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INSTITUTO CARLOS CHAGAS 

Vesículas extracelulares secretadas por Trypanosoma cruzi e a relação com ácidos graxos 
poli-insaturados na modulação da infecção experimental 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO 

Maria Isabel Lovo Martins Busch Pereira 

Durante a infecção por Trypanosoma cruzi a resposta imunológica é importante para o 

controle do parasitismo e sobrevida do hospedeiro. Contudo, o parasito apresenta 

mecanismos de evasão que garantem sua persistência e o desenvolvimento da fase crônica 

da infecção. As vesículas extracelulares de T. cruzi Y (EVs Y) participam da comunicação 

intercelular ao carrearem moléculas funcionais que sinalizam para células do hospedeiro 

podendo modular a resposta imunológica a favor do parasito. A suplementação de dietas com 

ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) n-3 tem sido associada com redução da inflamação 

e modulação da resistência às infecções. Nosso grupo mostrou recentemente que a 

suplementação oral com óleo de peixe é benéfica para o hospedeiro durante a fase aguda da 

infecção por T. cruzi. O objetivo da tese foi avaliar os efeitos imunopatológicos das EVs Y, 

assim como a sua associação à ação imunomoduladora dos PUFAs na patogênese da doença 

de Chagas experimental. Camundongos C57BL/6 que receberam o inóculo de EV Y 

previamente à infecção por T. cruzi apresentaram maior parasitemia, maior parasitismo 

cardíaco, diminuição dos níveis de óxido nítrico (NO) plasmático e daquele produzido por 

células esplênicas. As EVs Y também modularam a produção de citocinas pró-inflamatórias, 

com redução do TNF-α plasmático e menor produção de TNF-α e de IL-6 por células 

esplênicas obtidas de animais infectados. Em ensaios in vitro utilizando macrófagos, o 

estímulo com EVs Y previamente à infecção por T. cruzi aumentou a internalização de 

amastigotas assim como a liberação de formas tripomastigotas. Neste mesmo cenário, as EVs 

Y induziram a formação de corpos lipídicos e a produção de prostaglandina E2 em macrófagos, 

mesmo na ausência do T. cruzi, e diminuíram a produção de NO frente ao estímulo com LPS. 

A suplementação oral dos animais com óleo de milho (CO) ou óleo de peixe (FO) impediu o 

aumento da parasitemia em animais previamente tratados com EVs Y. Além disso, a 

estimulação com EVs Y não reduziu a produção de NO pelos esplenócitos dos animais 

suplementados com FO, indicando que a ingestão de FO rico em PUFAs n-3 impede os efeitos 

moduladores das EVs Y sobre a resposta dos animais à infecção. In vitro, o tratamento de 

macrófagos com ácido araquidônico associado às EVs Y aumentou a internalização de 

parasitos nessas células, enquanto o tratamento com ácido eicosapentaenóico associado às 

EVs Y diminuiu a internalização de parasitos. Macrófagos tratados com ácido linoleico ou 

oleico tiveram maior liberação de tripomastigotas, que foi potencializada pela associação 

desses ácidos graxos com EVs Y. Já nos macrófagos tratados com ácidos araquidônico, 

eicosapentaenóico ou docosahexaenóico não houve liberação de tripomastigotas, mesmo 

quando associados às EVs Y. Esses resultados sugerem que as EVs Y modulam a resposta 

do hospedeiro a favor do parasito enquanto os PUFAs n-3 interferem na modulação exercida 

pelas EVs Y. 

Palavras-chave: imunomodulação; Trypanosoma cruzi; vesículas extracelulares; ácidos 
graxos poli-insaturados n-3; camundongo 
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INSTITUTO CARLOS CHAGAS 

Extracellular vesicles secreted by Trypanosoma cruzi and the relationship with 
polyunsaturated fatty acids in the modulation of experimental infection 

ABSTRACT 

PhD THESIS 

Maria Isabel Lovo Martins Busch Pereira 

During the infection by Trypanosoma cruzi the immune response is important for the for the 
control of parasitism and host survival. However, the parasite presents evasion mechanisms 
that work in favor of its chronic persistence. T. cruzi extracellular vesicles (EVs Y) has a role 
in intracellular communication by carrying functional molecules that signal to host cells and 
can modulate the immune response in favor of the parasite. The supplementation of diet with 
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) n-3 has been associated with reduced inflammation and 
modulation of resistance to infections. Recently we showed that fish oil supplementation 
benefits the host during the acute phase of T. cruzi infection. Therefore, the objective of this 
work was to evaluate the immunopathological effects of EVs Y, as well as its association with 
the immunomodulatory action of PUFAs in the pathogenesis of experimental Chagas' disease. 
C57BL/6 mice that received the inoculum of EV Y prior to T. cruzi infection showed higher 
parasitemia, greater cardiac parasitism, decreased levels of plasma nitric oxide (NO) and that 
produced by splenic cells. The EVs Y also modulated the production of pro-inflammatory 
cytokines, with reduction of plasma TNF-α and lower production of TNF-α and IL-6 by spleen 
cells from infected animals. In vitro assays using macrophages, the stimulation with EVs Y 
prior to T. cruzi infection increased the parasites internalization rate as well as the release of 
trypomastigote forms by these cells. In this same scenario, EVs Y induced lipid bodies 
formation and prostaglandin E2 release in macrophages even in the absence of T. cruzi 
infection and decreased NO production by LPS-stimulated macrophages. Oral 
supplementation of animals with corn oil (CO) or fish oil (FO) prevented the increase of 
parasitemia in animals pre-treated with EVs Y. In addition, stimulation with EVs Y did not 
abrogate NO production by splenocytes from animals supplemented with FO, indicating that 
ingestion of FO rich in n-3 PUFAs hinders the modulatory effects of EVs Y upon the response 
of animals to infection. In vitro, the treatment of macrophages with arachidonic acid associated 
with EVs Y increased the internalization of parasites in these cells, while the treatment with 
eicosapentaenoic acid associated with EVs Y decreased the internalization of parasites. 
Macrophages treated with linoleic or oleic acid had greater release of trypomastigotes, which 
was potentiated by the association of these fatty acids with EVs Y. In macrophages treated 
with arachidonic, eicosapentaenoic or docosahexaenoic acids there was no release of 
trypomastigotes, even when associated with EVs Y. These results suggest that EVs Y 
modulate the host response in favor of the parasite, while n-3 PUFAs interfere with the 
modulation exerted by EVs Y. 
 
Keywords: immunomodulation; Trypanosoma cruzi; Extracellular vesicles; n-3 
polyunsaturated fatty acids; mouse 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  Trypanosoma cruzi E DOENÇA DE CHAGAS 

 

Há mais de cem anos, em 1909, o médico epidemiologista Carlos Chagas 

publicou um trabalho onde descrevia de forma completa e muito elegante a ocorrência 

de uma nova tripanossomíase humana. Nesse trabalho pioneiro foi descrito não só o 

agente etiológico causador dessa enfermidade, o Trypanosoma cruzi, mas também 

suas formas evolutivas, ciclo de vida, manifestações clínicas da doença e a 

epidemiologia (Chagas, 1909). Em homenagem ao seu mentor, Oswaldo Cruz, Carlos 

Chagas nomeou o novo parasito como Trypanosoma cruzi. E, em sua homenagem, 

essa nova tripanossomíase passou a ser denominada como doença de Chagas – que 

também é conhecida como tripanossomíase americana (Fernandes e Andrews, 2012). 

Decorrido mais de um século após essa descoberta, estima-se que 

atualmente a doença de Chagas ainda atinja cerca de 6 a 7 milhões de pessoas em 

todo o mundo, principalmente na América Latina, podendo causar incapacitação dos 

indivíduos acometidos e mais de 10 mil mortes por ano (WHO, 2017). Como a maior 

parte das pessoas infectadas é de classe social baixa, e considerando as poucas 

políticas públicas de prevenção e tratamento, assim como o desinteresse da indústria 

farmacêutica, a doença de Chagas permanece sendo considerada pela Organização 

Mundial da Saúde como uma doença tropical negligenciada (WHO, 2012). 

Apesar da infecção por T. cruzi ser característica dos países da América 

Latina, países não endêmicos também têm apresentado registros de novos casos de 

infecção. Essa transmissão se deve a intensa imigração de pessoas infectadas de 

áreas endêmicas para países não endêmicos para a doença de Chagas. Nesse 

cenário, a transmissão ocorre principalmente por via congênita, transfusões 

sanguíneas ou transplantes de órgãos (Andrade et al., 2014). Estima-se que em torno 

de 238 mil pessoas infectadas por T. cruzi vivam atualmente nos Estados Unidos. 

Contudo, considerando que esse estudo não abrangeu imigrantes ilegais, esse 

número pode estar deixando de contabilizar em torno de 100 mil casos (Manne-

Goehler et al., 2016). Na Europa, estima-se que existam entre 59 mil a 108 mil casos 

de doença de Chagas, principalmente na Espanha e Itália. Embora a maior parte dos 

casos documentados sejam de pacientes crônicos, alguns casos agudos foram 

registrados. Em virtude disso, esses países mesmo sendo não endêmicos para a 
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doença de Chagas passaram a adotar testes para infecção por T. cruzi em bancos de 

sangue (Angheben et al., 2011). 

A história da doença de Chagas na América Latina remonta a mais de 9000 

anos atrás, uma vez que DNA do T. cruzi foi descoberto em múmias do norte do Chile 

e sul do Peru (Aufderheide et al., 2004). Embora a infecção por T. cruzi ocorresse 

principalmente na natureza entre triatomíneos e mamíferos, caracterizando o ciclo 

silvestre da infecção, a ocupação do ambiente silvestre pelo homem, principalmente 

em casas muito simples onde o inseto vetor consegue se alojar, transformou a doença 

em endêmica em algumas regiões. Além disso, o contato com animais silvestres 

infectados, tais como ratos, camundongos, morcegos e gambás aproximaram a 

doença dos humanos. Dessa forma, o homem e os animais domésticos passaram a 

constituir o ciclo doméstico e peridomiciliar do parasito (Forattini, 1980; Teixeira et al., 

2001; Coura e Dias, 2009). 

O protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da 

doença de Chagas, pertencente à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae 

(Chagas, 1909; Rassi et al., 2012). O ciclo de vida do parasito T. cruzi é do tipo 

heteroxênico, alternando entre o hospedeiro vertebrado e o hospedeiro invertebrado 

(inseto vetor). No hospedeiro vertebrado o T. cruzi desenvolve uma fase de 

multiplicação intracelular, enquanto que no hospedeiro invertebrado a multiplicação é 

extracelular (revisado por Tyler e Engman 2001). 

Conhecido popularmente como barbeiro, o hospedeiro invertebrado 

pertence à classe Hemíptera, família Reduviidae e subfamília Triatominae, gêneros 

Triatoma spp., Panstrogylus spp., e Rhodnius spp. As principais espécies 

transmissoras de T. cruzi no Brasil são Triatoma infestans, Triatoma sordida e 

Panstrogylus megistus (De Souza, 1984; Toledo et al., 1997). 

Desde 1960 programas governamentais foram implantados com o objetivo 

de erradicar o inseto vetor. Em 1991 surgiu a Iniciativa do Cone Sul, uma união dos 

governos do Brasil, Argentina, Bolívia, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru que tinha por 

objetivo erradicar o principal vetor da doença de Chagas, o Triatoma infestans; 

melhorar as condições de habitação e realizar a triagem de bolsas de sangue. Como 

resultado o Brasil recebeu em 2006 o Certificado Internacional de Eliminação da 

Transmissão da doença de Chagas (Hotez, 2011). Além disso, em 2008, a 

transmissão vetorial também foi interrompida no Chile e Uruguai (Schofield e Dias, 

1999; Massad, 2008).  
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Contudo, apesar dos esforços para eliminação do vetor, não houve 

posteriormente uma eficiente vigilância e prevenção. Como resultado, em áreas antes 

consideradas livres de insetos triatomíneos agora é possível encontrar insetos vetores 

parasitados. Nos últimos anos novos casos de doença de Chagas aguda têm sido 

relatados. No Brasil, a infecção oral por T. cruzi é atualmente a transmissão mais 

comum, associada ao consumo de açaí, fruto da palmeira ou caldo de cana 

contaminado (Andrade et al., 2014).  

Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta diferentes formas que são 

classificadas de acordo com a forma geral da célula, a posição do cinetoplasto em 

relação ao núcleo e o local de emergência do flagelo a partir da bolsa flagelar (De 

Souza, 1984). São descritas quatro formas bem definidas: epimastigotas, 

tripomastigotas metacíclicos, amastigotas e tripomastigotas sanguíneos. As formas 

epimastigotas apresentam flagelo e cinetoplasto localizados anteriormente ao núcleo, 

e estão presentes apenas no tubo digestivo do vetor e em meio de cultivo axênico. As 

formas tripomastigotas possuem flagelo e cinetoplasto localizados posteriormente ao 

núcleo, sendo essas as formas infectantes presentes no sangue do hospedeiro 

vertebrado e em culturas de células, enquanto as formas tripomastigotas metacíclicos 

constituem as formas infectantes liberadas pelo inseto vetor. As formas amastigotas 

constituem as formas proliferativas no interior de células do hospedeiro vertebrado ou 

em cultura de células, com pequeno flagelo (Brener, 1973; Tyler e Engman, 2001). 

Considerando as variações existentes em relação à gravidade das 

infecções por T. cruzi diversas classificações filogenéticas foram propostas (Momen, 

1999; Zingales et al., 2009) baseadas em marcadores enzimáticos e no DNA presente 

no cinetoplasto (Devera et al., 2003). Foram descritas, a princípio, duas linhagens 

genéticas principais denominadas T. cruzi I e T. cruzi II, geneticamente heterogêneas 

(Recommendations from a satellite meeting, 1999; Fernandes et al., 1999). Contudo, 

para padronizar a classificação das cepas e facilitar a comunicação entre 

pesquisadores que trabalham com T. cruzi foi proposto, em 2009, durante o XIII 

Congresso Internacional de Protistologia, XXV Encontro Anual da Sociedade 

Brasileira de Protozoologia e XXXVI Encontro Anual em Pesquisa Básica em Doença 

de Chagas, a classificação das cepas de T. cruzi em seis diferentes DTUs (“Discrete 

typing units”), sendo elas identificadas por números romanos (DTU I a VI) (Zingales et 

al., 2009; Zingales et al., 2012). As DTUs são definidas como “o conjunto de 

características que são geneticamente mais relacionadas umas com as outras do que 
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com qualquer outro conjunto de características e que são identificáveis por 

marcadores genéticos, moleculares ou imunológicos comuns” (Tibayrenc, 1998).  

Dentre as cepas relacionadas com a infecção em humanos podemos 

destacar as cepas Colombiana e Sylvio X10C11, que são pertencentes ao DTU I; a 

cepa Y, pertencente ao DTU II; e a cepa Tulahuen, pertencente ao DTU VI. Entre as 

cepas envolvidas com o ciclo silvestre do parasito pertencem ao DTU I as cepas 

Dm28c, G e YuYu; e ao DTU VI a cepa CL, assim como seu clone CL Brener (Zingales 

et al., 2009). 

O ciclo biológico de T. cruzi tem início quando o vetor triatomíneo ingere 

formas tripomastigotas durante o repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado 

infectado (figura 1.1). No estômago do inseto vetor ocorre a transformação dessas 

formas tripomastigotas em epimastigotas. As epimastigotas aderem à superfície 

epitelial do intestino do inseto e se replicam por fissão binária. Os epimastigotas 

migram então para a porção final do intestino do inseto, onde se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicos. Durante o repasto sanguíneo, os tripomastigotas 

metacíclicos são liberados juntamente com as fezes e urina do inseto vetor na pele do 

hospedeiro vertebrado (revisado por Rassi et al., 2010; Bern, 2011). A saliva do inseto 

contém substâncias que desencadeiam resposta inflamatória no local da picada 

provocando sensação de prurido. Ao coçar a região da picada o parasito pode ser 

levado até a lesão na pele ou à mucosas (como a mucosa ocular), permitindo que o 

T. cruzi transpasse a barreira epitelial e inicie a infecção do hospedeiro vertebrado 

(Souza, 2000). 

No hospedeiro vertebrado os tripomastigotas metacíclicos infectam, 

inicialmente, as células próximas ao local de inoculação, sendo infectadas tanto 

células fagocíticas como não fagocíticas. Posteriormente, após a replicação do 

parasito, as formas tripomastigotas - e até mesmo formas amastigotas - se 

disseminam pelo restante do organismo através da circulação sanguínea, infectam 

novas células, tornando a infecção sistêmica (Kahn et al., 1996; Monteon et al., 1996).   

Uma vez no fagolisossomo o parasito consegue evadir da digestão celular 

em pH ácido pela secreção da proteína formadora de poros denominada Tc-Tox para 

o citoplasma da célula, onde se transforma em amastigota, sendo essa a forma 

replicativa intracelular do parasito (Andrews et al., 1990). Inicia-se assim o ciclo de 

divisão intracelular, onde as formas amastigotas multiplicam-se por fissão binária com 

um tempo de duplicação de aproximadamente 12 horas e duração de 4 a 5 dias, 

diferenciando-se em tripomastigotas. Ao final desse processo, as formas 
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tripomastigotas rompem a célula e são liberados para o tecido adjacente e corrente 

sanguínea, completando o ciclo evolutivo do parasito através da infecção de novas 

células (Dvorak e Hyde, 1973). A lise prematura de algumas células libera formas 

amastigotas que também são capazes de invadir fagócitos e sobreviver à fagocitose, 

contribuindo dessa forma para a sustentação do ciclo de vida do parasito (Ley et al., 

1988; Mortara et al., 2005; Mortara et al., 2008).  

 

Figura 1.1: Transmissão e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. A penetração por formas 
tripomastigotas no hospedeiro vertebrado pode ocasionar a formação de sinais de porta de 
entrada, como o sinal de Romaña na mucosa ocular ou Chagoma de inoculação na pele. Ao 
infectar as células, os tripomastigotas escapam do vacúolo parasitóforo para citoplasma da 
célula, onde se diferenciam em formas amastigotas e iniciam a replicação por fissão binária. 
Após vários ciclos de replicação, quando a célula está repleta de formas amastigotas, estas 
se transformam novamente em tripomastigotas, rompem a membrana celular podendo invadir 
tecidos adjacentes e se disseminar para outros tecidos do hospedeiro via sistema linfático e 
sanguíneo, onde irão realizar novos ciclos de multiplicação intracelular. 

 

FONTE: RASSI, A. JR., RASSI, A., MARIN-NETO, J. A. Chagas disease. Lancet 375:1388–402. 2010. 

 

A progressão da doença de Chagas caracteriza-se pela existência de três 

fases: aguda, indeterminada e crônica. Na fase aguda é possível encontrar 

parasitemia associada a sintomas inespecíficos, como febre, mal-estar, 

hepatoesplenomegalia e linfocitose atípica, embora alguns pacientes possam passar 



 

6 
 

sem sintomas clínicos. Após a fase aguda, a resposta imunológica do hospedeiro 

consegue manter a carga parasitária controlada sem que haja, no entanto, completa 

eliminação dos parasitos (Bern, 2015). A maior parte dos pacientes nessa fase 

permanecem assintomáticos, caracterizando a fase indeterminada da doença. Cerca 

de 20% a 30% dos pacientes evoluem para a fase crônica da doença e passam a 

manifestar, décadas após a infecção, cardiomiopatia chagásica, levando a quadros 

de arritmias, tromboembolismo e falência cardíaca. Outros 15% a 20% desenvolvem 

sequelas digestivas, como mega-cólon e mega-esôfago (Rassi et al., 2010). 

Existem dois fármacos disponíveis para o tratamento da doença de 

Chagas. O benzonidazol (Rochagan®, Roche Pharmaceutical, cuja patente foi doada 

ao Ministério da Saúde, Brasil), um derivado de nitroimidazol, é considerado o fármaco 

de primeira escolha, apesar de ocasionar graves efeitos colaterais. Outro fármaco 

disponível, o Nifurtimox (Lampit®, Bayer Healthcare), da classe das nitrofurantoína, 

têm sua eficácia menos evidente em relação ao benzonidazol e também apresenta 

sérios efeitos colaterais. Ambas as drogas apresentam maior eficiência quando 

administradas durante a fase aguda da doença de Chagas (Bern et al., 2007).  

Justamente em função dos sintomas de fase aguda serem inespecíficos, a grande 

maioria das infecções não é diagnosticada durante este período. Nos surtos de 

transmissão oral relatados nos últimos anos, a intensidade dos sintomas permitiu o 

diagnóstico desses pacientes ainda no início da infecção. Nesses casos de infecção 

oral observou-se maior incidência de miocardite e mortalidade na fase aguda da 

infecção em comparação com o que ocorre em casos de transmissão vetorial (Bern et 

al., 2011; Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012). 

A sobrevivência durante a fase aguda da infecção requer uma resposta 

inflamatória envolvendo células da imunidade inata, como macrófagos, células 

dendríticas e natural killers enquanto na fase crônica a imunidade adquirida, mediada 

por linfócitos T, mantem a replicação do parasito sob controle (Machado et al., 2012). 

Contudo, evidências sugerem que a resposta inflamatória exacerbada do hospedeiro 

é um dos fatores mais determinantes da progressão da doença de Chagas, 

juntamente com a virulência e tropismo da cepa (Marin-Neto et al., 2007; Dutra et al., 

2014). Embora a patogênese da cardiomiopatia chagásica ainda não seja 

completamente conhecida, existe um consenso de que a persistência do parasito é 

essencial para a doença, o que leva a necessidade urgente de novos tratamentos 

tripanocidas que tenham alta eficácia na fase crônica da doença (Marin-Neto et al., 

2007; Rassi et al., 2010). Também a presença de auto-anticorpos em pacientes com 
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cardiomiopatia chagásica apontam uma possível participação de autoimunidade na 

patogênese da doença de Chagas, embora os mecanismos dessa patogênese ainda 

sejam desconhecidos (Bonney e Engman, 2015).  

