratos obesos através da 

indução da síntese de colágeno tipo I e mediadores pró-fibróticos tais como: fator de 

transformação do crescimento beta (TGF-β) e fator de crescimento do tecido 

conjuntivo (CTGF) em fibroblastos cardíacos e células musculares lisas vasculares 

(VSMCs) (MARTÍNEZ-MARTÍNEZ et al., 2014).  

Alterações na resistência à insulina e nos adipócitos pode conduzir a um estado 

inflamatório sistêmico que contribui para vasculopatia e risco de doenças 

cardiovascular (BERG et al., 2005). No tecido adiposo temos os macrófagos 

residentes, que são conhecidos por serem contribuintes cruciais para a inflamação e 

assim como os macrófagos os adipócitos são sensíveis a microrganismos e a sinais 

inflamatórios mediados por citocinas. Os adipócitos expressam vários receptores que 

lhes permitem detectar a presença de patógenos e inflamação, e na estimulação desses 

receptores, ocorre a ativação de várias cascatas de transdução de sinal inflamatório, 

induzindo a secreção de uma série de citocinas inflamatórias e proteínas de fase aguda 

(RYDEN et al., 2002). 

Ferreira e colaboradores (2011) observaram a persistência do T. cruzi em 

adipócitos humanos com cardiopatia chagásica crônica.  No entanto, os dados são 

poucos em relação aos níveis de adipocitocinas na doença de Chagas nesse trabalho. 

Em pacientes com doença de Chagas, os níveis de leptina estavam reduzidos 

em pacientes com cardiopatia quando comparados com os indivíduos que 

apresentavam a forma indeterminada. Pacientes chagásicos com cardiopatia podem 

apresentar lesões no sistema nervoso central, despovoamento neuronal cardíaco e 

aumento da atividade simpática no tecido adiposo amarelo, resultando na diminuição 

da secreção de leptina (FERNANDES et al., 2007). 

Em 2005, Coombs et al desenvolveram um estudo com ratos infectados durante 

a fase aguda da doença de Chagas, demonstrando que os adipócitos
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infectados com T. cruzi demonstram mudanças na secreção de adipocitocinas, com 

diminuição dos níveis de adiponectina e leptina e aumento dos níveis de IL-6 e TNF-

α.  

Nagajyothi et al. (2012) também mostrou o aumento de expressão de citocinas 

pró-inflamatórias, como a IFN-γ e o TNF-α e redução dos níveis de adiponectina em 

cultura de adipócitos infectados com T. cruzi. Foi demonstrado também que 15 dias 

após a infecção pelo T. cruzi, há uma carga parasitária significativa tanto no tecido 

adiposo marrom quanto no amarelo, em comparação com outros órgãos como o 

coração e o baço em camundongos.  

                Diante disso, é de grande relevância elucidar os mecanismos imunopatológicos 

envolvido na infecção chagásica. Especialmente, a importância do hormônio pró-

inflamatório produzido pelo tecido adiposo, a leptina e sua relação com as citocinas. 

O presente trabalho avaliou a infecção com a cepa Colombiana de T. cruzi que 

apresenta miotropismo em modelos experimentais nocautes para citocinas polares e 

sua relação com a produção sérica de leptina.  
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JUSTIFICATIVA 

 
Mais de cem anos após a descoberta da doença de Chagas ainda não se sabe a 

causa das diferentes formas das manifestações clínicas da doença. Acredita-se que a 

resposta imunológica desenvolvida pelo hospedeiro na fase aguda determina o 

desfecho da doença na fase crônica, em especial da cardiopatia chagásica, responsável 

por 30% das manifestações. 

Para estudar a fase aguda da doença de Chagas tem se utilizado modelos 

experimentais, em especial, camundongos, pois esse modelo mimetiza a resposta 

imunológica e consequentemente a miocardite desenvolvida em seres humanos. Dessa 

forma, estudos tem utilizado animais nocautes para mediadores alvos da resposta 

imunológica afim de avaliar as alterações morfológicas desenvolvidas frente a 

infecção pelo T. cruzi. 

Nos últimos anos tem se dado atenção a outros mediadores produzidos em 

sítios não imunológicos, mas que tem ação direta ou sinérgica com mediadores 

inflamatórios, neste contexto, as adipocitocinas, em especial a leptina tem sido 

cogitada como um mediador inflamatório com ação de remodelamento frente a 

algumas cardiopatias inflamatórias. 

Dessa forma, a avaliação da expressão de citocinas e leptina pode contribuir 

para o entendimento das alterações morfológicas desenvolvida na infecção aguda pelo 

T. cruzi. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral: 

 

 Avaliar aspectos imunopatológicos em camundongos C57Bl/6 WT, Balb-c 

WT, C57BL/6 KO IFN-γ, Balb-c KO IL-4 infectados com a cepa Colombiana de T. 

cruzi na fase aguda da doença de Chagas experimental. 