A eficácia do benzonizadol durante a fase crônica da doença de Chagas foi 

avaliada no projeto denominado BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting 

Trypanosomiasis). Esse estudo prospectivo, multicêntrico e randomizado envolveu 

2854 pacientes com cardiomiopatia chagásica estabelecida que receberam 

benzonidazol ou placebo por pelo menos 80 dias e posteriormente foram 

acompanhados durante 5 anos, período onde foi avaliado tanto a carga parasitária 

como a evolução clínica dos pacientes. A terapia com benzonidazol nesses pacientes 

crônicos reduziu de forma significativa a detecção de T. cruzi no sangue (avaliado por 

PCR), contudo, não foi capaz de reduzir significativamente a deterioração cardíaca 

clínica avaliada durante os 5 anos de acompanhamento do estudo (Morillo et al., 

2015). 

A grande maioria dos trabalhos que estudam os mecanismos de 

patogênese envolvidos com a cardiomiopatia chagásica crônica abordam dois 

aspectos principais: autoimunidade e persistência do parasito. Ainda assim, não está 

descartada a possibilidade de que outros mecanismos patogênicos ainda não 

conhecidos estejam envolvidos. Somado a isso, a gravidade da doença depende de 

características específicas de cada infecção, como o tropismo tecidual e capacidade 

de estabelecer infecção crônica de cada cepa de T. cruzi assim como dos 

polimorfismos genéticos do hospedeiro, que podem afetar a produção de citocinas e 

até mesmo modular a gravidade da infecção (Bonney e Engman, 2015).   

 

1.2 MECANISMOS DE INVASÃO CELULAR PELO PROTOZOÁRIO Trypanosoma cruzi 

 

Apesar de ainda não ter sido completamente elucidada, a interação entre a 

célula hospedeira e o T. cruzi pode ser didaticamente dividida em três eventos: a 

adesão do parasito à célula; os sinais intracelulares desencadeados por essa adesão; 

e finalmente a internalização do T. cruzi na célula (De Souza et al., 2010). 

No processo de adesão do parasito à célula hospedeira várias moléculas 

podem estar envolvidas. As mucinas, que são as principais glicoproteínas de 

superfície do T. cruzi, promovem adesão através da ligação dos seus resíduos de 

açúcar com a célula do hospedeiro mamífero (Villalta e Kierszenbaum, 1984; Yoshida 

et al., 1989). Também outras glicoproteínas participam da adesão do T. cruzi. A 
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superfamília das gp85/ transialidases são formadas por várias proteínas que possuem 

motivos em comum com neuraminidases de bactérias, mas com uma região 

conservada específica de T. cruzi (VTVXNVFLYNR), dentre elas podemos citar a 

Tc85, gp85, gp82, TSA-1 e transialidases (Cross e Takle, 1993; Magdesian et al., 

2001). A proteína Tc85 é capaz de se ligar a componentes na membrana da célula, 

como a citoqueratina 18 (Magdesian et al., 2001) ou mesmo a estruturas da matrix 

extracelular, como fibronectina (Ouaissi et al., 1986) e laminina (Giordano et al., 1999). 

As gp82 e gp35/50 são encontradas na superfície dos tripomastigotas metacíclicos e 

são altamente imunogênicas (Teixeira e Yoshida, 1986). Quando a infecção ocorre 

através da via oral, o sucesso do processo de invasão é determinado pela expressão 

de glicoproteínas de superfície do parasito, como gp82, gp35/50 e gp90, que são 

resistentes à degradação pelas enzimas da digestão e regulam a capacidade de 

invasão da mucosa gástrica em cada cepa do parasito (Yoshida, 2006; Yoshida, 

2008). 

As transialidases (Ts) compreendem mais de 140 enzimas que podem ser 

ativas ou inativas e estão presentes na superfície dos tripomastigotas ancoradas na 

membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Frasch, 2000). Durante a infecção, as 

transialidases são liberadas para o meio extracelular onde transferem ácido siálico 

das células do hospedeiro para as porções β-terminais dos glicoconjugados do T. 

cruzi, principalmente mucinas, uma vez que o parasito é incapaz de sintetizar o próprio 

ácido siálico (Previato et al., 1985; Schenkman et al., 1991). O ácido siálico na 

superfície do parasito está relacionado com maior infectividade (Pereira et al., 1996) 

além de conferir resistência à lise pelo sistema complemento (Tomlinson et al., 1994).   

No entanto, em todos os tripomastigotas que são liberados no sobrenadante de cultura 

de células, essa enzima está presente apenas em 20% a 30% dos tripomastigotas, 

sendo esses parasitos os que apresentam capacidade de infectar células de 

mamíferos. O significado biológico da expressão da transialidase em apenas uma 

pequena população de T. cruzi, apesar da morfologia ser idêntica entre os parasitos, 

ainda não é conhecido (Pereira et al., 1996). 

O T. cruzi também apresenta proteínas com atividades de proteases que 

estão envolvidas com a infecção de células do hospedeiro, como a cruzipaína, a 

oligopeptidase-B e a Tc80. A cruzipaína é uma cisteína protease descrita inicialmente 

no reservossomo de epimastigotas (Cazzulo et al., 1990; Souto-Padron et al., 1990), 

mas que também está presente na superfície de epimastigotas e na transição 

amastigota-tripomastigota. A cruzipaína é secretada pelo parasito e atua clivando 
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cininogênio de alto peso molecular do hospedeiro em pequenas cininas, que se ligam 

aos receptores de bradicinina do hospedeiro e estimulam o aumento transiente de 

Ca2+ livre na célula (Scharfstein et al., 2000). A Oligopeptidase-B é secretada por 

tripomastigotas e também atua induzindo um aumento transiente de Ca2+ durante a 

invasão do T. cruzi (Burleigh et al., 1997). Já a Tc80 é uma prolil-oligopeptidase que 

hidrolisa colágeno tipo I, tipo IV e fibronectina, sendo importante para a movimentação 

do parasito em tecidos (Grellier et al., 2001) e para a infecção de células não-

fagocíticas (Santana et al., 1997). 

Em relação as moléculas do hospedeiro, várias proteínas e glicoproteínas 

estão relacionadas com a adesão e reconhecimento do T. cruzi, dependendo do tipo 

de célula envolvida. A Lectina galectina-3 está relacionada com a adesão do T. cruzi 

à laminina da matrix extracelular e às células dendríticas (Moody et al., 2000; Vray et 

al., 2004) assim como em células do músculo liso de artérias (Kleshchenko et al., 

2004). Resíduos de carboidratos na superfície das células do hospedeiro também 

podem atuar como receptores (Barbosa e De Meirelles Mde, 1992). A ligação de 

tripomastigotas com o receptor de TGF-β em células de mamíferos também 

desencadeia uma cascata de sinalização intracelular que facilita a entrada do parasito 

nas células (Hall e Pereira, 2000). Os receptores de bradicinina da célula do 

hospedeiro são ativados por cininas geradas por enzimas do parasito e provocam 

aumento transiente do Ca2+ intracelular, evento chave na internalização do parasito 

(Scharfstein et al., 2000). O T. cruzi também é capaz de estimular receptores de 

neurotrofinas tirosina cinase A e C (TrkA e TrkC) presentes em neurônios e células da 

glia através da secreção do fator neurotrófico derivado do parasito (PDNF, do inglês 

parasite-derived neutrophic factor), promovendo a sobrevivência dessas células do 

sistema nervoso.  

Após a adesão, o T. cruzi invade a célula num processo semelhante à 

endocitose, que pode ocorrer por diversos mecanismos, dentre eles por fagocitose, 

macropinocitose, autofagia, endocitose mediada por receptor de lipoproteína de baixa 

densidade (LDL), através de endocitose mediada por rafts lipídicos ou ainda via 

mecanismos de reparo da membrana citoplasmática da célula hospedeira. Todos 

esses mecanismos culminam com a formação de um compartimento intracelular 

chamado vacúolo parasitóforo (Tanowitz et al., 1975; Nogueira e Cohn, 1976; Araújo-

Jorge, 1989; Fernandes et al., 2011; Barrias et al., 2013). 

A fagocitose foi o primeiro mecanismo descrito de internalização do T. cruzi 

em células de mamíferos, mais especificamente macrófagos peritoneais, células 
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L929, células HeLa e fibroblastos de embriões bovinos (Nogueira e Cohn, 1976). 

Posteriormente, a internalização de tripomastigotas via fagocitose também foi 

demonstrada em células do musculo cardíaco (Barbosa e Meirelles, 1995). Esses 

estudos indicam que apesar da fagocitose ser um mecanismo comum em células 

especializadas do sistema imunológico, esse mecanismo também ocorre na 

internalização do T. cruzi em células não fagocíticas. Após o contato do 

tripomastigotas com a membrana celular ocorre a ativação de proteínas tirosina-

quinases com consequente recrutamento de fosfaditilinositol-3-quinase (PI-3K), 

levando à polimerização dos filamentos de actina e extensão dos pseudópodes (Vieira 

et al., 1994). 

A macropinocitose é uma via endocítica de células de mamíferos que pode 

ser induzida por ativação de vias de sinalização disparadas por fatores de crescimento 

e por estímulos externos que ativam receptores tirosina-quinases. Esse processo de 

endocitose é mediado por actina e envolve a formação de grandes extensões 

unilaterais da membrana plasmática (Kerr e Teasdale, 2009). A participação dessa via 

na internalização de tripomastigotas foi demostrada em células fagocíticas e não-

fagocíticas, com identificação de moléculas características de macropinocitose, tais 

como PI-3K, Rac e Cdc 42, no vacúolo parasitóforo. O bloqueio dessa via leva a menor 

internalização de amastigotas na célula, assim como o seu estímulo com PMA  (forbol 

12-miristato 13-acetato ativador de proteína cinase C) resulta em maior internalização 

de amastigotas (Barrias et al., 2012). 

Embora classicamente o processo de autofagia celular - que consiste em 

auto-degradação da célula - ocorra em situações de estresse nutricional, degradação 

de proteínas ou organelas, ou ainda durante o desenvolvimento do organismo, a 

internalização do T. cruzi por essa via parece ter papel chave na colonização de 

células de mamíferos. Isso foi demonstrado pela presença da proteína autofágica LC3 

na membrana do vacúolo parasitóforo contendo o parasito, assim como pelo aumento 

da infecção de células tratadas com rapamicina, um agonista de mTOR e consequente 

ativador da via de autofagia. De forma complementar, o bloqueio da autofagia diminuí 

a internalização de T. cruzi nas células. Adicionalmente, foi demonstrado que durante 

esse processo há o recrutamento de auto-lisossomos para os locais de entrada do 

parasito na membrana plasmática da célula, evento importante para a efetividade da 

infecção (Romano et al., 2009; Martins et al., 2011). 

Outro mecanismo descrito de internalização de T. cruzi é através de 

microdomínios com função endocítica presentes na membrana plasmática, contendo 
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colesterol, glicolipídios e proteínas estruturais denominadas caveolina-1 e flotilina-1, 

as cavéolas. Durante a internalização do T. cruzi, marcadores moleculares de 

cavéolas foram observados na interface entre o parasito e a membrana plasmática da 

célula. A alteração dessa estrutura com o uso de drogas que removem o colesterol 

desses microdomínios diminuíram a infecção das células por T. cruzi (Barrias et al., 

2007; Fernandes et al., 2007). Também o receptor de LDL foi descrito como um 

mecanismo importante na invasão e subsequente fusão do vacúolo parasitóforo com 

lisossomos, sugerindo portanto a participação de regiões ricas em clatrina, onde estão 

concentrados os receptores de LDL (Nagajyothi et al., 2011). 

Os lisossomos têm uma participação importante durante o processo de 

internalização do T. cruzi. Durante este processo em células não-fagocíticas por vias 

independentes de actina, lisossomos são mobilizados próximos à membrana 

plasmática, onde o parasito está aderido, ocorrendo a exocitose dos lisossomos no 

local. Esse transporte dos lisossomos ocorre via microtúbulos/cinesinas (Tardieux et 

al., 1992; Rodriguez et al., 1996). A fusão dos lisossomos com a membrana plasmática 

é dependente do aumento intracelular transiente de Ca2+, que por sua vez é 

potencializado pela elevação de cAMP (3',5'-monofosfato cíclico de adenosina) 

produzido pela ativação da enzima adenilato ciclase (Rodriguez et al., 1999). 

Apesar da via da exocitose de lisossomos dependente de Ca2+ ter sido 

considerada por algum tempo como a única maneira eficiente de internalização do T. 

cruzi em células não-fagocíticas, um novo processo, independente da exocitose de 

lisossomos, foi descrito em 2003. Nesse processo ocorre a formação de um vacúolo 

de membrana plasmática ao redor do parasito enriquecidos em produtos lipídicos da 

enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI-3K). Somente após a formação desse vacúolo é 

que começa a ocorrer, gradualmente, a fusão do lisossomo com o vacúolo 

parasitóforo. Enquanto o mecanismo dependente de exocitose de lisossomos é usado 

por aproximadamente 20% dos parasitos internalizados, a via dependente de PI-3k 

corresponde a cerca de 50% das internalizações de T. cruzi (Woolsey et al., 2003). 

Ainda que tardiamente, a fusão com o lisossomo é de extrema importância para a 

entrada efetiva do parasito. Se a fusão com os lisossomos for inibida, o parasito não 

consegue completar a sua internalização e escapa novamente para o meio 

extracelular (Andrade e Andrews, 2004). 

Outro mecanismo descrito para a internalização de T. cruzi nas células 

mostra que o parasito se utiliza de vias de reparo da membrana celular para efetivar 

sua entrada na célula. O T. cruzi é capaz de induzir lesões na membrana plasmática 
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da célula, ativando com isso vias de reparo que envolvem exocitose de lisossomos de 

forma dependente de Ca2+, exposição de esfingomielinase ácida no folheto externo 

da membrana plasmática e uma rápida endocitose que tem como objetivo a 

internalização da membrana lesionada, mas que acaba internalizando também o 

parasito. Dessa forma, o T. cruzi subverte mecanismos de reparo da membrana 

celular para infectar a célula hospedeira (Fernandes et al., 2011). 

 

1.3 RESPOSTA IMUNOLÓGICA NA INFECÇÃO POR Trypanosoma cruzi 

 

Durante a fase aguda da infecção por T. cruzi ocorre o primeiro contato 

do parasito com a resposta imunológica do hospedeiro e, antes da resposta imune 

adquirida se desenvolver, a resposta imune inata precisa desempenhar papéis 

cruciais para a sobrevivência do hospedeiro e que influenciam diretamente o desfecho 

da doença durante a fase crônica. Dessa forma, cabe ao sistema imune inato iniciar 

uma resposta inflamatória nos tecidos infectados e consequentemente controlar a 

replicação e a disseminação do parasito. Caso essa resposta inflamatória tão 

importante no início da infecção se desenvolva sem controle e de forma exacerbada, 

o resultado é, além do controle parasitário, a ocorrência de lesões teciduais (Junqueira 

et al., 2010; Andrade et al., 2014). 

O sistema complemento consiste num dos primeiros eventos da resposta 

imune inata que ocorre em resposta a infecções. Esse sistema consiste em proteínas 

solúveis e de membrana que, ao interagirem com patógenos, ativam uma cascata de 

proteases que eliminam o micro-organismo invasor. As três possíveis vias de ativação 

do sistema complemento, clássica, alternativa e das lectinas, convergem para a 

produção de C3 convertase, seguido de C5 convertase, levando a formação do 

complexo de ataque a membrana (MAC) e consequente lise do patógeno (Cardoso et 

al., 2015). Na infecção por T. cruzi, principalmente após o primeiro ciclo de replicação 

do parasito, ocorre a ativação do sistema complemento sobre parasitos extracelulares. 

No entanto, é importante considerar que essas interações são dependentes da forma 

evolutiva do parasito. O complemento pode ser ativado em amastigotas, 

epimastigotas e tripomastigotas, mas apenas as formas epimastigotas são 

susceptíveis à lise pelo sistema complemento (Lidani et al., 2017). Isso ocorre devido 

aos mecanismos de escape do T. cruzi, discutidos ao final desse capítulo. 

A ativação das células do sistema imunológico tem início através do 

reconhecimento de Padrões Moleculares Associados à Patógenos (PAMPs) do 



 

13 
 

parasito pelos Receptores de Reconhecimento de Padrões (PRRs) das células dos 

mamíferos (Rodrigues et al., 2012). Receptores do tipo toll-like do complexo TLR-2, 

TLR-6, TLR-4 e receptores de manose presentes na membrana plasmática da célula 

reconhecem as moléculas de superfície do parasito (Bafica et al., 2006; Gazzinelli e 

Denkers, 2006; Pellegrini et al., 2011). O reconhecimento de glicoproteínas do 

parasito por receptores TLR2 desencadeia, em macrófagos, sinalização via Fator 

Nuclear κB (NFκB), ativação de interferons e fagocitose mediada por ativação de Rab5 

(Ropert et al., 2001; Maganto-Garcia et al., 2008). Os receptores intracelulares TLR-

9, TLR-7, NOD-like, helicases RIG-like são responsáveis por reconhecerem estruturas 

específicas do parasito, como RNA ou DNA genômico, já dentro da célula (Meylan et 

al., 2006; Tarleton, 2007; Rodrigues et al., 2012).  

Além dos receptores TLR e NOD-1 estarem envolvidos no controle do T. 

cruzi, mais recentemente o papel dos inflamassomas também foi descrito no controle 

da infecção. Durante a infecção por T. cruzi a ativação do complexo inflamassoma 

NLRP3 e caspase-1 induz a secreção de IL1β de forma dependente de Catepsina B. 

Animais NLRP3-/- e caspase-1-/- apresentam altos picos de parasitemia, semelhantes 

aos observados nos animais sabidamente susceptíveis MyD88-/- e iNOS-/-, indicando 

o papel do inflamassoma NLPR3 no controle da fase aguda da infecção por T. cruzi. 

Adicionalmente, esses animais mostraram diminuição severa na produção de NO e 

redução na capacidade tripanocida de macrófagos (Goncalves et al., 2013). 

O reconhecimento da infecção por macrófagos e células dendríticas logo 

nas primeiras horas de infecção induz a produção de citocinas como interleucina (IL)-

12 e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) por essas células. Essas citocinas ativam 

as células natural killers (NK), que passam a secretar interferon-gama (IFN-) (Aliberti 

et al., 1996). Também já foi mostrado que monócitos são capazes de produzir IL-12 e 

ativar células NK, que respondem produzindo IFN- (Guilmot et al., 2013). Já a 

presença de IFN- é capaz de ativar ainda mais os macrófagos, potencializado a 

produção de citocinas pró-inflamatórias e de mediadores com atividade tripanocida 

por essas células (figura 1.2, fase aguda) (Cardillo et al., 2002). 

Ao mesmo tempo que as células do sistema imune inato respondem a 

infecção, células apresentadoras de antígeno, particularmente células dendríticas, 

fazem a ponte entre a imunidade inata e adquirida (Junqueira et al., 2010). Nesse 

contexto, o IFN- secretado por células NK e linfócitos Th1 ativados também participa 
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do recrutamento de células T induzindo a expressão local de quimiocinas e moléculas 

de adesão (Lannes-Vieira, 2003).  

 

Figura 1.2: Imunidade inata e adquirida durante a infecção por Trypanosoma cruzi. Nos 
estágios iniciais da infecção as células do sistema imune inato (macrófagos, Natural Killers-

NK, e células dendríticas) produzem citocinas (IL-12, TNF-α e IFN-) e moléculas efetoras 
(reativos intermediários do nitrogênio e GTPases induzidas por IFN) que controlam a 
replicação do parasito. Ao mesmo tempo, células do sistema imunológico, particularmente 
células dendríticas, fazem a ponte entre a imunidade inata e adquirida, produzindo citocinas 
(como a IL-12) necessárias para a diferenciação e expansão clonal de células T helper 1 (Th1) 

CD4+ assim como de células T CD8+ e de linfócitos B. O IFN- produzido pelas células CD4+ 

Th1 ou T CD8+ ativam a maquinaria efetora em macrófagos para destruir amastigotas 
intracelulares. Anticorpos produzidos por células B promovem a lise de formas tripomastigotas 
ou facilitam a fagocitose de parasitos opsonizados com IgG. 
 

 

FONTE: JUNQUEIRA et al., The endless race between Trypanosoma cruzi and host immunity: lessons 
for and beyond Chagas disease. Expert Reviews in Molecular Medicine. 12:1-23. 2010. 
 

De fato, no início da resposta adaptativa, a maior parte dos leucócitos 

mononucleares presentes em infiltrados inflamatórios de tecido cardíaco de animais 

experimentalmente infectados são linfócitos T CD8+. Essas células citotóxicas 

exercem um importante papel no controle parasitário durante os estágios iniciais da 
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infecção (Tarleton et al., 1992; Reis et al., 1993) (figura 1.2, fase crônica). Contudo, 

na fase crônica da doença a cardiomiopatia chagásica crônica em pacientes é 

marcada pela presença de infiltrado inflamatório mononuclear rico em células T 

associado a pouquíssimos parasitos nas lesões cardíacas (Cunha-Neto et al., 2009). 

Adicionalmente, já foi descrito que essas células T reconhecem por reação cruzada a 

cadeia pesada da miosina cardíaca e possuem um perfil de produção de citocinas 

Th1, demonstrando envolvimento de resposta auto-imune na cardiomiopatia 

chagásica (Cunha-Neto e Kalil, 2001). 

Os linfócitos T auxiliares (linfócitos T helper Th) desempenham a função de 

regentes da resposta imunológica via produção de citocinas (Andrade et al., 2014). 

Portanto, a ativação dos macrófagos na fase aguda da infecção, que é essencial para 

o controle do parasitismo, depende muito do padrão de citocinas que é produzido 

pelos linfócitos T helper, classicamente divididos em padrão Th1 e Th2. O tratamento 

in vitro de macrófagos com citocinas associadas ao padrão Th1, como IFN-, IL-12 e 

TNF- resulta em eficiente ativação dos macrófagos com consequente morte das 

formas amastigotas intracelulares (figura 1.2, fase crônica). Por outro lado, o 

tratamento in vitro com citocinas do padrão Th2, tais como o fator de crescimento 

tumoral (TGF-β) e IL-10 diminuem a ação tripanocida de macrófagos (Abrahamsohn, 

1998). As citocinas do padrão Th2 estão associadas à susceptibilidade do hospedeiro 

(Silva et al., 1998) por possuírem propriedades inibitórias sobre a proliferação de 

células T, redução da expressão de moléculas do complexo de histocompatibilidade 

principal (MHC) e maturação de células dendríticas, necessárias para a resposta à 

infecção por T. cruzi (Taylor et al., 2006). 

Como exposto anteriormente, a resposta imunológica exacerbada, apesar 

de controlar o parasitismo, ocasiona lesões teciduais prejudiciais ao hospedeiro. 

Nesse sentido, a regulação da resposta imunológica é tão importante quanto a sua 

eficiência na eliminação do parasito. Algumas evidências apontam para a hipótese de 

que exista um delicado balanço entre citocinas pró-inflamatórias e citocinas 

moduladoras derivadas de células T helper distintas, representando um fator-chave 

na prevenção de lesão por excesso de inflamação no hospedeiro. O papel essencial 

da IL-10 nesse contexto de imunomodulação foi ilustrado por experimentos mostrando 

o papel dessa citocina na modulação da resposta inflamatória desencadeada por TNF-

α em camundongos infectados por T. cruzi (Holscher et al., 2000). Também a citocina 

IL-17, que em outros contextos apresenta atividade pró-inflamatória, está associada 
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ao controle da inflamação cardíaca via modulação da resposta Th1 em camundongos 

na fase aguda da infecção por T. cruzi (Da Matta Guedes et al., 2010). 

A imunidade humoral também tem sua função na resposta imune ao T. 

cruzi. A importância dos anticorpos produzidos pelos linfócitos B no controle da 

infecção foi demonstrado através da transferência de soro de camundongos 

infectados para camundongos sem infecção, que resultou em significante redução da 

parasitemia nesses animais. Os anticorpos atuam principalmente fazendo a 

opsonização do parasito induzindo assim a sua fagocitose (figura 1.1, fase crônica) 

(Krettli e Brener, 1976; Kierszenbaum, 1980; Junqueira et al., 2010). Contudo, os 

anticorpos gerados na infecção por T. cruzi também estão relacionados com aspectos 

de auto-imunidade observados na patogênese da doença de Chagas (Bonney e 

Engman, 2015). 

Outra citocina pró-inflamatória produzida em resposta à infecção por T. 

cruzi é a IL-6. Essa citocina possui propriedades indutoras sobre a produção de 

anticorpos por células B e sobre a produção hepática de proteínas de fase aguda, 

além de induzir a diferenciação de linfócitos T citotóxicos (Truyens et al., 1994; Panis 

et al., 2011). Já na fase crônica da infecção, foi encontrada correlação entre os níveis 

de IL-6 e de proteína C reativa (PCR) com a progressão de pacientes crônicos 

sintomáticos para quadros de deterioração da função cardíaca (Lopez et al., 2006). A 

citocina IL-1β é outro mediador pró-inflamatório associado ao desenvolvimento de 

cardiomiopatias em animais infectados por T. cruzi, tanto nos estágios iniciais como 

na fase crônica da doença (Petersen e Burleigh, 2003). 

A produção de TNF- por macrófagos e células esplênicas, tanto in vivo 

como in vitro em resposta a infecção por T. cruzi foi descrita pela primeira vez por 

Tarleton (1988). Posteriormente, o estudo de Silva et al. (1995) relacionou o TNF- a 

resistência do hospedeiro à infecção por T. cruzi. Além do TNF-, o IFN- também é 

uma importante citocina mediadora de resistência à infecção por T. cruzi. O IFN- atua 

induzindo a ativação de macrófagos, sendo essencial para a produção da molécula 

tripanocida óxido nítrico (NO) por essas células (Vespa et al., 1994; Cardillo et al., 

2002). Além do IFN-, os interferons do tipo I (IFN- e β) também exercem importante 

papel no controle da parasitemia na fase aguda da infecção via produção de NO 

(Costa et al., 2006). 

O NO é uma espécie radicalar livre produzido por meio da ação de 

isoformas da enzima óxido nítrico sintase (NOS), dependentes de NADPH. Estas 
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enzimas são classificadas em constitutivas e cálcio-dependentes (cNOS, nNOS ou 

NOS I, eNOS ou NOS III), ou induzível e cálcio independente (iNOS ou NOS II).  Essas 

enzimas oxidam a L-arginina, gerando L-citrulina e liberando a molécula de NO. Esse 

radical livre tem papel tanto em situações fisiológicas, como regulação do tônus 

vascular e neurotransmissão através do estímulo da síntese de GMP cíclico 

(Guanosina 3´, 5´-cíclica monofosfato) mas também em processos patológicos 

(Stamler, 1994; Bloodsworth et al., 2000). A molécula de NO é relativamente pequena 

e apresenta características lipofílicas, permitindo rápida difusão e reação com uma 

grande variedade de moléculas biológicas intracelulares, tais como metaloproteínas e 

outros radicais livres (superóxido, radicais alcoxil e peroxil) (Mayer e Hemmens, 1997).  

Nos macrófagos, as citocinas IFN- e TNF- ativam as vias dos fatores de 

transcrição JAK/STAT e NF-κB, levando a expressão da enzima óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) (Xie et al., 1993).  Por outro lado, a citocina TGF-β, pertencente ao 

padrão Th2, é descrita como a principal molécula capaz de controlar a produção de 

NO. O TGF-β desencadeia alterações no mecanismo pós-transcricional da iNOS, 

desestabilizando e acelerando a degradação de seu mRNA, retardando dessa forma 

a síntese da proteína funcional (Macmicking et al., 1997). 

O próprio NO exerce efeito modulador sobre a ativação e expressão da 

iNOS e cNOS. Concentrações fisiológicas de NO inibem a transcrição da iNOS através 

da inativação do fator de transcrição NF-κB, mantendo a atividade da cNOS (Colasanti 

et al., 1995; Colasanti e Suzuki, 2000). Entretanto, quando os níveis de NO aumentam, 

o NF-kB deixa de ficar suprimido, criando condições para superexpressão da iNOS 

(Kanno et al., 2000). 

A produção de NO derivado da iNOS por macrófagos ativados é descrita 

como principal mecanismo microbicida em diversas infecções ocasionadas por 

patógenos intracelulares, como Leishmania major, T. cruzi, Toxoplasma gondii e 

Plasmodium falciparum (Colasanti et al., 2002).  

Durante a infecção experimental por T. cruzi, o NO é descrito como o 

principal mecanismo efetor contra o parasito (Talvani et al., 2002). Experimentos in 

vivo utilizando inibidores da produção de NO (Petray et al., 1994) ou desenvolvidos 

com animais deficientes para a produção de iNOS (Holscher et al., 1998) resultam em 

maior parasitemia e redução da sobrevida dos animais durante a fase aguda da 

doença de Chagas.  

Os efeitos tripanocidas do NO dependem de sua combinação com outros 

radicais livres, como o ânion superóxido, produzindo uma espécie altamente reativa 
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denominada peroxinitrito, capaz de ligar-se a estruturas celulares como proteínas e 

DNA (Inoue e Kawanishi, 1995). A produção de peroxinitrito pelos macrófagos é capaz 

de dificultar a motilidade ou até mesmo levar à morte formas tripomastigotas do 

parasito. Nas formas epimastigotas o peroxinitrito interfere com o metabolismo 

energético do parasito. Além disso, esta molécula é capaz de ocasionar a nitração de 

proteínas do parasito, agindo como um mecanismo antiparasitário (Naviliat et al., 

2005). 

Em adição as citocinas e quimiocinas, durante resposta a infecção por T. 

cruzi há intensa produção dos mediadores lipídicos denominados eicosanóides, como 

leucotrienos e prostaglandinas (Machado et al., 2012). Em geral, as células do sistema 

imunológico contém em sua membrana o ácido araquidônico e, adicionalmente, 

expressam constitutivamente todas as enzimas necessárias à metabolização desse 

ácido graxo via enzima 5-lipo-oxigenase (Kanaoka e Boyce, 2004). A partir dessa via 

são produzidas grandes quantidades de leucotrienos (LT) e tromboxanos (TX) 

instantes após a célula receber algum estímulo (Peters-Golden et al., 2005). Estudos 

dos eicosanóides na infecção por T. cruzi mostraram que o LTB4 induz fagocitose e 

morte de T. cruzi por macrófagos (Talvani et al., 2002). O parasito também é capaz 

de produzir eicosanóides que modulam a resposta do hospedeiro a seu favor. O 

mediador lipídico TXA2 é o principal eicosanóide liberado por todos os estágios do T. 

cruzi e desempenha um papel regulador da patogênese da doença de Chagas durante 

a infecção por T. cruzi (Ashton et al., 2007). 

As enzimas ciclo-oxigenases (COX) são as principais enzimas envolvidas 

com a produção de prostanóides, dentre eles as prostaglandinas. A expressão de 

COX-1 está envolvida com a homeostase (proteção da mucosa gástrica, regulação do 

tônus vascular, entre outros), enquanto a COX-2 é induzida principalmente por 

estímulos inflamatórios, como infecções (Adelizzi, 1999). No entanto, o papel 

específico da COX-2 e das outras enzimas da via em contextos de infecção dependem 

muito do agente infeccioso em questão (Guerrero et al., 2015). A prostaglandina E2 

(PGE2), produto final da enzima PGE2 sintase, possuí propriedades pró-inflamatórias 

(Krause et al., 2009) e também imunossupressoras (Van Der Pouw Kraan et al., 1995). 

A PGE2 também está associada a diminuição da fagocitose por macrófagos e redução 

da migração de monócitos em resposta a gradientes quimiotáticos (Panzer e 

Uguccioni, 2004; Aronoff et al., 2004). 

Em modelos experimentais de infecção aguda por T. cruzi, os níveis de 

PGF2α, TXB2, 6-oxo-PGF1α (Celentano et al., 1995) e de PGE2 (Cardoni e Antunez, 2004) 
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no plasma desses animais está aumentado. Adicionalmente, macrófagos de ratos 

infectados apresentam maior número de corpos lipídicos intracelulares, que são 

utilizados pelas COX-2 para a síntese de PGE2 (D'avila et al., 2011). Recentemente, 

foi descrito que a PGE2 exerce papel central no desenvolvimento de cardiomiopatias 

chagásicas (Guerrero et al., 2015). 

Durante a primeira semana de infecção por T. cruzi, a ativação da resposta 

imune adaptativa se desenvolve com estímulo para a proliferação substancial de 

linfócitos, em decorrência principalmente da citocina IL-2. Ao mesmo tempo em que a 

IL-2 é produzida, seus receptores são expressos na superfície das células T (IL-2R) e 

liberados na sua forma solúvel (sIL-2R) (Pakianathan e Kuhn, 1992), sob forte 

influência de moléculas inflamatórias como os leucotrienos (Marcinkiewicz et al., 

1997). 

No entanto, em torno da segunda semana de infecção, ocorre um pico de 

imunossupressão, com baixa produção de IL-2 (Kierszenbaum et al., 1994) e ausência 

de respostas proliferativas de linfócitos T frente à mitógenos, mediadas principalmente 

pela produção de NO e em parte por prostaglandinas (Pinge-Filho et al., 1999). Nesta 

fase, também é relatada a presença de fatores supressores do parasito, como 

glicoproteínas de membrana, proteínas secretadas pelo parasito e antígenos de 

superfície (Kierszenbaum et al., 1999). 

A produção de prostaglandinas em altos níveis nos macrófagos diminuí a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, reduzindo também a apresentação de 

antígenos e a produção de radicais livres nessas células (Rangel Moreno et al., 2002; 

Alvarez et al., 2010). Adicionalmente, nosso grupo mostrou que a inibição 

farmacológica da enzima COX com aspirina em macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c diminuí a internalização de tripomastigotas nessas células, com 

aumento da interleucina-1β (IL1-β), de óxido nítrico e possivelmente de lipoxinas 

(Malvezi et al., 2014). 

Apesar de todos os mecanismos de resposta imunológica e inflamação do 

hospedeiro que são ativados frente à infecção por T. cruzi, o parasito possuí ainda 

mecanismos de escape que vão além da modulação de citocinas, e que permitem a 

sua sobrevivência dentro do hospedeiro (Cardoso et al., 2015). 

Como dito anteriormente, a fusão do vacúolo parasitóforo com lisossomo, 

formando o fagolisossomo, consiste num evento-chave na infecção de células pelo T. 

cruzi (Andrade e Andrews, 2004). A sobrevivência do parasito nesse meio ácido é 

mediada por uma rede de enzimas anti-oxidantes como peroxidases e superóxido 
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desmutases (SODs), que protegem o parasito de espécies reativas do oxigênio e 

nitrogênio (Piacenza et al., 2008). Na realidade, esse ambiente ácido é necessário ao 

T. cruzi, pois funciona como um sinal de ativação de mecanismos que levam ao seu 

escape para o citoplasma e sua diferenciação em formas amastigotas. A acidez 

promove a ativação de proteínas pré-formadas dos tripomastigotas, como a proteína 

Tc-Tox, que por sua vez promovem a desintegração da membrana do fagolisossomo 

(Andrews et al., 1990; Fernandes e Andrews, 2012). As enzimas transialidases 

liberadas pelo parasito transferem o ácido siálico das proteínas LAMP para as 

mucinas na superfície do T. cruzi, desestabilizando a membrana do fagolisossomo 

(Hall et al., 1992; Albertti et al., 2010). 

Ao infectar células fagocíticas, como os macrófagos, o T. cruzi encontra um 

ambiente extremamente oxidativo dentro do fagolisossomo, devido ao burst 

respiratório do macrófago e consequente produção de espécies reativas do oxigênio 

e nitrogênio. Nesse contexto, as enzimas anti-oxidantes SOD e peroxidases são de 

extrema importância para a sobrevivência do parasito (Piacenza et al., 2009; Piacenza 

et al., 2013). Além disso, a permanência do parasito dentro do fagolisossomo é um 

evento transiente, que dura cerca de 24 h antes do seu escape para o citoplasma, 

onde permanece como amastigota a maior parte do tempo do seu ciclo intracelular. 

Especificamente nos macrófagos, o estresse oxidativo está envolvido com um outro 

aspecto favorável para o parasito, facilitando o acesso de ferro às amastigotas e 

favorecendo sua proliferação (Paiva et al., 2012). 

Enquanto permanece na forma intracelular o T. cruzi fica protegido da ação 

de anticorpos e do sistema complemento. Após a sua replicação, liberação no meio 

extracelular e disseminação pelo organismo, as proteínas do sistema complemento 

atuam sobre o T. cruzi na tentativa de promover sua lise. No entanto, o parasito possuí 

uma série de moléculas que atuam bloqueando diferentes etapas da ativação do 

sistema complemento (Cestari et al., 2013; Lidani et al., 2017). 

A molécula calreticulina, presente na superfície do T. cruzi, interfere na via 

clássica e na via das lectinas do sistema complemento ao se ligar a moléculas de 

reconhecimento padrão do hospedeiro, como C1q, lectinas ligadoras de manose 

(MBL) e ficolinas, impedindo a conversão de C4 em C4a e C4b (Ferreira et al., 2004; 

Ramirez et al., 2011; Sosoniuk et al., 2014). Outra molécula encontrada tanto na 

superfície do T. cruzi como na forma solúvel, a proteína reguladora do complemento 

(CRP), foi descrita como desestabilizadora da C3 convertase, inibindo assim as vias 

clássica, alternativa e das lectinas do sistema complemento (Norris et al., 1991; Norris, 
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1998). Outra proteína de membrana do T. cruzi, denominada CRIT (Complement C2 

receptor inhibition trispanning) também impede a clivagem de C2 em C2a e a 

consequente ativação das vias clássicas e das lectinas (Cestari Idos et al., 2008), 

enquanto a gp58/68 inibe a formação da C3 convertase por impedir a ligação do fator 

B ao C3b (Fischer et al., 1988), impedindo a ativação das três vias do sistema 

complemento. Por fim, até mesmo vesículas liberadas por células infectadas do 

hospedeiro inibem o complexo C3 convertase (Cestari et al., 2012). 

A presença de uma ampla gama de regiões antigênicas no T. cruzi 

induzem, durante o início da resposta imune adaptativa, ainda durante a fase aguda 

da infecção, uma variada ativação policlonal de células B e de células T-CD8+ 

(citotóxicas). No entanto, a maioria dos anticorpos gerados por esses vários clones de 

linfócitos B não são capazes de neutralizar a infecção, pois são direcionados a 

epítopos repetitivos do T. cruzi. Também os linfócitos T-CD8+ gerados apresentam 

pouca eficiência na eliminação das células infectadas. Este mecanismo de escape do 

T. cruzi é denominado “cortina de fumaça” e contribuí para o atraso no 

desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa mais eficiente (Pitcovsky et al., 

2002; Bermejo et al., 2011; Tarleton, 2015). 

 

1.4 CLASSIFICAÇÃO E ORIGEM DAS VESÍCULAS EXTRACELULARES 

 

Células eucariontes secretam vesículas extracelulares (EV, do inglês 

extracellular vesicles) que atuam na comunicação entre células, sem necessidade de 

contato físico entre elas. A comunicação através das EV ocorre tanto em situações 

fisiológicas como na relação entre patógeno-hospedeiro. Por esse motivo, cada vez 

mais as EVs têm sido reconhecidas como importantes reguladoras da função celular 

e da patogênese de doenças (revisado por Deolindo et al., 2013; Marcilla et al., 2014; 

Schorey e Harding, 2016). 

Devido ao crescente interesse nos estudos envolvendo EVs, veio a 

necessidade de padronizar a nomenclatura utilizada. Em abril de 2012, a Sociedade 

Internacional de Vesículas Extracelulares (International Society for Extracellular 

Vesicles – ISEV) estabeleceu três grupos onde EVs podem ser classificadas, de 

acordo com sua biogênese, tamanho e densidades: corpos apoptóticos, 

microvesículas e exossomos (Araldi et al., 2012). Portanto, o termo vesículas 

extracelulares consiste numa denominação mais abrangente para uma família 
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heterogênea de vesículas delimitadas por membrana que podem se originar a partir 

de endossomos ou da membrana plasmática (Abels e Breakefield, 2016).  

Os exossomos compreendem as menores EVs, com 50 a 150 nm de 

diâmetro e se formam a partir do brotamento interno da membrana do endossomo. Os 

brotamentos dão origem a vesículas intraluminais (ILVs) que se soltam para dentro do 

lúmem do endossomo, formando assim os corpos multivesiculares (MVBs). Por essa 

razão, os exossomos possuem no seu interior conteúdos citoplasmáticos e são 

revestidos pela bicamada fosfolipídica do endossomo. Após a sua formação, os MVBs 

podem seguir para vias secretoras ou para via lisossomal. Na via secretora, os MVBs 

se fundem com a membrana plasmática, resultando na liberação das ILVs, que 

passam a serem denominadas exossomos. Na via lisossomal os MVBS se fundem 

aos lisossomos, liberando as ILVs para degradação no lúmem lisossomal (Robbins e 

Morelli, 2014; Abels e Breakefield, 2016).  

A biogênese dos exossomos parece não ocorrer ao acaso. Um mecanismo 

proposto de regulação na formação dos exossomos é via proteínas do Complexo de 

Triagem Endossomal Necessário para Transporte (endossomal sorting complex 

required for transport - ESCRT). Estão presentes na membrana do endossomo 

proteínas transmembranas oriundas da membrana plasmática ou vindas do complexo 

de Golgi. A ubiquitinação dos domínios citosólicos das proteínas transmembranas 

presentes no endossomo funciona como um sinal que direciona essas proteínas para 

os ILVs, através da maquinaria ESCRT, que promove um corte separando a ILV, 

contendo a proteína ubiquitinada, da membrana do endossomo (Raiborg e Stenmark, 

2009; Hurley e Hanson, 2010). No entanto, mesmo na ausência de proteínas chave 

de ESCRT, os MVBs ainda são gerados, indicando que outras vias também participam 

da biogênese de exossomos. Além disso, proteínas não ubiquitinadas também são 

direcionadas para ILVs em formação, como moléculas do MHC de classe II (Stuffers 

et al., 2009). Por fim, para que ocorra o transporte dos MVBs para a periferia da célula 

e consequente liberação das ILVs no meio extracelular é necessário o envolvimento 

coordenado do citoesqueleto, motores moleculares, e maquinaria de fusão do 

endossomo, num processo controlado pela família Rab de pequenas GTPases 

(Ostrowski et al., 2010; Robbins e Morelli, 2014).  

Os exossomos formados podem possuir conteúdo variado, como proteínas, 

carboidratos, lipídios e ácidos nucleicos. A variação no conteúdo dos exossomos 

depende da célula de origem, estado de ativação celular – homeostasia ou estado 

patológico – e até mesmo o local de liberação (Sreekumar et al., 2010; Deolindo et al., 
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2013). Também proteínas relacionadas às vias de formação e transporte de 

exossomos são comumente encontradas (Andreu e Yanez-Mo, 2014; Zhang e Grizzle, 

2014). Em virtude dessas características, a composição dos exossomos pode servir 

como marcador para doenças como câncer e doenças inflamatórias (Raposo e 

Stoorvogel, 2013; Schorey e Harding, 2016). 