 

Objetivos Específicos: 

 

1. Avaliar a presença de ninhos de amastigotas no coração dos animais infectados 

com a cepa Colombiana de T. cruzi; 

2. Avaliar a miocardite no coração dos animais infectados com a cepa 

Colombiana de T. cruzi; 

3. Avaliar fibrose no coração dos animais infectados com a cepa Colombiana de 

T. cruzi e nos animais dos grupos controles; 

4. Avaliar a expressão de IL-12, IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-10, e IL-17 in situ, no 

homogenato cardíaco, dos animais infectados com a cepa Colombiana de T. cruzi e 

nos animais dos grupos controles; 

5. Avaliar os níveis séricos de leptina, IL-10 e TNF-α nos animais infectados com 

a cepa Colombiana de T. cruzi e nos animais dos grupos controles. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1.1 Animais 

 Todos os procedimentos que foram realizados com os animais estão de acordo 

com as normas propostas pela Sociedade Brasileira de Ciência em animais de 

Laboratório - SBCAL. O projeto foi submetido à Comissão de Ética do Uso de 

Animais (CEUA/UFG), aprovado com protocolo de nº 119/14. 

No presente trabalho foram estudados animais machos da linhagem C57Bl/6 

WT, C57Bl/6 KO IFN-γ Balb-c WT, Balb-c KO IL-4. O estudo foi composto por oito 

grupos de animais, sendo quatro grupos não infectados C57Bl/6 WT, C57Bl/6 KO 

IFN-γ, Balb-c WT, Balb-c KO IL-4, e os outros quatro grupos C57Bl/6 WT, C57Bl/6 

KO IFN-γ, Balb-c WT, Balb-c KO IL-4 infectados via subcutânea com 100 formas 

tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi, com idade 10 semanas e com peso de 

20 a 25 gramas. 

Os animais foram mantidos por 21 dias no biotério do Instituto de Patologia 

Tropical e Saúde Pública da UFG em racks ventilados e mini-isoladores, a uma 

temperatura entre 20 e 25º C e ciclo claro-escuro de 12 horas. A alimentação foi feita 

com ração comercial. A água para beber foi oferecida ad libtium. O alimento, a água 

para beber e a serragem, que serviu de forragem para as gaiolas, passaram pelo 

processo de esterilização em autoclave antes de serem oferecidos aos animais. Durante 

o período de experimento, os animais foram supervisionados diariamente para 

verificação de eventuais óbitos.  

Os grupos estudados estão detalhados na tabela abaixo:  

Tabela 1 – Distribuição da casuística conforme grupo de animais  

Número de animais Grupo 
             

8 C57Bl/6 WT Infectado  

7 Balb-c WT Infectado  

9 C57Bl/6 KO IFN-γ Infectado  

7 Balb-c KO IL-4 Infectado  

5 C57Bl/6 WT Controle  

5 Balb-c WT Controle  

5 C57Bl/6 KO IFN-γ Controle  

5 Balb-c KO IL-4 Controle  
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1.2 Obtenção do Trypanosoma cruzi para inoculo em camundongos 

Para produzir a infecção nos camundongos foram utilizados tripomastigotas 

sanguíneos provenientes de camundongos Swiss, previamente infectado 

(WAYNFORTH & FLECKNELL, 1992). O número de parasitas foi determinado em 

50 campos em um volume de 5µl de sangue entre lâmina e lamínula e o inoculo foi 

ajustado para concentração de 100 tripomastigotas sanguíneos/mL, administrados por 

via subcutânea nos camundongos. 

Após 21 dias de infecção os animais foram eutanasiados. Para isso eles foram 

anestesiados com a administração de 10 UI de anestésico (0,01 ml/g de Xilazina a 2% 

e Ketamina 10%), seguido de coleta do sangue por punção cardíaca com posterior 

necropsia, através da incisão dorsolateral, coletando-se o coração para estudo in situ 

através da incisão ventral das cavidades torácicas e abdominal. As demais vísceras de 

interesse foram coletadas e armazenadas em freezer -80° para análises posteriores. 

 

1.3 Processamento de lâminas 

 Os fragmentos do coração foram fixados em formoldeido 4% por pelo menos 

24 horas.  Após a fixação, foram submetidos ao processo de desidratação em uma série 

crescente de alcoóis etílicos, diafanização em xilol e inclusão em parafina, 

posicionando os fragmentos com seu eixo longitudinal perpendicular ao plano de 

microtomia.  Obtendo-se então, cortes transversais e, para cada coração, dois cortes 

seriados com 4µm de espessura. Os cortes foram aderidos às lâminas com o adesivo 

entellan e submetidos à secagem.  As lâminas de número 1 foram coradas pela 

Hematoxilina e Eosina. Nas lâminas de número 2 foram realizadas as colorações 

pelo picro-sírius. 

 

1.4 Quantificação dos ninhos de amastigotas  

O parasitismo tissular foi avaliado através da quantificação do número de 

ninhos de T. cruzi no miocárdio, a fim de confirmarmos a infecção. Para isso, foram 

analisadas três lâminas com cortes seriados em microscópio de luz comum. Os animais 

do grupo infectado que não apresentaram ninhos foram excluídos do estudo. 

 

1.5 Quantificação do infiltrado inflamatório  

 Para a quantificação do infiltrado inflamatório, foram utilizadas as
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lâminas de fragmentos cardíacos coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE). O 

infiltrado inflamatório foi analisado de forma semi-quantitativa, sendo classificado em 

discreto (<10%), moderado (10-50%) e intenso (>50%) da lâmina. (MACHADO et 

al., 2014).  

 

1.6 Quantificação da fibrose 

A avaliação morfométrica da deposição de colágeno foi realizada nos cortes do 

coração, corado pelo picro-sírius (solução aquosa saturada e ácido pícrico adicionada 

de 0,1g% de vermelho da Síria F3b, Sirius red F3B- Bayer).  A fibrose foi quantificada 

através de imagens das lâminas em objetiva de 10x, capturadas utilizando-se uma 

câmera de vídeo digital acoplada a um microscópio de luz comum, que envia as 

imagens para um computador para serem capturadas pelo programa de imagem LAS V 

4.4. As imagens assim capturadas (10 campos por lâmina) foram gravadas para 

posterior utilização com o programa de análise de imagem Image J. A avaliação 

morfométrica da deposição de colágeno (fibrose) foi realizada utilizando as imagens 

das lâminas coradas pelo picro-sírius e o resultado foi expresso em porcentagem de 

área (SOUZA et al., 2007). 

 

1.7 Homogenato cardíaco 

A produção de citocina in situ foi dosada no homogenato cardíaco com 

posterior realização do ELISA. O órgão foi deixado no gelo, ápice cardíaco foi pesado 

e posteriormente foi feito o macerado com a utilização de um macerador específico 

para tecido, adicionado inibidor de protease (1/100), tampão Tris-HCL (50mM), NaCL 

(150mM) e o detergente p40 (1%). O homogenato foi submetido a centrifugação a 

12000rpm por 20 minutos a 4ºC, com o sobrenadante obtido foi realizado do teste de 

ELISA Sanduiche para dosagem de citocinas, essa dosagem foi ajustada de acordo 

com o peso do coração. 

 

1.8 ELISA do homogenato cardíaco e do plasma  

A avaliação dos níveis de IL-12p70, TNF-α, IFN-γ, IL-4, IL-10 e IL-17 no 

homogenato cardíaco e a dosagem de leptina no soro, foram realizadas pelo método 

do ensaio imunoenzimático (ELISA) sanduiche. Foi utilizado os clones de anticorpos 

C18.32 (cobertura) e C17.8 (biotinilado) para IL-12p70; kit comercial da BD 

(Biosciences-US) para TNF-α; XMG 1.2 (cobertura) AN18 (biotinilado) para IFN-γ;
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11B11 (cobertura) BVD6-24G2 (biotinilado) para IL-4; kit comercial da 

PEPROTECH para IL-10; kit comercial da Biolegend para IL-17; kit comercial da 

PEPROTECH para leptina. A curva padrão foi obtida com citocinas recombinantes de 

camundongos (R&D Systems).  

O anticorpo de cobertura foi diluído em PBS e adicionado 80µl por poço em 

placa de 96 poços (Costar) permanecendo por 24 h a 4ºC. Após esse tempo a placa foi 

lavada de 4 a 6 vezes com PBS contendo 0,02% de tween 20 (InLAB) (PBS-Tween) 

para retirar os anticorpos que não foram aderidos e em seguida foram adicionados 160 

µl por poço de solução bloqueio (SBF 3% em PBS) permanecendo por 1h em 

temperatura ambiente. Após esse período, a placa foi lavada de 4 a 6 vezes com PBS-

Tween e em seguida foram adicionados 50 µl do sobrenadante das amostras e a curva 

padrão com diluição seriada com citocinas obtidas da R&D Systems. As placas 

permaneceram por um período de 24h a 4ºC. Novamente a placa foi lavada de 4 a 6 

vezes com PBS-Tween e adicionado o anticorpo biotinilado específico que 

permaneceu por um período de 1h em temperatura ambiente. Posteriormente a placa 

foi lavada de 4 a 6 vezes novamente para posterior adição da enzima estreptavidina 

conjugada com peroxidase (Invitrogen) diluída de 1:1000. Está permaneceu de 20 a 30 

minutos a temperatura ambiente.  E por fim, a placa foi lavada de 4 a 6 vezes e então 

adicionado o substrato TMB (Invitrogen) para revelar a reação, que foi interrompida 

com 20 µl de H2SO4 e lida em leitora de microplacas a 450 e 620nm. 

A dosagem de leptina foi semelhante ao protocolo anterior, porém a solução de 

bloqueio foi 300 µl por poço da solução (Albumina 1% em PBS 1x) e o volume das 

amostras foi de 50 µl do soro, a curva padrão começou a 2ng, o substrato utilizado foi 

ABST para revelar a reação e a leitura foi feita em filtro de 405 nm. 