As microvesículas (MVs), por sua vez, compreendem EVs maiores, com 

tamanho entre 50 nm a 1 µm. As MVs são formadas a partir de brotamentos da 

membrana plasmática num processo dependente de Ca2+. Comumente a formação 

de MVs está associada a um estímulo que ocasiona aumento do Ca2+ intracelular por 

influxo extracelular ou mobilização de cálcio de fontes intracelulares. A maior 

concentração de Ca2+ intracelular promove a clivagem do citoesqueleto por ação de 

calpaínas. Durante esse processo ocorre ativação da proteína scramblase, 

promovendo a mudança de fosfolipídios com carga negativa do folheto interno para o 

folheto externo da membrana plasmática, resultando em formação de MVs com 

exposição de fosfatidilserina (Fox et al., 1990; Deolindo et al., 2013; Turturici et al., 

2014). As MVs podem conter diferentes proporções de fosfolipídeos e lipídeos ativos, 

dependendo do estímulo e célula de origem, assim como RNAs, enzimas, proteínas 

do citoplasma e até mesmo citocinas e receptores da célula de origem (Inal et al., 

2013; Abels e Breakefield, 2016). 

Por fim, os corpos apoptóticos são as maiores EV, variando entre 1 e 5 μm 

de diâmetro. Os corpos apoptóticos são formados durante a morte celular programada 

e sinalizam para a fagocitose por macrófagos (Akers et al., 2013). 

As EVs podem interagir com as células alvo de diversas formas. A interação 

pode ocorrer de forma direta, resultando na fusão da membrana da EV com a 

membrana celular e consequente liberação do conteúdo da vesícula na célula 

receptora. Outro possível mecanismo é via endocitose da EV pela célula com posterior 

liberação do seu conteúdo. Ou ainda essa interação pode envolver a ligação a 

receptores de membrana ou a transferência de receptores da EV para a célula (Morel 

et al., 2004; Turturici et al., 2014). A internalização de EVs já foi atribuída também a 

processos de fagocitose, macropinocitose e internalização mediada por clatrina 

(Fitzner et al., 2011; Tian et al., 2014). Quando internalizadas, as EVs permanecem 

segregadas dentro de endossomos e podem ter dois destinos: a fusão com 

lisossomos ou a fusão com membrana do endossomo e liberação do conteúdo das 

EVs no citoplasma celular (Mathivanan et al., 2010). Além de interagir com células, foi 

descrito que as EVs podem exercer efeitos sobre a matriz extracelular através da 
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inclusão de metaloproteínases, como MMP-2 e MMP-9 (Candela et al., 2010; Lozito e 

Tuan, 2012). 

 

1.5 VESÍCULAS EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi 

 

A literatura cientifica apresenta cada vez mais evidências da participação 

de EV em infecções parasitárias, atuando tanto na comunicação parasito-parasito 

como na comunicação parasito-célula do hospedeiro (Barteneva et al., 2013; Marcilla 

et al., 2014). Durante uma infecção parasitária, as EVs liberadas por diversos agentes 

infecciosos podem agir de diferentes formas, podendo desempenhar uma sinalização 

a favor do parasito ou, de forma contrária, podendo favorecer a resposta do 

hospedeiro à infecção. Ou seja, as EVs liberadas por um determinado parasito podem 

carregar moléculas do patógeno capazes de ativar mecanismos da resposta 

imunológica e induzir defesa e imunidade do hospedeiro. Por outro lado, as EVs 

derivadas de outro parasito, ou até mesmo de células do hospedeiro infectadas, 

podem desencadear mecanismos favoráveis ao patógeno, promovendo sua 

permanência e evasão do sistema imunológico (Cestari et al., 2012; Schorey e 

Harding, 2016). 

A liberação de EVs por T. cruzi foi demonstrada pela primeira vez no 

trabalho de Da Silveira et al. (1979). Os autores mostraram a secreção de EVs ricas 

em glicoconjugados por epimastigotas de T. cruzi, tanto pelo corpo celular do parasito 

quanto pela bolsa flagelar. Mais de uma década depois esse tipo de secreção foi 

reportado em tripomastigotas derivados de cultivo celular (Ouaissi et al., 1990) sendo 

descrito como um fenômeno espontâneo dependentes de temperatura e tempo, e não 

influenciado pela presença de proteínas ou soro imune no meio de  cultivo (Goncalves 

et al., 1991).  

Bayer-Santos et al. (2013) identificaram, através de técnicas de 

microscopia eletrônica de transmissão, dois mecanismos diferentes para a formação 

das EVs em T. cruzi cepa DM28c. De acordo com os autores, a partir de brotamentos 

da membrana plasmática ocorre a formação de vesículas grandes, enquanto 

vesículas menores se originam a partir da bolsa flagelar, tanto em formas 

epimastigotas como em tripomastigotas metacíclicos (figura 1.3). As EVs também 

podem se originar a partir dos reservossomos do T. cruzi, que possuem funções 

exocíticas como MVBs. Com isso, componentes presentes nos reservossomos do 
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parasito podem ser encontrados também nos exossomos (Yoshida, 2006; Bayer-

Santos et al., 2013). 

 

Figura 1.3: Origem de vesículas extracelulares de Trypanosoma cruzi. Imagens de microscopia 
eletrônica de transmissão de epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos. O painel superior mostra 
epimastigotas liberando vesículas da membrana plasmática (A-C) e MVB próximos a bolsa flagelar (D 
e E), contendo pequenas vesículas no seu interior (F e G). O painel inferior mostra tripomastigotas 
metacíclicos liberando vesículas a partir da membrana plasmática (H-J) e MVBs próximos a bolsa 
flagelar (K e L), contendo pequenas vesículas dentro (M e N). Pontas de flechas indicam uma grande 
vesícula vazia próximo a bolsa flagelar que pode ter sido resultante de exocitose de MVBs. Barra de 
escala = 250 nm, exceto para imagem N (=100 nm). N= núcleo, K= cinetoplasto, F= flagelo, Fp = bolsa 
flagelar, MVB = corpos multivesiculares. 
 

 
FONTE: BAYER-SANTOS et al., Proteomic Analysis of Trypanosoma cruzi Secretome: 
Characterization of Two Populations of Extracellular Vesicles and Soluble Proteins. Journal of 
proteome research. 12:883-897. 2013. 

 

Mais recentemente, os estudos têm abrangido a relação entre o conteúdo 

das EVs secretadas por T. cruzi com a comunicação inter-celular. Nesse sentido, a 
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presença de pequenos RNAs nas EVs de T. cruzi pode representar um mecanismo 

relevante de modulação tanto do ciclo de vida do parasito como da célula hospedeira 

(Linhares-Lacerda et al., 2015). Os pequenos RNAs presentes em EVs de T. cruzi 

variam de acordo com o estágio do ciclo que o parasito se encontra (Bayer-Santos et 

al., 2014), sendo derivados tanto de RNAs transportadores como de RNAs 

ribossomais do T. cruzi. Adicionalmente, a exposição de células HeLa a EVs de T. 

cruzi provoca mudança no padrão de expressão gênica dessas células, 

principalmente de genes envolvidos com vias da resposta imunológica, citoesqueleto 

e matrix extracelular (Garcia-Silva e Cabrera-Cabrera, 2014; Garcia-Silva et al., 2014). 

Fernandez-Calero et al. (2015) mostraram ainda que as EVs de epimastigotas de T. 

cruzi possuem pequenos RNAs específicos, com distribuição diferente da que é 

encontrada no parasito, evidenciando um mecanismo especifico de processamento e 

secreção de pequenos RNAs nas EVs de T. cruzi. 

Análises proteômicas do conteúdo das EVs de T. cruzi identificaram 

centenas de proteínas diferentes. Dentre elas, proteínas envolvidas na interação 

parasito-hospedeiro, sinalização, transporte, vias de óxido-redução e vias de 

metabolismo de carboidratos (Bayer-Santos et al., 2013). De fato, as EVs secretadas 

por T. cruzi apresentam proteínas normalmente associadas a membrana do parasito 

como proteína flagelar ligadora de cálcio (FCaBP), glicoconjugados α-galactosil, 

GP35/50 e glicoproteínas da superfamília das gp85/transialidades (Trocoli Torrecilhas 

et al., 2009; Bayer-Santos et al., 2013). Essas estruturas são importantes para o 

processo de adesão do parasito a célula hospedeira, e talvez tenham funções 

semelhantes na EVs (Yoshida, 2006). Também componentes com atividades de 

fosfatases ácidas e alcalinas, relacionados a adesão e infecção do parasito, foram 

encontrados em EVs de T. cruzi (Neves et al., 2014). Além do estágio do ciclo de vida 

do parasito, a cepa do T. cruzi representa outro fator relevante para a composição das 

EVs. Nogueira et al. (2015) relataram a presença de diferentes proteínas em EVs 

obtidas das cepas Y, Colombiana, CL-14, e Yu Yu de T. cruzi, especialmente em 

relação a glicoconjugados α-galactosil. 

O estudo dos efeitos das EVs de T. cruzi em modelos murinos de infecção 

experimental ainda são escassos. O trabalho de Trocoli Torrecilhas et al. (2009) 

avaliou os efeitos da inoculação de EVs secretadas por tripomastigotas de T. cruzi 

cepa Y em camundongos BALB/c , seguido da infecção com o mesmo parasito. Como 

resultado, a inoculação prévia de EVs à infecção diminuiu a sobrevida dos animais, 

aumentou o parasitismo cardíaco e modulou a produção de citocinas, sendo 
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encontrado maiores níveis de mRNAs de IL-4 e IL-10 no tecido cardíaco, indicando 

efeitos imunoduladores das EVs de T. cruzi in vivo e consequente redução da 

resistência do hospedeiro a infecção. 

Proteínas presentes nas EVs liberadas pelo T. cruzi são capazes de 

estimular a resposta imunológica de hospedeiros murinos, sem, no entanto, gerar uma 

resposta protetora. De Pablos et al. (2016) descreveram que regiões C-terminais das 

proteínas MASPs (proteínas de superfície associadas à mucina) presentes em 

subpopulações de EVs liberadas por T. cruzi são capazes de estimular uma rápida 

resposta humoral em camundongos BALB/c, com produção de IgM logo após a 

infecção sem, no entanto, uma eficiente mudança de classe para a produção de IgG. 

Dessa forma, a presença dessas regiões C-terminas das proteínas MASPs em EVs 

de T. cruzi estão associadas com a evasão do parasito à resposta imunológica do 

hospedeiro. 

Também EVs liberadas por células do hospedeiro infectadas por T. cruzi 

desempenham funções imunomoduladoras a favor do parasito. Cestari et al. (2012) 

demonstraram que tripomastigotas metacíclicos infectam células sanguíneas e 

rapidamente induzem a liberação de EVs por essas células. As EVs liberadas são 

capazes de se ligar a superfície do parasito e atuam estabilizando e inativando o 

complexo C3 convertase do sistema complemento. Além disso, monócitos e linfócitos 

infectados liberam EVs contendo TGF-β, que sinaliza a favor do parasito aumentando 

a sua invasão celular. In vivo, a inoculação das EVs provenientes de células THP-1 

(linhagem celular de monócito humano) infectadas em camundongos BALB/c resultou 

em aumento da parasitemia durante a fase aguda da infecção. 

Outro trabalho do mesmo grupo (Ramirez et al., 2017) mostrou que formas 

tripomastigotas metacíclicos, tripomastigotas obtidas de cultura de células e 

epimastigotas são capazes de induzir a liberação de EVs por células THP-1. Contudo, 

apenas as EVs liberadas por células THP-1 infectadas por tripomastigotas 

metacíclicos ou tripomastigotas obtidas de cultura de células têm a capacidade de 

aumentar a invasão celular de outras células THP-1 pelo T. cruzi. Ainda nesse trabalho 

os autores mostraram, com técnicas de microscopia, que as EVs liberadas por THP-

1 infectadas podem se fundir com a membrana de outras células THP-1. Além disso, 

o soro de pacientes chagásicos (formas cardíacas e indeterminadas) reconheceram 

antígenos presentes nas EVs de THP-1 infectadas, sugerindo o uso dessas EVs como 

biomarcadores para diagnóstico no contexto da doença de Chagas. Ainda no mesmo 

ano, Wyllie e Ramirez (2017) mostraram que células THP-1 infectadas por T. cruzi 
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cepa G (Tc I) e cepa Y (Tc II) liberam vesículas que protegem o parasito da lise pelo 

sistema complemento e aumentam a sua infectividade em células de mamíferos de 

forma cepa-dependente. Ou seja, a vesícula liberada pela THP-1 infectada por 

determinada cepa não tem efeito protetor sobre outra cepa. 

Numa outra abordagem experimental, Nogueira et al. (2015) avaliaram o 

efeito da inoculação de EVs das cepas Y, Colombiana, CL-14, e YuYu de T. cruzi em 

camundongos C57BL/6 na fase crônica da infecção. Em esplenócitos de animais 

cronicamente infectados, as EVs das cepas Colombiana e Y induziram maior 

produção dos mediadores pró-inflamatórios (TNF-α, IL-6 e IFN-). Experimentos 

seguintes utilizando EVs das cepas Colombiana e YuYu mostraram que linfócitos 

TCD8+ e TCD4+ têm, além do aumento das citocinas pró-inflamatórias, maior 

produção de IL-10, uma citocina envolvida com a regulação da resposta imunológica 

do hospedeiro. Também os linfócitos B apresentaram perfil misto de citocinas (TNF-α 

e IL-10) após o tratamento com EVs das cepas Colombiana e YuYu, enquanto as 

células dendríticas apresentaram maior produção de TNF-α. 

Esses trabalhos corroboram a hipótese de que as EVs têm papel relevante 

na patogênese do T. cruzi, demonstrado pela diminuição da sobrevida e maior 

parasitismo cardíaco. Embora alguns mecanismos desencadeados pelas vesículas a 

favor do parasito já tenham sido descritos (inativação do complemento, modulação na 

produção de citocinas, aumento da infecção de células por T. cruzi) é provável que 

mecanismos ainda desconhecidos estejam envolvidos. O estudo de outras vias 

relacionadas à patogênese das EVs de T. cruzi representa um avanço tanto no 

entendimento da biologia do parasito como da interação T. cruzi-célula hospedeira. 

 

1.6 ÁCIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS E RESPOSTA IMUNOLÓGICA 

 

Os ácidos graxos são os principais constituintes dos lipídios (óleos e 

gorduras), e entre suas principais funções destacam-se o acúmulo de energia e a 

formação das membranas celulares, sendo também precursores de substâncias 

importantes, tais como hormônios e mediadores lipídicos da inflamação (Turchini et 

al., 2012). Portanto, os ácidos graxos podem influenciar diversos aspectos celulares, 

resultando em alteração no metabolismo, na produção de hormônios e nos padrões 

de mediadores inflamatórios produzidos. Através dessas ações os ácidos graxos 

afetam desde funções fisiológicas até a resistência a doenças (Calder, 2015a). Em 

virtude disso, a compreensão dos mecanismos envolvidos com ingestão de ácidos 
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graxos sobre doenças que acometem animais e humanos tem sido o alvo de diversos 

estudos (Lands, 2014). 

As primeiras evidências da relação entre a ingestão de ácidos graxos poli-

insaturados n-3 (PUFAs n-3, ou ômega-3) e inflamação foram observadas nos estudos 

epidemiológicos desenvolvidos por Kromann e Green, em 1980.  Avaliando um 

período de 25 anos os pesquisadores mostraram que a população de esquimós do 

distrito de Upernavik, Groelândia, apresentavam baixa incidência de doenças auto-

imunes e inflamatórias, como psoríase, asma e diabetes tipo 1, assim como a 

ausência de esclerose múltipla, quando comparada com a população da Dinamarca. 

A principal diferença destacada nesse estudo é a alimentação muito característica 

dessa população de esquimós, com alta ingestão de peixes ricos em PUFAs n-3 

(Simopoulos, 2002). 

A família de PUFAs n-3 é composta de ácidos graxos de cadeia longa, 

contendo de 18 a 22 carbonos. A designação de ômega tem relação com a posição 

da primeira dupla ligação, contando a partir do grupo metílico final da molécula de 

ácido graxo. Os ácidos graxos ômega-3 apresentam a primeira dupla ligação entre o 

terceiro e o quarto átomo de carbono (Ratnayake e Galli, 2009). 

Os principais PUFAs n-3 são o ácido α-linolênico (LA) (18:3 n3), o ácido 

eicosapentaenóico (EPA) (20:5 n3) e o ácido docosahexaenóico (DHA) (22:6 n3). Os 

PUFAs n-3 são considerados ácidos graxos essenciais, uma vez que não podem ser 

sintetizados pelo organismo. Por esta razão os PUFAs n-3 devem ser obtidos a partir 

de alimentos, podendo ser encontrados em peixes, como o salmão, atum, e outras 

vidas marinhas, como algas, krill, além de certas plantas (CHILDS et al., 2008). O 

reconhecimento das atividades anti-inflamatórias dos PUFAs n-3 deram início a 

estudos de suplementação da dieta em modelos animais de inflamação crônica e 

infecção, além de estudos delineados para elucidar os mecanismos de ação dos 

PUFAs ômega-3.  

Ensaios experimentais têm mostrado que os PUFAs n-3 possuem 

poderosas atividades anti-inflamatórias e imunomoduladoras em uma gama de 

doenças, tais como auto-imunes (Maalouly et al., 2016), doença inflamatória do 

intestino (Hokari et al., 2013), artrite reumatoide (Woo et al., 2015) e infecções (Irons 

et al., 2003; Lovo-Martins et al., 2017). Também há testes clínicos em pacientes 

humanos associando o uso de suplementos ricos em PUFAs n-3 com a evolução de 

doenças inflamatórias (Rajaei et al., 2015) e infecções, como a sepse (Ferguson et 

al., 2014). Estudos em pacientes com artrite reumatoide são os que apresentam 
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melhores resultados, com vários testes mostrando redução dos sintomas, como 

inchaço, dor e rigidez matinal (Miles e Calder, 2012). Contudo, a Agency for 

Healthcare Research and Quality Reports dos Estados Unidos avaliou estudos em 

humanos que relacionam a suplementação com PUFAs n-3 e artrite reumatoide e 

concluiu que ainda não há evidências suficientes dos benefícios clínicos da 

suplementação com PUFA n-3 nesses pacientes, sendo necessários mais testes 

clínicos (Fritsche, 2006). Já os estudos em pacientes com doença inflamatória do 

intestino (doença de Crohn e colite ulcerativa) e asma, apesar de promissores, ainda 

são inconclusivos (Calder, 2015a), sendo encontrados testes que reportam alguns 

benefícios (Belluzzi et al., 1996) e outros não (Middleton et al., 2002).  

Enquanto que os resultados da suplementação com PUFAs n-3 em 

humanos são contraditórios, os testes em modelos animais apresentam-se mais 

expressivos e conclusivos. Numa análise bastante crítica feita por Fritsche (2006), 

importantes diferenças nos estudos com animais e humanos devem ser levadas em 

consideração, podendo ser essa a razão da discrepância observada nos resultados. 

Primeiramente, a heterogeneidade genética pode interferir nos efeitos dos PUFAs n-

3, e essa variação genética é muito maior numa população humana do que em 

animais de laboratórios. Adicionalmente, enquanto em estudos com animais a 

alimentação basal pode ser completamente controlada, em humanos esse controle 

acaba sendo muito pequeno ou até mesmo inexistente. Além disso, a maioria dos 

estudos em animais inicia a suplementação com PUFAs n-3 antes do 

desenvolvimento da doença (seja ela inflamatória ou infecciosa), enquanto que em 

humanos os testes são desenvolvidos em pacientes que já tem a doença estabelecida 

(Fritsche, 2006). 

A inflamação é o mecanismo patológico por trás de muitas doenças 

crônicas, e por isso os efeitos imunomoduladores dos PUFAs n-3 são considerados 

potencialmente benéficos. No entanto, uma questão importante a ser levantada é o 

efeito dessas suplementações em doenças infecciosas, uma vez que a inflamação é 

necessária e importante na defesa do organismo (Anderson e Fritsche, 2002; Fenton 

et al., 2013). Ainda são escassos os estudos relacionando a suplementação com 

PUFAs n-3 e doenças infecciosas, principalmente doenças parasitárias.  

A relação entre a suplementação com PUFAs n-3 e tripanossomíases foi 

abordada pela primeira vez por Godfrey (1958). O trabalho reportou que a 

suplementação de camundongos com óleo de fígado de bacalhau rico em PUFAs n-

3, associado a vitaminas A e D, suprimiu a infecção por Trypanosoma congolense e 
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Trypanosoma vivax, mas não teve efeitos na infecção por Typanosoma brucei e T. 

cruzi. 

No modelo experimental de leishmaniose cutânea, a suplementação com 

óleo de peixe não teve efeito na resistência do animal, embora tenha sido associado 

ao desenvolvimento de maior lesão na pata em virtude da infecção por Leishmania 

amazonenses (Blok et al., 2002). Num outro trabalho do mesmo grupo a 

suplementação com óleo de peixe diminuiu a incidência de malária cerebral em 

camundongo infectados por Plasmodium berguei (Blok et al., 1992). Kumaratilake e 

colaboradores (1992) mostraram que PUFAs n-3 e n-6 apresentam atividades anti-

malária in vitro para Plasmodium falciparum e in vivo para Plasmodium berguei. De 

acordo com Olive e colaboradores (1999) a suplementação com óleo de peixe não 

interferiu com o a resposta inflamatória intestinal causada pela infecção por Trichinella 

spiralis. Contudo, Garcia e colaboradores (2003) mostraram que a suplementação de 

animais  com óleo de peixe e infecção por Trichinella spiralis resulta em quantidades 

menores de vermes adultos em relação aos que receberam dieta normal, além de 

maior produção de IL-4 e IFN- por células do baço. 

Em estudos com bactérias, foi mostrado que a suplementação com óleo de 

peixe reduz a mortalidade de animais expostos à Klebsiella pneumoniae (Blok et al., 

1992). Dados posteriores de Thors e colaboradores (2004) também mostraram que a 

suplementação de camundongos com óleo de peixe aumenta a sobrevida dos animais 

infectados por Klebsilela pneumoniae no pulmão, mas não apresenta efeito sobre a 

resistência a infecção por Streptococcus pneumoniae sorotipo 3.  Em modelos 

experimentais de infecção por Listeria monocytogenes, a suplementação com óleo de 

peixe foi associada com redução da resistência à infecção (Irons et al., 2003). Por 

outro lado, a suplementação com fontes de DHA/EPA resultou em maior sobrevida 

em camundongos infectados por Pseudomonas aeruginosa no pulmão, associada 

com eliminação mais eficiente da bactéria pelo hospedeiro e menor lesão pulmonar 

(Caron et al., 2015). 

São conhecidos alguns mecanismos da modulação da resposta 

imunológica pelos PUFAs n-3, como a alteração da composição e função das 

membranas de células do sistema imunológico, modificação no padrão de 

eicosanóides produzidos, mudanças no perfil de citocinas, regulação da expressão 

gênica e da proliferação de linfócitos T (Calder, 2015b). 

A suplementação com óleo de peixe aumenta a proporção dos PUFAs n-3  

EPA e DHA nos fosfolipídeos das membranas de células inflamatórias, com 



 

32 
 

consequente redução na quantidade do PUFA n-6 ácido araquidônico (Calder et al., 

1994). Tanto em experimentos com animais como em humanos, a incorporação de 

PUFAs n-3 na membrana das células ocorre de forma dependente de tempo (Yaqoob 

et al., 2000; Faber et al., 2011) e de dose (Rees et al., 2006). Estas alterações na 

composição dos ácidos graxos da membrana modificam, posteriormente, a produção 

de eicosanóides e a formação de rafts lipídicos. 

Os eicosanóides são mediadores lipídicos da inflamação que incluem 

prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX). O 

substrato inicial para a síntese dos eicosanóides são os lipídios presentes nos 

fosfolipídios de membrana de células envolvidas com processos inflamatórios. Por ser 

o ácido graxo mais prevalente na membrana das células inflamatórias, o ácido 

araquidônico é, usualmente, o principal substrato para a síntese de eicosanóides, 

dando origem a prostaglandinas e tromboxanos da série 2 e leucotrienos e lipoxinas 

da série 4 (Calder, 2015b).  

Quando inseridos na membrana plasmática, os PUFAs n-3 inibem 

competitivamente a formação de eicosanóides pelas enzimas ciclo-oxigenase (COX) 

e lipo-oxigenase (LOX) a partir do ácido araquidônico, sendo produzidos, a partir dos 

ácidos graxos EPA e DHA, prostaglandinas e tromboxanos da série 3 e leucotrienos 

e lipoxinas da série 5. Estes eicosanóides produzidos a partir do EPA e DHA 

apresentam menor atividade inflamatória (Chapkin et al., 1991; Trebble et al., 2003). 

Parte desse efeito se deve a diminuição do ácido araquidônico disponível, mas 

também se deve a uma ação direta do EPA diminuindo a atividade e expressão da 

enzima COX-2, responsável pela síntese de prostaglandinas após um estímulo 

inflamatório (Bagga et al., 2003). 

Os PUFAs n-3 da membrana celular dão origem também as pró-resolvinas, 

que são mediadores lipídicos que atuam na resolução da inflamação (Serhan, 2014). 

São geradas resolvinas da série E a partir do EPA, resolvinas da série D a partir do 

DHA e protectinas e maresinas a partir do DHA. A síntese dessas pró-resolvinas 

envolve também a via das COX e LOX (Hong et al., 2003; Mas et al., 2012). 

Uma vez que a produção de citocinas é regulada por eicosanóides 

derivados do ácido araquidônico, e os PUFAs n-3 afetam a produção desses 

eicosanóides, espera-se que os PUFAs n-3 afetem a produção de citocinas (Calder, 

2012). 

O NF-B é um importante fator de transcrição nuclear envolvido na 

regulação positiva de genes de citocinas inflamatórias, moléculas de adesão e ciclo-
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oxigenase (Wan e Lenardo, 2010). Foi demonstrado que os PUFAs n-3 diminuem a 

atividade desse fator de transcrição nuclear, tanto por inibição da fosforilação da 

subunidade IB (Novak et al., 2003; Zhao et al., 2004) ou através da alteração na 

formação de rafts lipídicos, impedindo que proteínas sinalizadoras fiquem próximas 

ao receptor TLR-4, não ocorrendo a sua sinalização e consequente ativação do NF-

B (Wong et al., 2009). Uma outra forma que os PUFAs n-3 influenciam a ativação do 

NF-B envolve o bloqueio físico que o fator de transcrição de receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma-gama (PPAR-) exerce sobre o NF-B (Vanden Berghe 

et al., 2003). Ao contrário do NF-B, o fator de transcrição PPAR- está relacionado 

com respostas anti-inflamatórias nas células (Szanto e Nagy, 2008). 

Estudos em culturas de células mostraram que a suplementação com 

PUFAs n-3 suprime a capacidade de monócitos sintetizarem IL-1 e TNF-; (Zhao et 

al., 2004), como também a produção de IL-6 e IL-8 por células do endotélio venoso 

(De Caterina et al., 1994). Considerando que a IL-1 e o TNF- são importantes 

mediadores da inflamação, a redução nessas citocinas contribui para melhorar 

sintomas inflamatórios de pacientes que fazem uso de suplementos com PUFAs n-3. 

O consumo de PUFAs n-3 também está associado com uma significante diminuição 

na produção in vivo de IL-12 e IFN- (Fritsche et al., 1999; Puertollano et al., 2005). 

Zhang e Fritsche (2004) mostraram que macrófagos tratados com DHA diminuem a 

produção de IL-12 de maneira independente do fator de transcrição PPAR-. 

O TNF- é uma citocina que aparece rapidamente após infecções ou 

lesões, tendo um papel fundamental no combate a patógenos invasores. Contudo, a 

produção excessiva de TNF- está relacionada com mortalidade e morbidade na 

sepse, (Kaech et al., 2006), meningite (Armah et al., 2005) e malária (Perlmann e 

Troye-Blomberg, 2000). Embora grande parte dos estudos envolvendo a modulação 

do TNF- pelo tratamento com PUFAs n-3 indiquem um efeito supressivo do 

tratamento sobre essa citocina, é importante considerar que a sensibilidade aos 

efeitos supressivos dos PUFAs n-3 na produção de TNF- está ligada ao nível 

inerente de produção de citocinas pelas células antes da suplementação e aos 

polimorfismos encontrados no gene codificador do TNF- (Grimble et al., 2002).  

Dessa forma, alguns trabalhos relatam aumento de citocinas diante do 

tratamento com PUFAs n-3. Blok et al. (2002) relataram aumento na produção de TNF-

 por macrófagos estimulados in vitro com LPS. Takeda et al. (1995) mostraram que 

a suplementação com óleo de peixe em camundongos infectados por T. cruzi e 
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consequentemente estimulados com LPS resulta num aumento nos níveis séricos de 

TNF-. O estudo Blok et al. (1992) mostrou que a suplementação com óleo de peixe 

na infecção experimental por Klebsiella pneumoniae e na infecção cerebral por 

Plasmodium berghei leva ao aumento na produção ex vivo de TNF- e IL-1 por 

macrófagos estimulados com LPS. Além desses, Puertollano et al. (2005) mostraram 

que o tratamento in vivo com óleo de peixe aumentou os níveis plasmáticos de TNF-

 em camundongos infectados por Listeria monocytogenes nas primeiras 24h de 

infecção, sendo menor nos tempos posteriores. 

Como já descrito, o NO constituí um importante mediador citotóxico de 

células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patógenos e células tumorais. 

Macrófagos tratados com DHA e estimulados com LPS apresentaram redução na 

produção de NO, assim como menor expressão da enzima iNOS, provavelmente por 

interferência nas vias de sinalização intracelulares associadas com a regulação da 

iNOS (Ambrozova et al., 2010). Também Khair-El-Din et al. (1996) já demonstraram 

que o DHA diminui a produção de NO por macrófagos estimulados in vitro com IFN- 

e LPS. De Lima et al. (2006) relataram que baixas doses de PUFAs n-6 e n-3 (entre 

eles o DHA e o EPA) estimulam a produção de NO em macrófagos estimulados com 

LPS, enquanto que altas doses dos PUFAs diminuem a síntese do NO nessas células.  

A relação entre a suplementação oral com PUFAs n-3 e a infecção por T. 

cruzi, abordando produção de citocinas, foi mostrada pela primeira vez por Takeda et 

al. (1995). Nesse estudo os autores mostraram que a administração oral de óleo de 

peixe induz altos níveis séricos de TNF- em camundongos infectados por T. cruzi. 

Da mesma forma, os resultados publicados pelo nosso grupo em relação ao 

desenvolvimento da infecção aguda por T. cruzi em camundongos suplementados 

com óleo de peixe também mostraram aumento da produção de TNF- por células 

esplênicas (Lovo-Martins et al., 2017). 

Assim sendo, a avaliação dos efeitos dos PUFAS n-3 sobre resposta 

inflamatória e a interação com vesículas extracelulares secretadas por T. cruzi podem 

indicar caminhos para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na relação 

parasito-hospedeiro, assim como abrir novas perspectivas terapêuticas para a doença 

de Chagas. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

As doenças tropicais negligenciadas afetam mais de 1 bilhão de pessoas 

em todo o mundo, principalmente populações de baixa renda que vivem em climas 

tropicais e subtropicais. Dentre elas, a Doença de Chagas é considerada pela 

Organização Mundial da Saúde como uma doença tropical negligenciada (WHO, 

2012) constituindo um problema significativo de saúde pública. Por isso, pesquisas 

que contribuam no entendimento da patogênese da doença assim como de possíveis 

compostos terapêuticos são importantes no cenário atual. 

Os ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs n-3), presentes principalmente 

no óleo de peixe, estão associados com a modulação da inflamação e da resposta 

imunológica (Revisado por Calder 2018). Apesar dos benefícios cardiovasculares já 

estarem bem descritos, os efeitos dessa imunomodulação no curso de doenças 

infecciosas ainda são pouco conhecidos (Fritsche, 2007).  

Uma vez que pesquisas desenvolvidas recentemente em nosso laboratório 

mostraram que a suplementação oral de camundongos com óleo de peixe rico em 

PUFAS n-3 atenua a infecção murina por T. cruzi, o estudo dos mecanismos 

envolvidos nessa imunomodulação torna-se de grande importância, podendo, através 

do desenvolvimento das pesquisas nessa área, futuramente considerar-se a 

suplementação com PUFAs n-3 como terapia para tratamento da Doença de Chagas 

(Lovo-Martins et al., 2017).  

Com a descoberta de que T. cruzi libera vesículas contendo várias 

moléculas que interferem na resposta imunológica, modulando a infecção a favor do 

parasito, e assim exercendo papel importante na patogênese da doença de Chagas 

(Goncalves et al., 1991; Trocoli Torrecilhas et al., 2009), novos estudos são essenciais 

para determinar a função destas vesículas em diferentes situações biológicas, como 

por exemplo, sob os efeitos dos PUFAs n-3. O estudo aqui apresentado contribui para 

uma maior compreensão dos mecanismos envolvidos na patogenicidade induzida por 

vesículas extracelulares de T. cruzi, e ao mesmo tempo ratifica o efeito 

imunomodulador dos PUFAs na infecção por T. cruzi. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar os efeitos imunopatológicos de vesículas extracelulares de 

Trypanosoma cruzi, assim como a sua associação à ação imunomoduladora dos 

ácidos graxos poli-insaturados na patogênese da doença de Chagas experimental. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Obter e purificar vesículas extracelulares de T. cruzi Y (EVs Y); 

b) Avaliar o curso da infecção por T. cruzi determinando a curva de parasitemia 

e o parasitismo cardíaco nos animais infectados, submetidos ao tratamento 

com óleo de milho ou óleo de peixe, associados à inoculação de EVs Y; 

c) Caracterizar a resposta imunológica (produção de citocinas e de óxido nítrico) 

de células esplênicas obtidas de animais infectados ou não, submetidos ao 

tratamento com óleo de milho ou óleo de peixe, associados à inoculação de 

EVs Y; 

d) Avaliar os efeitos das EVs Y e de ácidos graxos sobre a capacidade de invasão 

do T. cruzi em macrófagos diferenciados a partir das células da medula óssea 

de camundongos C57BL/6, determinando a produção de PGE2, óxido nítrico, 

citocinas e formação de corpos lipídicos. 
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4 CAPÍTULO I: Artigo publicado na revista Frontiers in immunology 

 

“Extracellular vesicles shed by Trypanosoma cruzi potentiate infection and 

elicit lipid body formation and PGE2 production in murine macrophages” 

(Vesículas extracelulares liberadas por Trypanosoma cruzi potencializam a infecção 

e elicitam a formação de corpos lipídicos e produção de PGE2 em macrófagos 

murinos) 

 

Autores: Maria Isabel Lovo-Martins, Aparecida Donizette Malvezi, Nágela Ghabdan 

Zanluqui, Bruno Fernando Cruz Lucchetti, Vera Lúcia Hideko Tatakihara, Patricia 

Alves Mörking, Admilton Gonçalves de Oliveira, Samuel Goldenberg, Pryscilla Fanini 

Wowk and Phileno Pinge-Filho. 

 

 
Neste capítulo, parte dos resultados da tese foram compilados em um 

primeiro publicado na revista Frontiers in Immunology (fator de impacto 6.429, Qualis: 

A1, área CB-1 em abril de 2018). Esse primeiro artigo descreve os efeitos da 

inoculação de vesículas extracelulares liberadas por formas tripomastigotas de 

Trypanosoma cruzi no desenvolvimento e imunopatologia da infecção experimental 

por T. cruzi em camundongos C57BL/6. Avaliamos principalmente a resposta 

imunológica dos animais dos diferentes grupos de tratamentos, focando na análise do 

perfil de citocinas e óxido nítrico produzidos no plasma, na responsividade das células 

esplênicas e também analisando células e lavado do peritônio, local da inoculação 

tanto das vesículas de T. cruzi como do próprio parasito. Adicionalmente, 

descrevemos os efeitos das vesículas extracelulares de T. cruzi em macrófagos, 

células importantes da imunidade inata que participam ativamente da resposta 

imunológica durante a infecção por T. cruzi, mas que podem ter seus mecanismos 

tripanocidas subvertidos pelo parasito, permitindo sua infecção e replicação. Os 

experimentos in vitro trouxeram novos conhecimentos acerca dos efeitos diretos das 

vesículas extracelulares de T. cruzi sobre macrófagos, onde mostramos que as 

vesículas extracelulares de T. cruzi elicitam a formação de corpos lipídicos e 

promovem a produção de prostaglandina E2, mesmo na ausência do parasito. 
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4.1 EXTRACELLULAR VESICLES SHED BY Trypanosoma cruzi POTENTIATE INFECTION AND 

ELICIT LIPID BODY FORMATION AND PGE2 PRODUCTION IN MURINE MACROPHAGES 
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Figura suplementar 1 
 
Supplementary Figure 1. Nanoparticle tracking analysis of the extracellular vesicles 

isolated from T. cruzi Y. Concentration (particles/mL) and size distribution (nm) for 

extracellular vesicles spontaneously shed by tissue culture-derived trypomastigote forms of T. 

cruzi Y (EVs Y) measured in a NanoSight LM10 instrument (Malvern Instruments Ltd). The 

data are representative of 3 independent experiments. 
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4.2 CONCLUSÃO DO CAPÍTULO I 

 

A comunicação entre o T. cruzi e as células do hospedeiro via vesículas 

extracelulares têm sido objeto de vários estudos atualmente, cujos resultados 

apontam para mecanismos que favorecem a persistência do parasito no organismo. 

Colaborando ainda mais para esse entendimento, mostramos a modulação 

da resposta imunológica pelas vesículas extracelulares de tripomastigotas de T. cruzi 

Y (EVs Y) em camundongos C57BL/6 durante a fase aguda da infecção. Descrevemos 

a diminuição do óxido nítrico (NO) no plasma, assim como da citocina pró-inflamatória 

TNF-α em animais que tiveram contato com as EVs Y antes da infecção. Mostramos 

que as células do baço dos animais que recebem EVs Y antes da infecção são menos 

responsivas ao estímulo com antígeno de T. cruzi in vitro, com menor produção de 

NO e das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6. No peritônio, local da inoculação 

das EVs Y e também do parasito, as EVs Y modularam o perfil dos macrófagos 

presentes na cavidade abdominal assim como os níveis de NO produzidos localmente. 

Considerando que as EVs Y, apesar de terem sido inoculadas no peritônio, 

modularam até mesmo as células esplênicas, entendemos que o efeito das EVs Y não 

é apenas local, mas afeta a resposta imunológica de forma sistêmica. 

Em ensaios in vitro utilizando macrófagos derivados de medula óssea 

mostramos os efeitos diretos das EVs Y sobre essa importante célula da imunidade 

inata, que além de atividade tripanocida ainda têm a capacidade de apresentar 

antígenos para linfócitos, disparando a imunidade adaptativa. Macrófagos que tiveram 

contato com as EVs Y antes da infecção apresentaram maior internalização de 

amastigotas. Os ensaios de liberação de tripomastigotas pelos macrófagos mostrou 

que, além da maior internalização, os parasitos internalizados nos macrófagos 

tratados com EVs Y foram capazes de continuar seu ciclo de vida, multiplicando, 

diferenciando novamente em tripomastigotas e rompendo a célula para dar 

continuidade à infecção.  

Esses efeitos observados podem ser explicados, ainda que parcialmente, 

pelo aumento de corpos lipídicos induzidos pelas EVs Y em macrófagos não 

infectados, assim como pela produção de PGE2 por essas células. Apesar do 

tratamento com as EVs Y ter induzido uma produção menor de PGE2 pelos 

macrófagos após a infecção, o perfil inflamatório dessas células já estava reduzido, 

uma vez que elas apresentaram menor produção de TNF-α e IL-6.  
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Dessa forma, esses resultados suportam e fornecem novas evidências do 

papel das EVs liberadas por T. cruzi na patogênese da fase aguda da Doença de 

Chagas, contribuindo com novos conhecimentos para uma melhor compreensão 

dessa complexa relação parasito-hospedeiro.  
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5 CAPÍTULO II – Efeitos dos ácidos graxos poli-insaturados n-3 na patogênese 

das vesículas extracelulares liberadas por Trypanosoma cruzi durante a 

infecção experimental murina 

 

A relação entre os efeitos protetores do consumo/incorporação dos ácidos 

graxos poli-insaturados n-3 (PUFAs n-3) com as ações patogênicas das vesículas 

extracelulares do T. cruzi Y (EVs Y) em modelos de infecção in vivo e in vitro também 

foi objeto de investigação desta tese. 

Considerando que a ingestão de óleo de peixe rico em PUFAs n-3 modula 

mecanismos envolvidos com a resposta imunológica, o estudo dos efeitos dessa 

suplementação com a resposta do organismo às doenças infecciosas tem despertado 

importantes questionamentos. Nosso grupo mostrou recentemente que a 

suplementação de camundongos C57BL/6 com óleo de peixe rico em PUFAs n-3 

atenua a fase aguda da infecção por T. cruzi (Lovo-Martins et al., 2017). Os animais 

suplementados com óleo de peixe não desenvolveram trombocitopenia e leucopenia 

característicos de fase aguda, apresentaram menor parasitismo cardíaco além de 

maior produção de TNF-α (Anexo II).  

Nos resultados adiante mostrados, os animais suplementados com óleo de 

peixe rico em PUFAs n-3 e tratados com EVs Y não apresentaram redução na 

concentração de NO tanto no plasma quanto em cultura de esplenócitos. 

Adicionalmente, para melhor entender o papel de cada ácido graxo na modulação dos 

efeitos das EVs Y, experimentos in vitro com macrófagos derivados da medula óssea 

foram desenvolvidos utilizando o tratamento com ácidos graxos purificados 

conjugados à soro albumina bovino. 

Os resultados a seguir estão apresentados na tese seguindo o formato 

tradicional de materiais e métodos; resultados e discussão; e conclusão. 

Posteriormente os resultados serão compilados para publicação em revista científica. 
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5.1 MATERIAIS E MÉTODOS REFERENTES AOS RESULTADOS DO CAPÍTULO II 

 

5.1.1 MEIOS DE CULTIVO CELULAR, SOLUÇÕES E REAGENTES 

 

• Ácidos graxos purificados: os ácidos graxos ácido araquidônico (AA), ácido 

Linoleico (LA), ácido oleico (AO), ácido docosahexaenóico (DHA) e ácido 

eicosapentaenóico (EPA) utilizados para o tratamento dos macrófagos foram 

adquiridos da Cayman Chemical (MI, EUA). Os ácidos graxos foram 

preparados conjugados com BSA na concentração de 1000 µM no dia da sua 

utilização. 

• CuSO4 para ativação dos grânulos de cádmio: 5 mM de CuSO4 dissolvidos 

em tampão glicina-NaOH 45 % (pH do tampão glicina 9,7 ajustado com NaOH). 

• Meio DMEM: Meio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) em 

pó, (qsp para 1 L) acrescentado de 2 mM de glutamina, 10 mM de tampão 

biológico HEPES, 100 UI/mL de penicilina e 100 𝜇g/mL estreptomicina e 10% 

de soro bovino fetal (SBF) inativado, pH 7,2. (todos os reagentes GIBCO, Gran 

Island, Y). 

• Meio RMPI-1640: RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) em pó, (qsp 

para 1 L) acrescentado de 2 mM de glutamina, 10 mM de tampão biológico 

HEPES, 100 UI/mL de penicilina e 100 𝜇g/mL estreptomicina e 5% de soro 

bovino fetal (SBF) inativado, pH 7,2. (todos os reagentes GIBCO, Gran Island, 

Y). 