Com exceção dos kits comerciais, todos os anticorpos para ELISA foram 

obtidos a partir de hibridomas que foram doados pelo Dr. Giorgio Trinchieri (National 

Cancer Institute, EUA) ou Dr. Ises de Almeida Abrahamshon (ICB, USP, São Paulo, 

Brasil). As produções destes anticorpos são feitas como rotina no laboratório de 

Citocinas do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública – IPTSP (UFG).  
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1.9 Análises estatísticas 

A análise estatística foi realizada por meio do programa Graphpad Prism 

6.0 (graphpad software - EUA). As variáveis qualitativas foram analisadas através do 

teste de qui-quadrado (X2). Para avaliação das variáveis quantitativa primeiramente foi 

verificada a homogeneidade dos dados por meio do teste de Kolmogorv-Smirnov. As 

variáveis contínuas que apresentaram distribuição normal foram expressas em média 

± desvio padrão e aquelas que apresentaram distribuição não normal foram expressas 

em mediana ( com valores mínimos e máximos e percentis).  Para comparação entre 

dois grupos (C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO IFN ou Balb-c WT versus Balb-c KO 

IL-4) foi utilizado o teste “t” não pareado para os dados com distribuição normal e 

teste de Mann Whitney (U) para os dados com distribuição não normal. Os resultados 

foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.



 

   

35 

 

RESULTADOS 

  

1.1 Ninhos de amastigotas 

 Para avaliar o parasitismo tissular, foi utilizada a lâmina corada por HE, onde 

foi feita a contagem de ninhos T. cruzi no miocárdio, nos grupos C57Bl/6 WT, 

C57Bl/6 KO IFN-γ, Balb-c WT e Balb-c KO IL-4, infectados por 21 dias com a cepa 

Colombiana. 

O grupo C57Bl/6 KO IFN-γ apresentou maior número de ninhos de 

amastigotas em relação ao grupo C57Bl/6 WT (p=0,0093; teste “t” não pareado). A 

comparação entre os grupos Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 não apresentou 

diferença estatística (teste “t” não pareado). (Figura 5, Prancha 1A e B).  

 

       

Figura 5 – Ninhos de T. cruzi no coração de camundongos das linhagens C57Bl/6 WT, C57Bl/6 KO 

IFN-γ, Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. O eixo das ordenadas (n) o número de ninhos por lâmina, enquanto 

o eixo das abcissas representa as diferentes linhagens de animais. Os resultados foram expressos em 

média ± desvio padrão. * p<0,05, teste “t” não pareado. 
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1.2 Infiltrado inflamatório 

A análise do infiltrado inflamatório cardíaco foi realizada entre o grupo 

C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO IFN-γ ou Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 

infectados com a cepa Colombiana na fase aguda da doença de Chagas experimental 

(Figura 6, Prancha 1A e B). 

Não houve diferença estatística quando comparados os grupos C57Bl/6 WT 

versus C57Bl/6 KO IFN-γ ou Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 (Figura 6). 

 

 
 
Figura 6 – Infiltrado inflamatório no coração de camundongos das linhagens C57Bl/6 WT, C57Bl/6 

KO IFN-γ, Balb-c WT e Balb-c KO IL-4 infectados pela cepa Colombiana de T. cruzi.  O eixo das 

ordenadas (n) representa o número de animais cujo score atribuído para o infiltrado inflamatório foi 

discreto ou moderado e o eixo das abcissas representa as diferentes linhagens de camundongos. A. 

Intensidade do infiltrado inflamatório em C57Bl/6 WT comparando a C57Bl/6 KO IFN-γ. B. 

Intensidade do infiltrado inflamatório em Balb-c WT, comparando Balb-c KO IL-4. Para análise das 

proporções foi utilizado teste de Exato de Fisher, e considerado significativo quando p<0,05.



 

   

37 

 

1.3 Fibrose 

A análise da fibrose foi feita por meio de morfometria na lâmina de coração 

corada pelo picro-sírius nos camundongos C57Bl/6 WT, C57Bl/6 KO IFN-γ, Balb-c 

WT e Balb-c KO IL-4, infectados por 21 dias com a cepa Colombiana e grupos 

controles não infectado. A análise foi realizada entre os grupos C57Bl/6 WT versus 

C57Bl/6 KO IFN-γ e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e não infectados 

com a cepa Colombiana. Em nenhuma das análises foi observada diferença estatística 

entre os grupos. (Figura 7 A e B, Teste t). 

  

 

 

Figura 7 – Percentual (%) de fibrose no coração de camundongos das linhagens A. Camundongos 

C57Bl/6 WT e C57Bl/6 KO IFN-γ B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. O eixo das 

ordenadas indica a média das porcentagens para cada grupo e o eixo das abcissas representa os diferentes 

grupos e linhagens de camundongos expressos na legenda. Os resultados foram expressos em média ± 

desvio padrão. * p<0,05, Teste t. 