• Óleo de milho: óleo rico em PUFAs n-6, mas pobre em PUFAs n-3 (Sigma 

Chem. Co. C8627). 

• Óleo de peixe: óleo rico em PUFAs n-3 obtido do peixe “menhaden” (Sigma 

Chem. Co. F8020). 

• Reagente de Griess: 0,1% N-1 Naftil-etilenediamina e 1% de sulfanilamida em 

5% de H3PO4. 

• Reagentes desproteinizantes para quantificação de NO no plasma: ZnSO4 

75 mM; NaOH 55 Mm;  

Solução para coloração Giemsa: 4 gotas de Giemsa por mL de tampão para 

coloração (NewProv produtos para laboratório LTDA). 

• Soro albumina bovino (BSA): Para o preparo da solução de BSA utilizada 

para conjugar os ácidos graxos foi utilizado 396 mg de BSA fração V (Sigma, # 
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A-8806), livre de ácidos graxos e endotoxinas, em 12 mL de DMEM. Essa 

solução foi misturada gentilmente e permaneceu em banho 37oC por 30 

minutos (com agitação a cada 10 minutos), sendo posteriormente filtrada em 

membrana de nitrocelulose com poros de 0,22 µm. A solução de BSA foi 

armazenada na geladeira e usada dentro de, no máximo, 1 mês. 

• Tampão de lise de hemácias: 8,90% NH4Cl, 0,34% EDTA, 0,80% NaHCO3. 

• Tampão glicina-NaOH para quantificação de NO no plasma: 15% de glicina, 

pH 9,7 ajustado com NaOH. 

• Tampão para coloração com Giemsa: 0,044% Na2HPO4 e 0,056% KH2PO4. 

• Tampão salina-fosfato (PBS): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4 

e 1,5 mM KH2PO4. 

 

5.1.2 APROVAÇÃO DO PROJETO PELA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

 

Todos os procedimentos experimentais desse projeto foram realizados de 

acordo com as diretrizes do Código Brasileiro para o Uso de Animais de Laboratório. 

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Estadual de Londrina (CEUA-111/2015 registrado sob o processo 

número 7045.2015.06) (Anexo I). 

A manutenção da cepa Y de T. cruzi in vivo através de repiques periódicos 

em camundongos Swiss está respaldada pela aprovação do Comissão de Ética no 

Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina, registrado sob o processo 

número 28.841.2016.41. 

 

5.1.3 MANUTENÇÃO DA CEPA Y DE Trypanosoma cruzi 

 

A cepa Y do T. cruzi foi mantida in vivo através de repiques realizados a 

cada 10 dias com inoculação de 2 x 105 formas tripomastigotas sanguíneas de T. cruzi, 

diluídas em PBS, por via intraperitoneal em camundongos Swiss.  

Para a manutenção in vitro da cepa Y foram utilizadas células Vero-E6 

infectadas. As células Vero-E6 utilizadas para a manutenção in vitro do T. cruzi Y 

(ATCC CRL-1586; American Type Culture Collection, Rockville, MD) foram cultivadas 

em meio RPMI-1640 completo, contendo 5% de SBF, mantidas a 37ºC em estufa com 

5% de CO2 e atmosfera úmida. 
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 Para iniciar o ciclo celular de replicação do T. cruzi e consequente 

liberação de tripomastigotas em cultivo de células in vitro, formas tripomastigotas 

sanguíneas de T. cruzi foram obtidas a partir da coleta de sangue de camundongos 

Swiss e utilizadas para infectar monocamadas de células Vero-E6 em garrafa de 

cultivo de 25 cm2. Após 8 horas de interação as células foram lavadas com PBS a 

37oC para remoção dos parasitos não internalizados. Decorrido cerca de 10 dias após 

a infecção das células, as formas tripomastigotas presentes em grande quantidade no 

sobrenadante do cultivo celular e foram utilizados para infecção de novas culturas de 

células Vero-E6, agora em garrafas de cultivo celular de 75 cm2 (expansão dos 

tripomastigotas derivados de cultura de células). Estas formas tripomastigotas 

derivadas de cultivo celular foram utilizadas para obtenção de vesículas extracelulares 

do parasito assim como para as infecções de camundongos C57BL/6. 

 

5.1.4 ANIMAIS C57BL/6 

 

Foram utilizados camundongos isogênicos da linhagem C57BL/6 machos 

de 8 a 12 semanas de idade provenientes do biotério do Instituto Carlos Chagas, 

Fiocruz Paraná, e por endocruzamentos realizados na Universidade Estadual de 

Londrina a partir de matrizes provenientes do CEMIB da Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP). Os animais foram mantidos até o término dos experimentos 

em gaiolas coletivas, comportando até 6 animais cada. A alimentação dos animais foi 

realizada com dieta comercial (Nuvilab-CR1, Quimtia Nuvital, Colombo, Brasil) e água 

esterilizada “ad libitum”. 

 

5.1.5 OBTENÇÃO DE VESÍCULAS EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi Y 

 

O sobrenadante de células Vero-E6 contendo tripomastigotas foi recolhido 

e centrifugado em baixa rotação para remoção das células Vero-E6 eventualmente 

presentes nesse sobrenadante (1000 x g, 5 minutos, 25ºC). Posteriormente, os 

tripomastigotas presentes no sobrenadante foram lavados 3 vezes com meio RPMI 

não suplementado (2600 x g, 10 minutos, 25ºC) e a concentração foi determinada em 

câmara de Neubauer. Os parasitos foram ressuspendidos na concentração de 1 x 108 

parasitos por mL de RPMI-1640 sem SBF e incubado por 2 horas a 37ºC, período no 

qual ocorreu a liberação de vesículas extracelulares do parasito no meio de cultivo. 

Decorrido o período de incubação, essa solução foi centrifugada para remoção dos 
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parasitos (2600 x g, 10 minutos, 25oC) e o sobrenadante rico em vesículas 

extracelulares de T. cruzi cepa Y foi filtrado em membrana com poros 0,45 µm para 

remoção de grandes partículas, como corpos apoptóticos, grumos de vesículas ou 

fragmentos do parasito. Esse protocolo foi delineado com base no trabalho de Trocoli 

Torrecilhas et al. (2009). As vesículas extracelulares de T. cruzi Y foram denominadas 

no presente trabalho como EVs Y (do inglês Extracelular vesicles T. cruzi Y). 

Para a purificação das EVs Y foi utilizado o Kit comercial de extração Total 

Exosome Isolation Form Culture Cell (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, EUA). Ao 

volume de sobrenadante rico em EVs Y obtido após a filtração foi adicionado o 

reagente do Kit, de acordo com as instruções do fabricante. Essa solução foi 

homogeneizada e armazenada overnight a 4ºC (cerca de 16 horas), sendo 

centrifugada em seguida a 10000 x g por 1 hora, 4ºC. O sobrenadante foi 

delicadamente aspirado e descartado. As EVs Y sedimentadas foram ressupendidas 

em DPBS estéril, mantendo a proporção de 100 µL de DPBS para cada 1 x 108 

parasitos utilizados inicialmente. O princípio do método se baseia na ligação de 

moléculas de água na solução, forçando componentes menos solúveis, como as 

vesículas, para fora da solução, permitindo que elas sedimentem após uma 

centrifugação com baixa velocidade e curta duração em comparação com a 

ultracentrifugação necessária sem o uso do reagente. As EVs Y foram mantidas a 4ºC 

até a sua utilização, não sendo armazenadas por mais de 2 meses. 

As EVs Y obtidas foram utilizadas em ensaios in vivo e in vitro. Para o 

cálculo da concentração das EVs Y utilizadas nos experimentos foi considerado 

sempre o número inicial de parasitos utilizados para fazer a obtenção das EVs Y e o 

volume final que essas EVs Y foram ressuspendidas. Dessa forma, os tratamentos 

sempre foram realizados considerando inóculo de EVs Y derivadas de 1x106 parasitos 

para os ensaios in vivo e EVs Y derivadas de 1x107 parasitos para os ensaios in vitro. 

 

5.1.6 ANÁLISE DAS VESÍCULAS EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi Y POR 

NANOPARTICLE TRACKING ANALYSIS (MONITORAMENTO DE MOVIMENTO) 

 

As suspensões contendo EVs Y foram analisadas quanto ao tamanho e 

concentração através do equipamento Nano Sight LM10 (NanoSight Ltd., Amesbury, 

United Kingdom). As amostras foram diluídas em PBS e aplicadas em um sistema de 

injeção automática a 25ºC e velocidade de infusão 50. 
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O sistema do equipamento Nano Sight consiste num laser de 532 nm que 

emite um feixe finamente focado na amostra (uma suspensão de partículas diluídas) 

através de um prisma de vidro. O feixe refrata em um ângulo baixo ao entrar na 

amostra, resultando em um fino feixe de luz que ilumina as partículas da amostra, que 

por sua vez são visualizadas por um microscópio óptico de luz convencional acoplado 

a uma câmera de vídeo que capta a dispersão de luz de todas as partículas no campo 

de visão. Vídeos de 60 segundos são feitos, com 30 quadros por segundo, e o 

movimento das partículas é analisado pelo NTA software (Nanosight Ltd.). O NTA 

software identifica e acompanha cada partícula em cada quadro adquirido no vídeo, e 

o movimento browniano é acompanhado e mensurado. A velocidade do movimento 

das partículas é usado para calcular o tamanho da partícula através da equação de 

duas dimensões de Stokes-Einstein (Dragovic et al., 2011). 

 

5.1.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL in vivo 

 

O protocolo adotado para avaliar os efeitos da inoculação de EVs Y na 

infecção in vivo foi delineado com base no trabalho de Trocoli Torrecilhas et al. (2009), 

com a diferença que optamos por avaliar esses efeitos em animais C57BL/6, um 

modelo de resistência a essa cepa de T. cruzi.  

Para avaliar a relação dos efeitos das EVs Y na infecção por T. cruzi com 

a suplementação oral in vivo com óleos ricos em diferentes ácidos graxos utilizamos 

óleo de peixe, rico em PUFAs n-3, e óleo de milho, rico em PUFAs n-6, mas pobre em 

PUFAs n-3.  

Iniciando 14 dias antes da infecção por T. cruzi, camundongos C57BL/6 

foram suplementados diariamente e no mesmo horário por gavagem com óleo de 

milho ou óleo de peixe. Todos os tratamentos foram administrados na dose de 0,6% 

volume/massa (mL por 100g de massa corporal). Durante todo o período os 

camundongos tiveram ração e água “ad libitum”.  

Após 7 dias do início da suplementação oral os animais receberam por via 

intraperitoneal EVs Y referentes à 1x106 tripomastigotas (ou apenas PBS como 

controle). Decorridos 7 dias do inóculo de EVs Y, 14 dias após do início da 

suplementação por via oral com óleo de peixe ou óleo de milho, os animais foram 

infectados com 5 x 103 T. cruzi Y obtidos do sobrenadante de cultura de células Vero-

E6. Durante a infecção foi avaliada a parasitemia e sobrevida (até o 25º dia após a 

infecção) ou os animais foram anestesiados (100 mg/kg de Ketamina e 10 mg/kg 
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Xilasina) e sacrificados no 12º dia após a infecção para a coleta de sangue por punção 

cardíaca e remoção do baço. O plasma foi aliquotado e armazenado a -80oC para 

posterior quantificação de NO. A suplementação foi mantida diariamente até a 

eutanásia dos animais (Figura 5.1). 

 

Figura 5.1: Desenho experimental da associação de suplementação oral com óleo de 
milho ou óleo de peixe e inoculação de vesículas extracelulares de Trypanosoma cruzi 
Y na infecção por T. cruzi in vivo. A suplementação oral por gavagem com óleo de milho e 
óleo de peixe iniciou-se 14 dias antes da infecção e seguiu diariamente até o final do 
experimento (grupos controle não receberam suplementação por via oral). Após 7 dias, o 
grupo controle e cada grupo de animais suplementados foram divididos em dois: um recebeu 
o inóculo de vesículas extracelulares de T. cruzi Y (EVs Y) por via intraperitoneal e o outro 
recebeu PBS também pela via intraperitoneal. Decorridos 7 dias da inoculação das EVs Y os 
animais foram infectados com 5000 tripomastigotas de T. cruzi Y. A quantificação dos 
parasitemia iniciou-se no terceiro dia após a infecção, e foi realizada em dias alternados, até 
que não fossem mais encontrados parasitos no sangue. Em outros grupos experimentais foi 
feita a anestesia e eutanásia no 12º dia após a infecção para a coleta de sangue e baço. 
 

 

Para as infecções dos camundongos C57BL/6 foram utilizados T. cruzi Y 

obtidos da primeira passagem em células Vero-E6 infectadas com parasitos do 

sangue de camundongos Swiss, amenizando dessa forma a perda de virulência da 

cepa causada por várias passagens em cultura de células. Sobrenadante das células 

Vero-E6 contendo tripomastigotas foram recolhidos e centrifugados a 1000 g por 5 

minutos para remoção de células. A solução contendo os tripomastigotas passou por 

duas etapas de lavagens com 30 mL de PBS (centrifugações a 2600 g por 20 minutos, 

temperatura ambiente). Após a última lavagem os tripomastigotas foram 

ressuspendidos em PBS e a concentração determinada utilizando câmara de 

Neubauer. Os animais foram infectados por via intraperitoneal com 5 x 103 

tripomastigotas de T. cruzi Cepa Y. 
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5.1.8 PARASITEMIA 

 

A parasitemia sanguínea foi determinada de acordo com Brener (1962). A 

técnica consiste na observação direta de 50 campos em microscópio óptico no 

aumento de 400x (modelo Olympus CH30LF100 – Olympus Optical CO., LTD) em 5 

µL de sangue heparinizado colhido da veia da cauda do camundongo em dias 

alternados, a partir do terceiro dia após a infecção por T. cruzi. Os resultados foram 

expressos como o número de parasitos/mL de sangue (Araújo-Jorge, 2000). 

 

5.1.9 PREPARO DO ANTÍGENO DE Trypanosoma cruzi (TCAG) 

 

Tripomastigotas obtidas do sobrenadante de células Vero-E6 foram 

recolhidas e centrifugadas em baixa rotação (1000 x g, 5 minutos, 25ºC) para remoção 

de eventuais células Vero-E6 presentes nesse sobrenadante. Em seguida os 

tripomastigotas foram centrifugados em alta rotação (2600 x g, 10 minutos, 25ºC) e 

ressuspendidos em volume pequeno (mantendo sempre a concentração entre 108 -

109 por mL). Os tripomastigotas foram então submetidos a 10 ciclos de congelamento 

em nitrogênio líquido seguido de descongelamento em banho 37ºC. Alíquotas de TcAg 

foram armazenadas em -20oC até a sua utilização. A quantidade de TcAg utilizada 

para estimular células in vitro seguiu a proporção de 1:1 (1 parasito da solução inicial 

utilizada para preparar o TcAg para cada célula em cultura) (Curotto De Lafaille et al., 

1990). 

 

5.1.10 OBTENÇÃO E CULTIVO DE CÉLULAS DO BAÇO 

 

No 12o dia após a infecção os camundongos dos diferentes grupos 

experimentais foram anestesiados (100 mg/kg de Ketamina e 10 mg/kg Xilasina) e 

sacrificados. O baço de cada animal foi imediatamente removido, colocado em 10 mL 

de RPMI-1640 sem SBF e macerado para liberação das células do órgão no meio de 

cultura. A suspensão contendo as células foi centrifugada (1000 x g, 5 minutos, 4ºC) 

e as hemácias foram lisadas com 1mL de tampão de lise por baço durante 5 minutos, 

no gelo. A lise foi interrompida acrescentando 10 mL de RPMI-1640 sem SBF. As 

células foram novamente centrifugadas (1000 x g, 5 minutos, 4ºC) e ressuspendidas 

em RPMI-1640 com 5% de SBF. Uma alíquota de cada amostra foi diluída em azul de 



 

65 
 

tripan 0,1% e a concentração celular das células viáveis foi determinada em câmara 

de Neubauer. 

As células foram semeadas em placas de 48 poços na densidade de 5 x 

106 células por poço em 500 µL de RMPI-1640 contendo 5% de SBF. As células 

receberam estímulos in vitro com TcAg na proporção de 1 parasito para cada 

esplenócito em cultivo (1:1) e foram mantidas em estufa de CO2, 37oC, atmosfera 

úmida. Por ser uma cultura com células mistas, podendo ser aderentes como 

macrófagos e não aderentes como linfócitos e células dendríticas, após 48 horas as 

placas de cultivo de esplenócitos foram centrifugadas (1100 x g, 5 minutos, 4oC) e o 

sobrenadante foi aliquotado e armazenado para posterior quantificação de NO. 

 

5.1.11 QUANTIFICAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO NO PLASMA E SOBRENADANTE DE CULTURA DE 

CÉLULAS 

 

O óxido nítrico (NO) é uma molécula muito instável que rapidamente se 

quebra dando origem aos compostos estáveis nitrato e nitrito. Portanto, a 

concentração de NO nas amostras de plasma e sobrenadante de cultura de células 

pode ser estimada pelos níveis de nitrito (Navarro-Gonzalvez et al., 1998).  

Para a quantificação do nitrito no plasma foi utilizado o método de descrito 

por Navarro-Gonzalvez et al. (1998) e adaptado por Panis et al. (2011) para utilização 

em amostras biológicas de camundongos. Para aumentar a sensibilidade da técnica, 

o tratamento de amostras biológicas com cádmio foi utilizado para converter todo o 

nitrato presente na amostra em nitrito, e assim promover melhor acurácia do método 

original de detecção de nitrito como estimativa da produção total de NO. 

Inicialmente foi realizada desproteinização de 60 µL de cada amostra de 

plasma pela adição de 50 µL de 75 mM ZnSO4 (agitados 30 segundos no vórtex e 

centrifugado a 6500 x g por 2 minutos) seguido da adição de 70 µL de 55 mM NaOH 

(agitados 30 segundos no vórtex e centrifugado a 6500 x g por 5 minutos), em 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi recuperado e as proteínas sedimentadas 

foram descartadas. Um volume de 150 µL por amostra foi diluído em 50 µL de tampão 

glicina 45% para estabilizar o pH da reação. Em seguida grânulos de cádmio (Fluka, 

Poland) estocados em solução de 100 mM H2SO4 foram lavados com água destilada 

e colocados em contato com CuSO4
 5 mM por 5 minutos para ativação do cádmio. 

Posteriormente, 400 mg de grânulos de cádmio foram colocados em cada amostra, 

que permaneceu em agitação por 10 minutos.  
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Decorrido esse tempo, realizou-se a quantificação do nitrito pelo método de 

Griess convencional: 50 µL de cada amostra foi colocado em duplicata em poços de 

uma placa de 96 poços para microtitulação e o reagente de Griess foi adicionado em 

igual volume. A quantificação do nitrito presente nas amostras de sobrenadante de 

cultura de esplenócitos e macrófagos foi realizada diretamente pelo método de Griess 

convencional, que consiste na adição de 50 µL do reagente de Griess à 50 µL de 

sobrenadante de cultura. 

Uma curva padrão em diluição seriada foi realizada a partir de uma solução 

de NaNO3 250 µM para verificar a linearidade da reação e calcular um fator de 

conversão de valores de absorbância em concentração (equação da reta). A 

absorbância dos testes foi quantificada em 548 nm em espectrofotômetro para 

microplacas Synergy Microplate Reader com análise por software BioTek Gen5 Data 

Analysis Software (BioTek instruments, Winooski, Vermont, EUA). 

 

5.1.12 SOBRENADANTE DE CÉLULAS L929 

 

As células L929 (ATCC CCL-1: NCTC clone 929) secretam no seu 

sobrenadante o fator estimulador de colônia macrófago M-CSF (macrophage colony-

stimulating factor), o que permite a utilização desse sobrenadante condicionado como 

estímulo para diferenciação das células da medula óssea em macrófagos (Englen et 

al., 1995). 

Células L929 foram semeadas em garrafas de cultivo celular de 175 cm2 na 

densidade de 35 x 106 em 116 mL de meio de cultura DMEM contendo 10% de SBF. 

Após 14 dias em cultivo em estufa com 5% de CO2, 37oC e atmosfera úmida, sem 

troca de meio durante o período, o sobrenadante foi recolhido, centrifugado (1000 x 

g, 5 minutos, 4oC) e filtrado em membrana de nitrocelulose com poros de 0,22 µm 

para remoção de debris celulares. O sobrenadante foi aliquotado e congelado a -80oC 

até o momento do uso.  

 

5.1.13 OBTENÇÃO DE CÉLULAS DA MEDULA E DIFERENCIAÇÃO PARA MACRÓFAGOS 

 

Macrófagos foram obtidos a partir da diferenciação de células da medula 

óssea do fêmur e tíbia de camundongos C57BL/6 de 6 a 12 semanas de acordo com 

a metodologia descrita por Marim et al. (2010). Após a anestesia (100 mg/kg de 

Ketamina e 10 mg/kg Xilasina) e eutanásia do animal por deslocamento cervical o 

https://www.biotek.com/products/detection-multi-mode-microplate-readers/synergy-htx-multi-mode-reader/
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=613&q=Winooski+Vermont&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3SDJLz0kxUuIEsQ0NssxLtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAOFXb9JFAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjwq4Xw59rVAhVCgZAKHTTpB58QmxMIjgEoATAQ
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camundongo foi banhado com álcool 70% e os ossos das patas traseiras foram 

retirados utilizando tesoura e pinça. Em seguida os tecidos (como músculos e nervos) 

foram removidos utilizando uma pinça e bisturi, assim como a fíbula, e os ossos (fêmur 

e tíbia) foram colocados em 5 mL de DMEM sem SBF. Os ossos foram então 

mergulhados em álcool 70% por 1 minuto e lavados em DMEM sem SBF. Em seguida 

as epífises dos ossos foram cortadas com um bisturi e uma seringa com agulha 

contendo DMEM foi introduzida numa das extremidades do osso. A pressão exercida 

pelo fluxo de meio de cultura dentro do osso removeu as células em um tubo 

posicionado abaixo do osso. As células foram gentilmente agitadas com o auxílio de 

uma micropipeta de 1000 µL para desmanchar os grumos celulares. A lise de 

hemácias foi realizada na sequência com adição de 1mL de tampão de lise durante 5 

minutos, no gelo. A lise foi interrompida acrescentando 10 mL de DMEM sem SBF. As 

células foram centrifugadas (1000 x g, 5 minutos, 4oC) e ressuspendidas em DMEM 

com 5% de SBF. 