 

1.4 Produção de citocinas in situ 

A dosagem das citocinas TNF-α, IL-12p70, IL-10, IFN-γ, IL-4 e IL-17 no 

sobrenadante do homogenato cardíaco foi realizada nos grupos infectados com a cepa 

Colombiana de T. cruzi e controles (não infectados) de camundongos C57Bl/6 WT, 

C57Bl/6 KO IFN-γ, Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. 

A análise foi realizada entre os grupos C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO IFN-

γ e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e não infectados com a cepa
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Colombiana. A expressão de TNF-α foi significativamente menor nos animais 

C57Bl/6 KO IFN-γ não infectados em relação aos C57Bl/6 KO IFN-γ infectados 

(p=0,0006; Mann-Whitney) e houve diferença estatística também entre os grupos 

C57Bl/6 WT controle em relação ao C57Bl/6 KO IFN-γ controle (p=0,0258; Mann-

Whitney) (Figura 8A).  

Em relação aos grupos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4 foi observado uma maior 

expressão de TNF-α nos grupos infectados quando comparado aos controles 

(p=0,0101; Mann-Whitney; p=0,0303, Mann-Whitney, respectivamente) (Figura 8B).  

 
     

 
Figura 8– Expressão de TNF-α em picogramas por grama de coração de camundongos infectados e não 

infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57Bl/6 WT e C57Bl/6 KO 

IFN-γ B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferenças estatisticamente significativa estão 

marcadas com * (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as 

barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%.  



 

   

39 

 

Ao analisar a expressão de IL-12p70, não foram observadas diferenças na 

expressão de IL-12p70 entre os grupos C57Bl/6, mesmo que os C57Bl/6 WT tenham 

maior expressão da citocina quando comparados aos grupos C57Bl/6 KO IFN-γ 

(Figura 9B).  

Os animais Balb-c WT infectados apresentaram expressão significativamente 

maior de IL-12p70 que os animais Balb-c WT não infectados (p=0,0303; Mann-

Whitney) (Figura 9A).  

 

 

 

Figura 9 - Expressão de IL-12p70 em picogramas por grama de coração de camundongos infectados e 

não infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57Bl/6 WT e C57Bl/6 

KO IFN-γ; B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferenças estatisticamente significativa 

estão marcadas com *(p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, 

as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. 
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A expressão de IFN-γ, foi significativamente maior nos animais C57Bl/6 WT 

infectados em relação aos não infectados (p=0,0478; Mann-Whitney), entre os animais 

C57Bl/6 KO IFN-γ não foram observadas diferenças. Em relação aos grupos Balb-c, 

a expressão de IFN-γ foi significativamente maior nos Balb-c WT infectado quando 

comparado aos Balb-c WT não infectado (p=0,0303; Mann-Whitney) (Figura 10A e 

10B). 

 

 

Figura 10 - Expressão de IFN-γ em picogramas por grama de coração de camundongos infectados e 

não infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57Bl/6 WT e C57Bl/6 

KO IFN-γ; B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferenças estatisticamente significativa 

estão marcadas com * (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, 

as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. 

 

Não foram observadas diferenças na expressão de IL-17 entre os grupos 

C57Bl/6 (Figura 11A).  No entanto a expressão de IL-17 foi significativamente maior
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nos animais Balb-c KO IL-4 não infectados em relação aos Balb-c WT não infectados 

e Balb-c KO IL-4 infectados (p=0,0087; Mann-Whitney e p=0,0519; Mann-Whitney, 

respectivamente) (Figura 11B). 

 

 

 

Figura 11 - Expressão de IL-17 em picogramas por grama de coração de camundongos infectados e 

não infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57Bl/6 WT e C57Bl/6 

KO IFN-γ; B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferenças estatisticamente significativa 

estão marcadas com * (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, 

as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. 

 

A expressão de IL-10 foi significativamente maior no grupo C57Bl/6 WT 

controle quando comparado ao C57Bl/6 KO IFN-γ controle (p=0,0159; Mann-

Whitney). Não foram observadas diferenças significativas na expressão de IL-10 entre 

os Balb-c (Figura 12A e 12B). 
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Figura 12 - Expressão de IL-10 em picogramas por grama de coração de camundongos infectados e 

não infectados pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. Camundongos C57Bl/6 WT e C57Bl/6 

KO IFN-γ; B. Camundongos Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferenças estatisticamente significativa 

estão marcadas com * (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, 

as barras representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. 
 

Na dosagem de IL-4, os resultados apresentados não foram representativos, 

devido a detecção da expressão dessa citocina ter sido baixa. 

  

1.5 Produção sérica de leptina 

A análise foi realizada entre os grupos C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO IFN-

γ e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e não infectados com a cepa 

Colombiana.
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A produção de leptina foi significativamente maior no grupo C57Bl/6 KO foi 

infectado apresentou níveis de leptina significativamente maior que C57Bl/6 WT 

infectado e C57Bl/6 KO controle (p=0,0062, p=0,0377; Teste t, Figura 13A).  

Os animais Balb-c WT infectados apresentaram níveis de leptina 

significativamente maior em relação ao seu controle. (p=0.0586; Teste t, Figura 13B). 

 

Figura 13 – Níveis séricos de leptina (ng/mL) no soro de camundongos infectados e não infectados 

com a cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. camundongos C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO 

IFN-γ. B. Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. O eixo das ordenadas indica a média das concentrações de cada 

grupo e o eixo das abcissas representa os diferentes grupos e linhagens de camundongos expressos na 

legenda. Os resultados foram expressos em Média ± desvio padrão. * p<0,05, Mann Whitney.  
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1.6 Produção sérica de TNF-α  

A análise foi realizada entre os grupos C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO IFN-

γ e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e não infectados com a cepa 

Colombiana. 

Não foram observadas diferenças na expressão de TNF-α entre os grupos 

C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO IFN-γ. No entanto o grupo Balb-c WT infectado 

apresentou níveis significativamente maiores de TNF-α sérico quando comparado ao 

grupo Balb-c KO IL-4 infectados (Figura 14A e 14B) (Mann-Whitney). 

. 

Figura 14 – Níveis séricos de TNF-α (pg/mL) no soro de camundongos infectados e não infectados 

com a cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. camundongos C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO 

IFN-γ. B. Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferenças estatisticamente significativa estão marcadas com 

* (p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras 

representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. 
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1.7 Produção sérica de IL-10 

A análise foi realizada entre os grupos C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO IFN-

γ e Balb-c WT versus Balb-c KO IL-4 infectados e não infectados com a cepa 

Colombiana. 

Não foi observada diferença estatística na expressão de IL-10 foi nos grupos 

C57Bl/6 WT controle e infectados quando comparado ao C57Bl/6 KO IFN-γ controle 

e infectado. Entre os Balb-c foi observada diferença significativa na expressão de IL-

10 entre os Balb WT infectados versus o Balb WT controle (p=0,0010; Mann-

Whitney) (Figura 15A e 15B). 

 

Figura 15 – Níveis séricos de IL-10 (pg/mL) no soro de camundongos infectados e não infectados com 

a cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. A. camundongos C57Bl/6 WT versus C57Bl/6 KO IFN-γ. 

B. Balb-c WT e Balb-c KO IL-4. Diferenças estatisticamente significativa estão marcadas com 

*(p<0,05), teste de Mann-Whitney. As linhas horizontais representam as medianas, as barras 

representam os percentis 25-75% e as linhas verticais representam os percentis 10-90%. 
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Prancha 1 – Cortes histológicos de coração de camundongos infectados há 21 dias com 100 formas da 

cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. Em A. e B. Ninhos de amastigotas indicados por pontas de 

setas pretas em fotomicrografias de lâminas coradas HE. C. e D. infiltrado inflamatório discreto (HE). 

E. e F. infiltrado inflamatório moderado (HE). G e H. Fibrose, corada em vermelho (Picro-sírius), 

indicada por pontas de setas azuis. 
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DISCUSSÃO 

 

No presente trabalho foi estudado o papel de mediadores inflamatórios 

juntamente com as alterações cardíacas resultantes da infecção experimental com a 

cepa Colombiana de T. cruzi na fase aguda da infecção.  

Na doença de Chagas o fator lesivo inicial é o parasitismo de miocardiócitos 

pelo T. cruzi. Nossos resultados demonstram uma maior quantidade de ninhos de 

amastigotas nos animais C57BL/6 KO IFN-γ, quando comparado com C57Bl/6 WT e 

com Balb-c KO IL-4. Estes resultados indicam a importância do IFN-γ, um fator 

ativador de macrófagos, na resistência do hospedeiro a infecção pela doença de Chagas 

aguda e são concordantes com os resultados de outros estudos (MICHAILOWSKY et 

al., 2001; ROGGERO et al., 2002; BORGES et al., 2009).  

No presente estudo o infiltrado inflamatório foi semelhante entre os grupos 

comparando-se os grupos de camundongos infectados da linhagem C57Bl/6 (C57Bl/6 

WT e C57Bl/6 KO IFN-γ) e Balb-c (Balb-c WT e Balb-c KO IL-4), resultados 

semelhantes foi encontrado por MICHAILOWSKY et al. (2001). Por outro lado, 

alguns estudos demosntram que camundongos C57BL/6 WT são utilizados como 

modelos de resistência a microorganismo intracelulares, devido sua boa produção de 

citocinas pró-inflamatória acompanhado de intenso infiltrado inflamatório (HEINZEL 

et al., 1998). 

A análise da fibrose não mostrou diferença entre os grupos controle e 

infectados, assim como entre os camundongos nocautes para IL-4 e IFN-γ. Tais 

resultados podem ser explicados, pois a avaliação foi feita na fase aguda da infecção. 