As células obtidas da medula óssea de um camundongo foram cultivadas 

em 3 placas de 6 poços em meio DMEM suplementado com 10% de SBF inativado (6 

mL/poço) contendo também 30% de sobrenadante de células L-929 (sobrenadante 

rico em fator estimulador de colônia de macrófagos M-CSF) e mais 16% de SBF. Após 

cinco dias foi adicionado mais 3 mL de DMEM contendo 10% SBF por poço e 30% de 

sobrenadante de células L-929. Decorridos 7 dias do início do cultivo celular as células 

estavam diferenciadas em macrófagos. A desaderência dos macrófagos foi realizada 

com tripsina 0,25% (Gibco, Thermo Fisher Scientific, MD, USA) diluída 10 x, sendo as 

células imediatamente lavadas com DMEM 10% (1000 x g, 5 minutos, 4oC). Uma 

alíquota das células foi dissolvida em azul de tripan e as células viáveis foram 

quantificadas em câmara de Neubauer para montagem das placas experimentais. 

 

5.1.14 IMUNOFENOTIPAGEM DE MACRÓFAGOS 

 

Logo após a obtenção dos macrófagos a partir da diferenciação de células 

da medula óssea de camundongos C57BL/6 a confirmação fenotípica dessas células 

foi realizada por citometria de fluxo, sendo utilizado para isso 5 x 105 células por 

marcação. 

Foram utilizados anticorpos anti-CD11b (FITC), anti-F4/80 (PE), anti-CD45 

(PE), anti-CD86 (PECy5), anti-MHC classe I (PE) e anti-MHC classe II (PECy5), 

isotópicos FITC, PE e PECy5 (todos eBioscience, CA, USA), além do anti-CD206 (PE) 
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(BioLegend, Inc. CA, USA) (1:50). As células foram incubadas com tampão de 

bloqueio para citometria por 30 minutos, após esse período as células foram 

centrifugadas e os anticorpos foram adicionados seguindo os seguintes grupos de 

marcação: marcação A (anti-CD11b, anti-F4/80), marcação B (anti-CD11b, anti-

CD206, anti-CD86) e marcação C (anti-CD11b, anti-MHC-I, anti-MHC-II) por 30 

minutos em tampão de bloqueio.  

Adicionalmente, foi realizado o delineamento do gate nas células não 

marcadas (figura 5.2 A), seguido da marcação para ligação inespecífica com 

anticorpos isotípicos (figura 5.2 B), e grupos de positividade única para cada 

fluoróforo, single color (SC) apenas para FITC (figura 5.2 C), apenas para PE (figura 

5.2 D), ou apenas PE-Cy5 (figura 5.2 E) que foram utilizados para a compensação do 

equipamento. Decorrido o período de incubação, as células foram lavadas com PBS, 

ressuspendidas também em PBS e foi realizada a leitura de 30 mil eventos em 

citômetro de fluxo. A análise foi realizada com o Software C6 BD Accuri. 

 

5.1.15 TRATAMENTO in vitro DOS MACRÓFAGOS COM ÁCIDOS GRAXOS E VESÍCULAS 

EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi Y 

 

Para o estudo dos efeitos in vitro das EVs Y em macrófagos, células recém 

diferenciadas e já aderidas nos poços foram expostas a EVs Y (provenientes de 1 x 

107 tripomastigotas) durante 24 h. Em seguida as células foram lavadas com PBS 

37oC para remoção das EVs Y e imediatamente infectadas com T. cruzi Y durante 14 

horas. 

Para relacionar os efeitos das EVs Y em células expostas a 50 µM de 

diferentes ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) ou mono-insaturado (MUFA), 

macrófagos aderidos foram expostos aos PUFAs n-6 ácido araquidônico (AA) e ácido 

Linoleico (LA); ao MUFA n-9 ácido oleico (OA) e aos PUFAs n-3 ácido 

docosahexaenóico (DHA) e eicosapentaenóico (EPA) por 24 h ou ao veículo BSA 

(soro albumina bovino). Decorrido esse período as células foram lavadas com PBS 

37oC para remoção dos ácidos graxos e adicionou-se EVs Y (provenientes de 1 x 107 

tripomastigotas) por mais 24 h. Após essa incubação, as células foram lavadas com 

PBS 37oC para remoção das EVs Y e imediatamente infectadas com T. cruzi Y obtidos 

do sobrenadante de cultura de células Vero E-6. 
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Figura 5.2: Controles de marcação para a imunofenotipagem de macrófagos.  
Macrófagos obtidos a partir da medula óssea de camundongos C57BL/6 foram marcados para 
determinação de gate e compensação do equipamento. (A) Marcação de gate em células não 
marcadas; (B) controles utilizando anticorpos isotípicos FITC, PE e PE-Cy5 de marcação 
inespecífica; controles positivos para marcação (single color - SC) de (C) FITC-FL-1, (D) PE-
FL-2, ou (E) PE-Cy5-FL-3. Em seguida, foi realizada a leitura de 30 mil eventos em citômetro 
de fluxo e análise utilizando o Software C6 BD Accuri. 
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Todos os ácidos graxos utilizados para o tratamento dos macrófagos foram 

conjugados com BSA fração V, livre de ácidos graxos e endotoxinas. Os ácidos graxos 

foram preparados conjugados com BSA na concentração de 1000 µM no dia da sua 

utilização. A partir dessa solução foram realizadas diluições diretamente nos poços 

para atingir a concentração de 50 µM utilizada nos experimentos. O uso do BSA como 

veículo de ácidos graxos permite introduzir esses ácidos graxos num contexto mais 

próximo do fisiológico, onde podem estar complexados com albumina (Fritsche, 2007). 

 

5.1.16 ENSAIO DE INTERNALIZAÇÃO DE Trypanosoma cruzi EM MACRÓFAGOS 

 

O ensaio de invasão de T. cruzi em macrófagos foi delineado a partir da 

metodologia descrita por Yoshida et al. (1989). Macrófagos obtidos a partir da 

diferenciação de células da medula óssea de camundongos C57BL/6 foram semeados 

na densidade de 2 x 105 células por poço em placas de 24 poços contendo lamínulas 

de 15 mm de vidro previamente esterilizadas. Decorrido 4 horas de cultivo e aderência 

na lamínula as células foram submetidas aos diferentes tratamentos com ácidos 

graxos já citados anteriormente. Os macrófagos foram infectados com formas 

tripomastigotas de T. cruzi Y de cultura por 14 h (MOI 5), em meio DMEM com 0,5% 

de SBF. Vale ressaltar que durante esse período o protozoário é capaz de internalizar 

na célula, mas ainda não houve tempo para sua replicação (Dvorak e Hyde, 1973). 

Decorrido o tempo de infecção, os poços foram lavados com PBS a 37oC para a 

retirada dos parasitos não internalizados, as células fixadas com metanol por 10 

minutos e coradas com a solução para coloração de Giemsa por 30 minutos. 

As lamínulas foram retiradas das placas e montadas em lâmina de vidro 

com Permount (Fischer Scientific, NJ, EUA). O índice de internalização foi calculado 

pela multiplicação da porcentagem de células infectadas pela média do número de 

parasitos das células infectadas (Barrias et al., 2010). A quantificação foi realizada 

utilizando microscopia de luz (modelo Olympus CH30LF100 – Olympus Optical CO., 

LTD) onde 500 células foram analisadas por lamínula de forma duplo-cego. 

 

5.1.17 ENSAIO DE SAÍDA DE Trypanosoma cruzi DE MACRÓFAGOS 

 

Macrófagos obtidos a partir da diferenciação de células da medula óssea 

de camundongos C57BL/6 foram semeados na densidade de 2 x 105 células por poço 

em placas de 48 poços. Após os tratamentos in vitro com EVs Y e/ou ácidos graxos 
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as células foram infectadas com formas tripomastigotas de T. cruzi Y de cultura por 

14 h, na proporção de 0,1 parasito para cada célula. O uso de baixa multiplicidade de 

infecção é necessário para o desenvolvimento de uma infecção sincronizada nos 

macrófagos, com liberação contínua e crescente de parasitos no sobrenadante. 

Posteriormente os poços foram lavados 3 vezes com PBS 37oC para a 

retirada dos parasitos não internalizados, e em seguida, foi adicionado meio DMEM. 

Diariamente o sobrenadante de cultura de cada poço foi coletado isoladamente, 

centrifugado (2600 x g, 5 minutos, 25oC), desprezado o sobrenadante realizado a 

contagem de T. cruzi em câmara de Neubauer sem diluição prévia. A quantidade de 

parasitos contados na Neubauer (x 104/mL) foi ajustada ao volume de sobrenadante 

utilizado, sendo, portanto, os resultados expressos em números absolutos de T. cruzi 

por amostra. Diariamente foi acrescentado meio DMEM aos poços. A partir da 

infecção das células esse procedimento foi realizado por 9 dias (Silva et al., 1995; 

Aliberti et al., 1999). 

 

5.1.18 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística dos resultados foi realizada utilizando-se o programa 

estatístico GraphPad versão 6.01 (San Diego, CA). Os resultados foram expressos 

como média ± erro padrão. A diferença em dados agrupados foi analisada com o teste 

Two-way ANOVA seguido do pós-teste de comparações múltiplas de Tukey/Sidak. A 

diferença entre dois grupos foi analisada com teste T-student não pareado. Já as 

análises entre mais de dois grupos não agrupados foram realizadas com o teste One-

way ANOVA seguido do pós-teste de comparações múltiplas de Tukey/Bonferroni. 

Considerado como estatisticamente diferente quando P  0,05. 

 

5.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO - CAPÍTULO II 

 

5.2.1 PERFIL DAS VESÍCULAS EXTRACELULARES SECRETADAS POR Trypanosoma cruzi Y  

 

O estudo das vesículas extracelulares em suas diversas aplicações trouxe 

junto a necessidade de um método de análise e quantificação dessas partículas. No 

sistema Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) o equipamento visualiza a dispersão de 

luz das vesículas utilizando um microscópio de luz. Um vídeo é gravado e o programa 

NTA software utiliza o movimento browniano das vesículas individualmente para 
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calcular o diâmetro via equação de Stokes-Einstein, assim como a concentração das 

partículas em suspensão (Dragovic et al., 2011). 

As vesículas extracelulares de Trypanosoma cruzi cepa Y foram purificadas 

utilizando a metodologia de kit Total Exosome isolation. Para verificar a eficiência 

dessa metodologia foram selecionadas três suspensões de EVs Y obtidas em 

diferentes dias para análise quanto à concentração e tamanho através do 

Monitoramento de Movimento (Nanoparticle Tracking Analysis – NTA). As suspensões 

de EVs Y analisadas apresentaram o mesmo perfil de tamanho e concentração de 

partículas entre si, com uma população de vesículas heterogêneas e polidispersas, 

com moda variando entre 92 nm até 103 nm (tabela 5.1). 

 

Tabela 5.1 Caracterização das vesículas extracelulares de Trypanosoma cruzi de 
acordo com tamanho e concentração. Vesículas extracelulares secretadas por formas 
tripomastigotas de T. cruzi Y foram purificadas utilizando o kit comercial Total Exossome 
Isolation. Utilizando Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) as medidas correspondentes ao 
diâmetro (em nm) das EVs Y e a concentração presente nas diferentes suspensões foram 
analisadas. 
 

Amostra Média das EVs Y Moda das EVs Y Desvio padrão Partículas / mL 

1 139 nm 103 nm 96 nm 14,56 x 108 

2 143 nm 87 nm 90 nm 13,38 x 108 

3 127 nm 92 nm 73 nm 12,93 x 108 

Média 136,33 nm 94 nm 86,3 nm 12,93 nm 

 

O diâmetro médio encontrado das EVs Y nas três amostras apresentou 

variação compatível com o tamanho descrito na literatura. Nogueira e colaboradores 

(2015) analisaram por NTA vesículas extracelulares de quatro cepas de T. cruzi (Y, 

Colombiana, CL-14 e YuYu), encontrando tamanhos similares para as vesículas 

extracelulares dessas quatro cepas, com diâmetro médio de 150 nm. O trabalho de 

Bayer-Santos et al. (2013) apresentou pela primeira vez a técnica de purificação de 

vesículas de T. cruzi por protocolo de fracionamento, conseguindo separar e obter 

vesículas maiores e menores. As vesículas derivadas de epimastigotas e 

tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi cepa Dm28c foram analisadas no NTA 

confirmando a obtenção de vesículas menores, com moda de aproximadamente 50 

nm, e vesículas maiores, com moda de 111 para vesículas liberadas por epimastigotas 

e moda de 136 nm para vesículas liberadas por tripomastigotas. Utilizando a mesma 

técnica de fracionamento por centrifugação, os resultados apresentados no trabalho 

de Clemente et al. (2016) referentes à análise de vesículas secretadas por 
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tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi cepa CL e cepa G mostram que esses 

parasitos liberam principalmente dois tamanhos de vesículas entre 50 e 250 nm: as 

maiores com diâmetro em torno de 100 nm e as menores com aproximadamente 50 

nm. A dispersão no tamanho das EVs Y utilizadas nesse trabalho, entre 50 nm e 250 

nm, confirma a denominação adotada para essas partículas como “Vesículas 

Extracelulares”.  

 

5.2.2 A SUPLEMENTAÇÃO ORAL COM ÓLEO DE PEIXE OU ÓLEO DE MILHO IMPEDE O AUMENTO 

DA PARASITEMIA INDUZIDO PELO TRATAMENTO COM VESÍCULAS EXTRACELULARES DE 

Trypanosoma cruzi Y  

 

Recentemente nosso grupo de pesquisa publicou os resultados do estudo 

envolvendo a suplementação oral com óleo de peixe rico em ácidos graxos poli-

insaturados n-3 (PUFAs n-3), ou ômega-3, e a infecção experimental por T. cruzi Y 

em camundongos C57BL/6 (Lovo-Martins et al., 2017). Neste trabalho, mostramos 

que apesar dos animais suplementados com óleo de peixe apresentarem parasitemia 

mais alta durante a fase aguda da infecção, esses mesmos animais apresentam 

redução do parasitismo cardíaco, redução das alterações hematológicas 

características de fase aguda e modulação da resposta imunológica a favor do 

hospedeiro (Anexo II).  

Levando em consideração os efeitos patogênicos que as EVs Y 

desencadeiam nos animais infectados por T. cruzi Y e, por outro lado, a melhora 

observada na suplementação com óleo de peixe durante a infecção, decidimos 

estudar os efeitos das EVs Y em animais suplementados com óleo de peixe ou óleo 

de milho. Assim como o óleo de peixe, o óleo de milho fornece calorias ao animal, 

mas consiste em uma fonte pobre em PUFAs n-3, porém rico em PUFAs n-6, sendo 

um bom controle experimental para os efeitos específicos dos PUFAs n-3.  

Camundongos C57BL/6 começaram a ser suplementados por via oral com 

óleo de milho (CO, corn oil) ou óleo de peixe (FO, fish oil) 14 dias antes da infecção 

(0,6% volume/peso). No sétimo dia de suplementação, os animais de cada tratamento 

foram divididos em dois grupos: um que recebeu vesículas extracelulares de T. cruzi 

(EVs Y) por via intraperitoneal e outro grupo que recebeu PBS, também por via 

intraperitoneal, como controle. Decorridos 7 dias da inoculação de EVs Y (e 14 dias 

de suplementação) os animais foram infectados por 5 x 103 tripomastigotas obtidos no 

sobrenadante de cultura de células Vero-E6 por via intraperitoneal. A suplementação 
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diária com CO ou FO continuou sendo administrada durante todo o experimento, 

enquanto a parasitemia foi avaliada (Figura 5.1).  

Corroborando com os resultados já publicados (Lovo-Martins et al., 2017), 

a suplementação oral com óleo de peixe (Fish oil - FO) iniciada antes da infecção 

provocou aumento dos parasitos circulantes no sangue no sétimo e nono dia após a 

infecção (day post infection - dpi), em comparação com os grupos tratados com óleo 

de milho (Corn oil - CO) e controle não suplementado (5.3 A). Após o 7º dpi, os níveis 

de parasitos circulantes no sangue se igualaram, não sendo mais encontrados 

parasitos a partir do 25o dpi. Não houve diferença na parasitemia entre os animais 

suplementados com CO e o controle não suplementado (Figura 5.3 A). Os animais 

que receberam apenas tratamento prévio com EVs Y (controle + EVs Y) apresentaram 

maior parasitemia (Figura 5.3 B e 5.3 C). 

No grupo suplementado por via oral com óleo de milho e que receberam 

EVs Y previamente à infecção (CO + EVs Y), a parasitemia se manteve igual a 

observada nos animais suplementados com óleo de milho e que não receberam EVs 

Y (CO) (Figura 5.3 B). Da mesma forma, nos animais suplementados por via oral com 

óleo de peixe e que receberam EVs Y sete dias antes da infecção (FO + EVs Y), a 

parasitemia se manteve igual a observada nos animais suplementados com óleo de 

peixe e que não receberam vesículas (FO) (Figura 5.3 C). Apesar da suplementação 

com óleo de peixe causar aumento da parasitemia no sétimo dia em relação ao 

controle não suplementado e ao grupo óleo de milho (Figura 5.3 A), a inoculação de 

EVs Y previamente à infecção não causou adicional aumento nos parasitos circulantes 

no sangue desses animais, na verdade a parasitemia do grupo FO + EVs Y foi menor 

do que a parasitemia dos animais tratados apenas com EVs Y (Figura 5.3 C).  

O aumento da parasitemia no 7º dpi em decorrência do contato do 

camundongo com EVs Y antes da infecção está associado à modulação da resposta 

imunológica do hospedeiro a favor do parasito, conforme mostrado no artigo do 

capítulo anterior. Isso indica que os mecanismos envolvidos com o aumento da 

parasitemia induzido por EVs Y provavelmente são diferentes daqueles envolvidos no 

aumento da parasitemia induzido pela suplementação com FO, uma vez que nosso 

grupo já mostrou que a suplementação com FO está associada a modulação do 

sistema imune a favor do hospedeiro, enquanto nos resultados aqui mostrados as EVs 

Y favorecem o parasito. Ou seja, nos dois grupos de suplementação a ingestão dos 

óleos ricos em PUFAs n-3 (FO) e PUFAs n-6 (CO) parece ter interferido nos efeitos 

que as EVs Y exercem in vivo, uma vez que a inoculação de EVs Y concomitante à 
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suplementação e previamente à infecção não mudou a curva de parasitemia desses 

animais em comparação com aquela que os grupos apenas suplementados com CO 

ou FO apresentam.  

 

Figura 5.3: Efeito da inoculação de vesículas extracelulares de Trypanosoma cruzi Y 
sobre a parasitemia de camundongos C57BL/6 suplementados por via oral com óleo de 
milho ou óleo de peixe. Camundongos C57BL/6 foram suplementados por via oral com óleo 
de milho (CO) ou óleo de peixe (FO) (0,6% volume/massa) ou mantidos sem tratamento por 
via oral (controle). Sete dias após o início da suplementação os camundongos receberam PBS 
ou vesículas extracelulares de T. cruzi (EVs Y) por via intraperitoneal. Decorridos mais sete 
dias os animais foram infectados por 5000 tripomastigotas de T. cruzi Y. A) camundongos 
controles, CO e FO B) camundongos suplementados com CO e tratados com EVs Y ou PBS 
i.p. C) camundongos suplementados com FO e tratados com EVs Y ou PBS i.p.. Os valores 
da parasitemia são médias ± erro padrão de cinco animais por grupo, de dois experimentos 
independentes. ** P < 0,01; ** P < 0,001; **** P < 0,0001 estatisticamente diferente (Two-way 
ANOVA, Pós-teste Tukey) – Graph Pad Prism.  
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Apenas três trabalhos relacionando a suplementação com óleo de peixe e 

infecção por T. cruzi estão disponíveis atualmente. O primeiro, publicado em 1958 por 

Godfrey trouxe a relação entre a suplementação de camundongos com óleo de 

bacalhau e a infecções por diferentes tripanosomatídeos. Com o T. cruzi, o autor 

mostrou que a suplementação com óleo de bacalhau não diminuiu a parasitemia dos 

animais infectados. Apesar de não discutido no trabalho, a curva de parasitemia 

apresentada permite supor que o óleo de bacalhau aumentou a parasitemia nos 
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animais, em uma livre interpretação dos resultados. Anos depois, a suplementação 

com FO na infecção por T. cruzi em camundongos foi abordada por Takeda e 

colaboradores (1995), contudo, apesar dos níveis mais altos de TNF-α no plasma 

desses animais, os autores não encontraram diferenças no desenvolvimento da 

infecção. Por outro lado, utilizando um delineamento experimental diferente do 

adotado por Takeda (1995), com maior inóculo de parasitos e sem utilizar LPS como 

estímulo, nosso grupo mostrou que a suplementação com FO beneficia o hospedeiro 

murino na infecção por T. cruzi (Lovo-Martins et al., 2017).  

Os estudos da suplementação com óleo de peixe na resistência a infecções 

por diferentes patógenos têm apresentado resultados divergentes na literatura 

científica. Além disso, poucos são os estudos envolvendo doenças parasitárias. 