Acreditamos que no decorrer de mais tempo, esses grupos iriam apresentar diferença 

na deposição de colágeno (fibrose). A fibrose é o reparo tecidual que procede a 

destruição tecidual característica da doença de Chagas. Desta forma, seria uma 

resposta mais tardia, que não é observada nas fases iniciais da doença (LOPES et al., 

1991). Acredita-se que a fibrose seja uma consequência mais tardia e esteja associada 

com a grande deterioração do miocárdio, geralmente progressiva, com redução 

importante de células cardíacas e diminuição progressiva da função contrátil, por 

excessiva distensão das células remanescentes. Contudo, o mecanismo preciso que 

produz essa destruição está ainda sujeito a controvérsias (JORGE & CASTRO, 2000), 

por isso, a avaliação da fibrose na doença de Chagas experimental é extremamente 

importante, pois pode trazer informações que corroborem para
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compreensão de seus mecanismos. 

Na infecção pelo T. cruzi, tanto a interação precoce entre as células do 

hospedeiro e as do parasita e o desenvolvimento de um microambiente adequado de 

citocinas são aspectos críticos no controle da parasitemia (RODRIGUES et al., 2010).  

O TNF-α é uma citocina importante na progressão da cardiopatia chagásica e 

que contribui para fisiopatologia da infecção pelo T. cruzi (MACHADO et al.,2014). 

Em nossos resultados foi evidenciada uma maior expressão de TNF-α nos grupos e 

C57Bl/6 KO IFN-γ e Balb-c WT e Balb-c KO IL-4 infectados em comparação aos não 

infectados. Esses resultados estão de acordo com os já descritos que demonstram uma 

maior expressão dessa citocina na infecção pelo T. cruzi. No entanto, os mecanismos 

moleculares que conduz a superexpressão TNF-α nesta doença ainda não estão 

totalmente elucidados, sabe-se que macrófagos infectados pelo T. cruzi expressam 

TNF-α, que são importantes para ativação de células NK (GAZZINELLI et al., 1992; 

BRENER & GAZZINELLI, 1997; MICHAILOWSKY et al., 2008). 

Os macrófagos e as células dendríticas são as células responsáveis pela 

produção de IL-12p70, uma citocina mediadora fundamental da resposta imune inata, 

sendo importante para a produção de IFN-γ pelas células NK e linfócitos T (ROGGE 

et al., 1997). Quando infectados pelo T. cruzi, os macrófagos secretam IL-12p70 para 

a ativação de células NK e linfócitos. O resultado desta ativação é a produção de IFN-

γ que irá atuar nos macrófagos, tornando-os aptos na atividade microbicida através da 

produção de NO (GAZZINELLI et al., 1992).  A IL-12p70 em ação conjunta com 

outras citocinas desencadeiam a diferenciação em células Th1 produtoras de IFN-γ 

específicas contra o T. cruzi. Essas células migram para o sítio da inflamação induzida 

pelo parasita, incluindo o miocárdio, em resposta a produção local de quimiocinas 

(TEIXEIRA et al., 2002; MARINO et al., 2004; CUNHA-NETO, 2008).  

Na fase aguda da doença de Chagas o IFN-γ é descrito como uma citocina 

protetora, devido a sua capacidade de ativação do óxido nítrico induzível (BAHIA-

OLIVEIRA et al., 2000; REED, 1988; VESPA et al., 1994). Em nossos resultados, 

observou-se que os animais infectados foram melhores produtores de IFN-γ do que os 

não-infectados, corroborando com outros trabalhos de nessa mesma linha (SILVA et 

al., 1997; MACHADO et al., 2014. Sendo que nesse ultimo os animais infectados com 

a cepa Colombiana demonstraram aumento do IFN-γ in situ.  
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Ainda, pudemos observar que os animais nocautes para IFN-γ apresentaram 

maior produção de TNF-α in situ, acreditamos que esse pode ser um mecanismo 

compensatório de resposta inflamatória frente a ausência de IFN-γ. 

Em 2014, Cunha-Neto et al relatou que em pacientes com ccc o miocárdio 

exibia de forma significativa o aumento da expressão de mRNA que codifica o IFN-γ 

e um expressão reduzida do mRNA para IL-17. A subpopulação de IL-17 é a principal 

fonte de IL-17, mas essa também pode ser sintetizada por células T CD8+, NK e T com 

TCRγδ. A IL-17 tem um papel protetor ao estimular a produção de IL-1β e TNF-α por 

macrófagos (MIYAZAKI et al., 2010).  

Nossos dados mostram que houve uma produção significativa de IL-17 pelos 

Balb-c KO IL-4 não infectado em relação ao Balb-c KO IL-4 infectado. Acreditamos 

que isso se deva ao fato de que os Balb-c KO IL-4 infectados demonstraram ser bons 

produtores de IL-10, citocina anti-inflamatória, o que resultaria na diminuição dos 

níveis de IL-17, citocina pró-inflamatória. Essa hipótese pode ser suportada pelo 

estudo realizado por Gu et al (2008), que demonstra que macrófagos e linfócitos T de 

camundongos nocautes para IL-10 apresentam aumento da expressão de citocinas do 

padrão Th17 (IL-17 e IL-22).  

Indivíduos com cardiopatia chagásica geralmente tem um déficit em 

determinados mecanismos que controlam a resposta imune, como na produção de IL-

10 (DUTRA et al., 2005). A IL-10 é responsável de forma indireta pela diminuição na 

síntese de citocinas pró-inflamatórias, controlando a resposta imune e os efeitos 

potencialmente lesivos dessa ativação sobre os tecidos do hospedeiro (FIORENTINO 

et al., 1991). Níveis de IL-10 foram determinados para avaliar seu possível papel na 

regulação da resposta inicial da infecção com T. cruzi. Neste sentido, uma maior 

produção de IL-10 sérica foi observada nos animais Balb-c infectados quando 

comparados com os não infectados, acreditamos que essa maior produção de IL-10 

seja para regular a resposta imune, uma vez que esses animais estão produzindo muito 

IFN-γ in situ e TNF-α sistêmico. Esses dados estão de acordo com o trabalho de 

ROGGERO et al., 2002, que demonstra que o Balb-c é um bom produtor de citocinas 

pró-inflamatória (ROGGERO et al., 2002). 

Sabe-se hoje que o tecido adiposo é um órgão multifuncional, produtor e 

secretor de inúmeros peptídeos e proteínas bioativas, denominadas adipocitocinas. E 

que essas moléculas exercem importantes efeitos sobre a resposta imunológica, como 

a leptina sobre a resposta Th1 (HALLE & PERSSON, 2002). Nossos resultados
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demonstram que os níveis de leptina estão aumentados nos animais C57Bl/6 KO IFN-

γ infectado, esse resultado não está de acordo com outros estudos experimentais que 

notaram diminuição na secreção de leptina frente a infecção pelo T. cruzi na fase 

aguda. Acredita-se que essa diminuição está associada a diminuição da gordura 

corporal, uma consequência da diminuição da ingestão de alimentos e lipólise 

associada a infecção (COOMBS et al., 2005; NAGAJYOTHI, 2010; NAGAJYOTHI, 

2012).  Em nosso estudo acreditamos que o aumento da leptina sérica nos 

camundongos C57Bl/6 KO IFN-γ infectados parece estar mais associado a ausência 

de IFN-γ do que com a infecção, pois animais infectados dos outros grupos não 

apresentaram aumento de leptina. Esse achado poderia indicar um processo de 

compensação imunológica, uma vez que, a leptina tem função na geração e 

manutenção da resposta imune frente a um processo infeccioso (FILIPPATOS et al., 

2000; SCHULZE et al., 2003).  

Nosso resultado da análise sérica do TNF-α demonstrou que não houve 

diferença na expressão sistêmica dessa citocina por nenhum grupo. Esse resultado 

difere do encontrado em por Kroll-Palhares (2008) que analisaram os níveis 

plasmáticos de TNF-α na fase aguda da infecção pelo T. cruzi com a cepa colombiana 

e notaram o aumento da expressão desta citocina, demonstraram também que o TNF-

α participa mais não é crucial para o controle da parasitemia. 

Assim como os níveis de leptina a expressão de IL-10 sistêmica esteve aumentada 

nos animais Balb-c WT infectados, sabendo que a leptina promove atividade pró-

inflamatória, justifica-se o aumento da IL-10 nesses animais como tentativa de 

controlar a resposta inflamatória exacerbada (FIORENTINO et al., 1991; 

FILIPPATOS et al., 2000; SCHULZE et al., 2003) 

Na cardiopatia chagásica, o infiltrado inflamatório rico em células 

mononucleares tem um papel muito importante no seu desenvolvimento e progressão. 

Sabe-se que os mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento da cardiopatia 

chagásica ainda não estão completamente elucidados, dessa forma esse trabalho pode 

contribuir com melhor entendimento da lesão produzida no miocárdio na fase inicial 

da doença. 
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CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados apontam que na ausência de IFN-γ os camundongos 

infectados não conseguem controlar o parasitismo tissular apesar de apresentarem 

semelhança no infiltrado inflamatório com os demais grupos, com produção 

aumentada in situ de TNF-α, mas não de IL-12, IL-17 e IL-10. De forma importante, 

os camundongos deficientes de IFN-γ apresentam níveis séricos aumentados de 

leptina, que pode ter sido produzida como mecanismo compensatório da deficiência 

de resposta Th1. 

A deficiência de IL-4 parece não influenciar diretamente na resposta imune in 

situ, nem tampouco na produção de leptina.  

De forma interessante, os animais Balb-c infectados mostraram ser bons 

produtores de leptina, TNF e IL-10 sérico. 
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