(Anderson e Fritsche, 2002). Infecções bacterianas e sepse são mais estudados, 

principalmente pelo fato da modulação da inflamação exacerbada associada ao 

controle da replicação bacteriana ser um ponto chave no controle da sepse (Irons et 

al., 2003; Ferguson et al., 2014; Tsutsumi et al., 2015). 

 

5.2.3 ÓLEO DE PEIXE IMPEDE A MODULAÇÃO DO ÓXIDO NÍTRICO VIA VESÍCULAS 

EXTRACELULARES DE Trypanosoma cruzi  

 

Como discutido anteriormente, o óxido nítrico (NO) tem papel importante 

na resistência de camundongos à infecção por T. cruzi (Vespa et al., 1994). Além do 

potencial tripanocida que essa espécie reativa possuí em macrófagos, ela ainda 

exerce efeitos regulatórios sobre outras células do sistema imunológico, modulando a 

resposta inflamatória e a produção de citocinas que ocorre durante a infecção 

(Gutierrez et al., 2009). 

O óxido nítrico (NO) plasmático foi analisado nos animais dos diferentes 

grupos de tratamento no 12º dpi. Apenas o tratamento dos animais com EVs Y, na 

ausência de infecção, não alterou os níveis de nitrito no plasma em comparação com 

os animais controles que não haviam recebido EVs Y. A associação da inoculação de 

EVs Y com a suplementação com CO ou FO nos animais não infectados também não 

resultou em mudanças no nitrito plasmático desses animais (Figura 5.4 A). 

Os animais infectados apresentaram grande concentração de nitrito no 12º 

dpi, enquanto os animais que receberam tratamento com EVs Y previamente à 

infecção apresentaram níveis menores de nitrito no plasma (figura 5.4 B). No entanto, 

a suplementação tanto com CO ou FO, associada ou não ao tratamento com EVs Y, 
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manteve os níveis de nitrito intermediários nesses animais, de forma que não são 

estatisticamente diferentes nem do controle infectado que não recebeu EVs Y como 

do animal controle que recebeu EVs Y e foi infectado (figura 5.4 B). 

 

Figura 5.4: Vesículas extracelulares de Trypanosoma cruzi Y não alteram a produção 
de óxido nítrico no plasma de camundongos suplementados com óleo de milho ou óleo 
de peixe. Camundongos C57BL/6 foram suplementados por via oral com óleo de milho (CO) 
ou óleo de peixe (FO) (0,6% volume/massa) ou mantidos sem tratamento por via oral 
(controle). Sete dias após o início da suplementação os camundongos receberam PBS ou 
vesículas extracelulares de T. cruzi (EVs Y) por via intraperitoneal. Decorridos mais sete dias 
os animais foram infectados por 5000 tripomastigotas de T. cruzi. O plasma foi coletado no 
12º dia após a infecção. O nitrito foi mensurado pela técnica de Cádmio seguido pela reação 
de Griess, como estimativa da produção de óxido nítrico (NO) no plasma de animais (A) não 
infectados e (B) infectados. Os resultados expressam as médias ± erro padrão de cinco 
animais por grupo, de dois experimentos independentes. * P < 0,05; estatisticamente diferente 
(One-way ANOVA, pós-teste Tukey) – Graph Pad Prism. 
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Considerando que as EVs Y parecem exercer efeitos moduladores sobre 

às células do hospedeiro, foi realizado o cultivo in vitro das células do baço com o 

objetivo de avaliar a capacidade das células responsáveis pela resposta imunológica 

do animal suplementado com FO ou CO responderem ao estímulo com antígeno de 

T. cruzi (TcAg). Os animais no 12º dpi já passaram pela fase de reconhecimento do 

T. cruzi pelo sistema imune inato, apresentação de antígenos e ativação da imunidade 

adaptativa nos órgãos linfoides, como o baço. A estimulação das células dos animais 

infectados com TcAg permite estimular uma resposta correspondente ao status de 

ativação também apresentado in vivo. O baço dos camundongos dos diferentes 

grupos de tratamento foi removido no 12º dpi para cultivo dos esplenócitos in vitro. O 

nitrito foi quantificado no sobrenadante dessas culturas após 48 horas de cultivo em 

meio de cultura ou com estímulo com TcAg. 
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Nos animais não infectados a suplementação com CO ou FO (Figura 5.5-

A1) associada a inoculação de EVs Y (Figura 5.5-A2) não alterou a resposta dos 

esplenócitos in vitro quanto a produção de NO, mesmo quando estimulados com TcAg 

(Figura 5.5-A3 e A4). Nos animais infectados, apenas a suplementação com CO ou 

FO também não alterou a capacidade de produção in vitro de NO pelos esplenócitos 

(Figura 5.5-B1), nem mesmo quando os animais haviam sido tratados com EVs Y 

antes da infecção (Figura 5.5-B2).  

Nos animais infectados, as células provenientes dos animais 

suplementados com FO produziram mais NO em resposta ao estimulo com TcAg do 

que as células dos animais controles e suplementados com CO (Figura 5.5-B3). Nos 

animais apenas tratados com EVs Y antes da infecção (sem suplementação com 

óleos) a produção de NO foi menor quando essas células foram estimuladas com 

TcAg (Figura 5.5-B3 comparada com 5.5-B4, P < 0,01). Nos animais suplementados 

com CO, a produção de NO, tanto no cultivo sem estímulo (Figura 5.5-B3) como 

quando estimulados com TcAg (Figura 5.5-B4) foi semelhante ao controle sem 

suplementação. Já nos animais suplementados com FO, o estimulo das células do 

baço desses animais com TcAg resultou em grande produção de NO (Figura 5.5-B4). 

Embora o tratamento com EVs Y tenha resultado em diminuição da capacidade de 

produção de NO nos animais controles sem suplementação, os animais tratados com 

EVs Y e que estavam sendo suplementados com FO apresentaram grande produção 

de NO em resposta ao estímulo com TcAg (Figura 5.5-B4). Portanto, a ingestão do 

FO rico em PUFAs n-3 está impedindo os efeitos moduladores das EVs Y sobre a 

resposta desses animais a infecção. De maneira mais discreta, mas ainda 

representativa, os animais tratados com EVs Y e que estavam sendo suplementados 

com CO também produziram mais NO que o controle quando estimulados com TcAg 

(Figura 5.5-B4, P < 0,05), e menos do que os suplementados com FO (Figura 5.5-B4, 

P < 0,0001). 

Como discutido anteriormente, o óxido nítrico (NO) produzido nos 

macrófagos constituí um importante mecanismos tripanocida nessas células, sozinho 

ou quando combinado com o superóxido, dando origem ao peroxinitrito. Isso é 

confirmado em modelos murinos onde o bloqueio in vivo da enzima NO sintase 

induzível promove o aumento da parasitemia e mortalidade em animais infectados. 

Adicionalmente, o uso de fármacos doadores de NO é capaz de matar parasitos in 

vitro em culturas axênicas, sugerindo dessa forma que o NO possuí diretamente 

função tripanocida (Vespa et al., 1994). O reconhecimento dos tripomastigotas por 
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macrófagos, juntamente com outros estímulos, ativa a enzima óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), disparando grande produção da espécie reativa NO com 

consequente eliminação do parasito (Gutierrez et al., 2009). 

 

Figura 5.5: A suplementação com óleo de peixe impede que vesículas extracelulares de 
Trypanosoma cruzi Y diminuam a capacidade dos esplenócitos produzirem óxido 
nítrico. Camundongos C57BL/6 foram suplementados por via oral com óleo de milho (CO) ou 
óleo de peixe (FO) (0,6% volume/massa) ou mantidos sem tratamento por via oral (controle). 
Sete dias após o início da suplementação os camundongos receberam PBS ou vesículas 
extracelulares de T. cruzi (EVs Y) por via intraperitoneal. O baço foi removido no 12o dia após 
a infecção e os esplenócitos dos camundongos (A) não-infectados e (B) infectados foram 
cultivados com ou sem antígeno de T. cruzi (TcAg). O nitrito foi mensurado pela técnica de 
Griess, como estimativa da produção de óxido nítrico (NO). Os resultados expressam as 
médias ± erro padrão de cinco animais por grupo, de três experimentos independentes. * P < 
0,05; ** P < 0,01; **** P < 0,0001 estatisticamente diferente (Two-way ANOVA, pós-teste 
Tukey) – Graph Pad Prism. 
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O FO utilizado nesse trabalho é rico em PUFAs n-3, tais como o ácido 

eicosapentaenóico (EPA) e docosahexaenóico (DHA), que possuem grande potencial 

de modulação da resposta imunológica e inflamação. A associação da suplementação 
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com FO e infecção experimental por T. cruzi publicada pelo nosso grupo recentemente 

mostrou que a suplementação com FO aumenta a produção de TNF-α por 

esplenócitos de animais no início da infecção (7º dpi). Também Takeda e 

colaboradores (1995) mostraram que a suplementação com FO induz níveis mais 

altos de TNF-α no plasma de camundongos infectados por T. cruzi.  

Embora o macrófago tenha mecanismos que permitem o reconhecimento 

do T. cruzi, para que essa célula consiga responder de forma mais eficiente é 

necessário que ele seja ativado via citocinas. Dentro desse contexto, o IFN- e o TNF-

, desempenham papel fundamental na ativação de macrófagos, potencializando a 

resposta e tornando essas células mais eficientes na eliminação do parasito. 

(Gazzinelli et al., 1992; Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995).  

Nos resultados aqui apresentados, os níveis de NO no plasma dos 

camundongos no 12º dia após a infecção não foram modificados pela suplementação 

com FO ou CO. As EVs Y foram capazes de reduzir o NO apenas no plasma dos 

camundongos sem suplementação e tratado com EVs Y e infectados.  

Também os esplenócitos dos camundongos que receberam EVs Y 

previamente a infecção produziram menos NO quando estimulados com antígeno de 

T. cruzi, em comparação com o controle que não recebeu EVs Y. Já nas células 

obtidas de animais suplementados com FO o estimulo com antígeno de T. cruzi fez 

com que essas células produzissem NO em concentrações mais altas que os 

controles sem tratamento e CO. O tratamento com EVs Y in vivo nos animais 

suplementados com FO não interferiu com a resposta dessas células ao estimulo in 

vitro com antígeno de T. cruzi. Na verdade, essas células produziram NO em 

concentrações semelhantes a produzida pelos esplenócitos estimulados com 

antígeno de T. cruzi dos animais suplementados com FO e que não haviam recebido 

EVs Y in vivo. 

A ativação e maior produção de NO pelos esplenócitos dos animais 

tratados com FO, mesmo com a inoculação de EVs Y previamente a infecção, mostra 

que mais do que efeitos anti-inflamatórios os PUFAs n-3 possuem efeitos 

imunomoduladores. Isso porque as células continuam responsivas à antígenos do 

parasito quanto a produção de NO, o que é importante para a resposta do hospedeiro 

a infecção. 

Além dos efeitos tripanocidas, o óxido nítrico também desempenha um 

papel regulador/supressor na resposta de linfócitos a infecção por T. cruzi. Foi 

observado supressão da resposta proliferativa de linfócitos expostos ao NO produzido 
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por macrófagos do baço de camundongos infectados ativados por IFN- e TNF, 

supressão que decorre também da diminuição de IL-2 (Abrahamsohn e Coffman, 

1995). A liberação de PGE2 por células aderentes/macrófagos do baço foi outro 

mecanismo descrito como supressor da resposta de células T (Pinge-Filho et al., 

1999) e da produção de TNF-α (juntamente com o NO) na infecção por T. cruzi 

(Borges et al., 1998). 

A suplementação com FO aumenta a proporção dos PUFAs n-3 ácido 

eicosapentaenóico e docosahexaenóico nos fosfolipídeos das membranas de células 

inflamatórias, com consequente redução na quantidade do PUFAs n-6 ácido 

araquidônico. Dentre os vários mecanismos já descritos de imunomodulação por 

PUFAs n-3, a mudança na classe de mediadores lipídicos produzidos a partir desses 

ácidos graxos representa um dos principais mecanismos responsáveis pelo controle 

da inflamação (Calder, 2015b). Os PUFAs n-3 inibem competitivamente a formação 

de eicosanóides pelas enzimas ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase a partir do ácido 

araquidônico, sendo produzidos, a partir dos PUFAs n-3, prostaglandinas e 

tromboxanos da série 3 e leucotrienos da série 5, que por sua vez apresentam menor 

atividade inflamatória em relação a prostaglandinas da série 2 sintetizadas a partir do 

ácido araquidônico. Ou seja, a suplementação com FO está associada com menor 

produção de prostaglandina E2 (Calder et al., 1994; Peterson et al., 1998). 

Células do baço de camundongos suplementados com FO obtidos no 7º 

dpi produzem metade da concentração de PGE2 em resposta a infecção por T. cruzi 

em comparação com células obtidas de animais suplementados com óleo de milho ou 

controle não suplementado. Mesmo após a estimulação dessas células com TcAg, os 

níveis de PGE2 nas células obtidas de animais suplementados com FO e infectados 

ainda é metade em comparação com os grupos controles. Além disso, como discutido 

anteriormente, no 7º dpi as células dos animais suplementados com FO também 

produzem mais TNF-α em resposta a infecção (Lovo-Martins et al., 2017). 

Os resultados do artigo mostrados no capítulo anterior descrevem a 

formação de corpos lipídicos em macrófagos tratados com EV, mesmo na ausência 

de T. cruzi. Melo et al. (2003) mostraram que na infecção por T cruzi esses corpos 

lipídicos constituem fonte de substrato para a geração de PGE2. Em alta concentração 

a PGE2 está associada a imunossupressão observada no início da resposta ao 

parasito (Pinge-Filho et al., 1999). Diante dessas informações, hipotetizamos que a 

capacidade reduzida das células produzirem PGE2 em decorrência da suplementação 

com FO pode ser o fator minimizador os efeitos das EVs Y, mantendo eficiente a 
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produção de NO pelos fagócitos e assim tornando o ambiente celular menos favorável 

para o parasito. 

 

5.2.4 INTERNALIZAÇÃO E CONSEQUENTE LIBERAÇÃO DE Trypanosoma cruzi EM 

MACRÓFAGOS EXPOSTOS A DIFERENTES ÁCIDOS GRAXOS E VESÍCULAS EXTRACELULARES DE 

T. CRUZI  

 

O estudo dos macrófagos é de grande interesse na imunologia e na relação 

parasito-hospedeiro. Linhagens celulares imortalizadas de macrófagos, como 

J774A.1, RAW264.7 e P388D1 apresentam a vantagem de terem uma rápida 

proliferação, contudo a pressão positiva imposta pelas constantes passagens 

celulares em cultivo resulta em perda de genes que não são importantes para a 

replicação celular, mas essenciais para as funções imunológicas dos macrófagos. 

Assim como os camundongos são um bom modelo de estudo da resposta imunológica 

in vivo, os macrófagos desses animais constituem um bom modelo celular para a 

investigação dessa importante célula do sistema imunológico. A partir das células 

tronco da medula óssea de apenas um camundongo macrófagos podem ser obtidos 

em grande quantidade e sem apresentarem nenhum tipo de ativação decorrente de 

sinais migratórios ou estimulatórios no animal. Esses aspectos têm favorecido o uso 

de macrófagos derivados de células da medula em estudos imunológicos (Marim et 

al., 2010). 

Os macrófagos utilizados nos ensaios in vitro foram obtidos a partir da 

diferenciação de células da medula óssea de camundongos C57BL/6 (Englen et al., 

1995; Marim et al., 2010). Após sete dias de diferenciação as células foram marcadas 

com anticorpos contra moléculas de membrana características de macrófagos para 

verificação da eficiência do protocolo adotado. Utilizamos anticorpos anti-CD11b, anti-

F4-80, anti-MHC-I, anti-MHC-II, anti-CD206, anti-CD80 e anti-CD86. As células 

obtidas apresentaram duas populações com tamanhos diferentes (figura 5.6 B) e por 

isso foram analisadas separadamente quanto aos marcadores de superfície de 

macrófagos. A porcentagem de células positivas para os marcadores analisados foi 

semelhante nos dois gates (P4 e P3) delimitados conforme mostrado na figura 5.6 B, 

com quase 100% das células apresentando os marcadores CD11b e F4/80. Quanto 

aos marcadores que indicam o grau de ativação do macrófago, houve maior 

expressão da molécula apresentadora de antígeno MHC-II e da molécula co-

estimulatória CD86 em relação a menor expressão do receptor de manose CD206. 
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Figura 5.6: Estratégia de gate e imunofenotipagem de macrófagos derivados de medula 
óssea de camundongos C57BL/6. Macrófagos obtidos a partir de diferenciação de células 
da medula óssea de camundongos C57BL/6 foram submetidos a marcação de moléculas 
superfície, seguido da análise por citometria de fluxo (células diferenciadas a partir da medula 
óssea de 1 animal, n = 1). (A) Gráfico de tamanho-altura (FSC-H) por tamanho-área (FSC-A) 
para seleção de células não-agrupadas no gate P2 (B) Gráfico de tamanho (FSC) por 
granulosidade (SSC) no gate P2 e seleção de duas populações com tamanhos diferentes (P3 
e P4) com a marcação de gate nas células não marcadas. Marcação para diferentes 
moléculas de superfície: CD11b; F4/80; MHC-I; MHC-II; CD206; CD86 dentro da população 
do gate (C) P4 e (D) P3, ambos em P2.  Representação gráfica da porcentagem de células 
positivas para os marcadores no (E) gate P4 e no (F) gate P3.  

 



 

84 
 

Os marcadores CD11b e F4/80 estão presentes em quase 100% das 

células obtidas. A molécula CD11b faz parte da família das integrinas, e participa da 

migração e adesão celular dos macrófagos. Já o F4/80 é considerado o marcador 

mais específico para identificação de macrófagos maduros (Kim et al., 2015), e está 

envolvido com o desenvolvimento de tolerância imunológica (Van Den Berg e Kraal, 

2005).  Dessa forma, essas moléculas são marcadores característicos de macrófagos, 

confirmando que o protocolo utilizado foi eficiente para a obtenção dessas células. 

Apesar do óleo de peixe ter características bem diferentes do óleo de milho 

- o primeiro é rico em PUFAs n-3 e o segundo tem predominantemente PUFAs n-6 e 

9, com ausência de PUFAs n-3 – ambos os óleos constituem uma mistura de ácidos 

graxos. Com o objetivo de entender a relação dos ácidos graxos individualmente e a 

sua relação com os efeitos patogênicos das EVs Y foram selecionados cinco ácidos 

graxos purificados para estudo in vitro em macrófagos: PUFAs n-6 ácido araquidônico 

(AA) e ácido linoleico (LA); o MUFA n-9 ácido oleico (OA) e os PUFAs n-3 ácido 

docosahexaenóico (DHA) e eicosapentaenóico (EPA). Considerando que o BSA 

constituí o veículo para tratamento com os ácidos graxos, o grupo tratado com BSA 

foi utilizado como controle 100% para as comparações, tanto no cultivo com meio 

como no tratamento com EVs Y.  

Os macrófagos tratados com o veículo BSA apresentaram menos parasitos 

internalizados quando em comparação com as células cultivadas apenas em meio de 

cultura (Figura 5.7 A). Em relação aos macrófagos tratados com ácidos graxos AA, 

LA, AO, EPA e DHA e cultivados com meio de cultura, todos os ácidos graxos 

ocasionaram maior internalização de amastigotas em relação ao controle BSA + meio 

(Figura 5.7 A). Mesmo a internalização sendo menor nas células tratadas com BSA 

em relação aos macrófagos não tratados, o BSA não impediu que as EVs Y 

aumentassem a internalização de amastigotas nos macrófagos (Figura 5.7 B), 

confirmando resultados mostrados no capítulo anterior.  

Já no tratamento das células com os ácidos graxos individualmente, 

seguido da exposição às EVs Y, as células tratadas com AA + EVs Y apresentaram 

mais amastigotas internalizadas em comparação às células tratadas com BSA + EVs 

Y. Por outro lado, os macrófagos tratados com EPA + EVs Y mostraram redução na 

internalização de amastigotas também em comparação com as células tratadas com 

BSA + EVs Y. Nos tratamentos com LA, AO e DHA seguido da exposição às EVs Y, 

não houve diferença em comparação com o grupo BSA + EVs Y (Figura 5.7 B). 
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Figura 5.7: Índice de internalização de amastigotas em macrófagos tratados com 

diferentes ácidos graxos e expostos às vesículas extracelulares de Trypanosoma cruzi 

Y. Macrófagos derivados da medula óssea de camundongos C57BL/6 foram tratados durante 

24 horas com ácidos graxos (50 µM) e, em seguida, foram expostos durante mais 24 horas a 

vesículas extracelulares de T. cruzi (EVs Y). As EVs Y foram removidas e as células foram 

infectadas durante 14 horas com tripomastigotas de T. cruzi Y (MOI 5). Após a remoção dos 

parasitos não internalizados as lâminas foram coradas com Giemsa e analisadas por 

microscopia de luz. A porcentagem de internalização foi calculada considerando o número de 

amastigotas internalizadas por macrófago, considerando o grupo BSA + meio como 100%. 

(A) Porcentagem de internalização nos macrófagos tratados com os ácidos graxos + meio 

(controle meio e controle BSA, soro albumina bovino; AA, ácido araquidônico, LA, ácido 

linoleico, OA, ácido oleico; EPA, ácido eicosapentaenóico; DHA, ácido docosahexaenóico) e 

(B) em macrófagos tratados com ácidos graxos + EVs Y. Os resultados expressam a 

porcentagem média ± erro padrão, com dois experimentos independentes. ** P< 0,01; *** P< 

0,001; **** P < 0,0001 diferentes do controle BSA + meio (A) e BSA + EVs Y (B) (One-way 

ANOVA com pós-teste Bonferroni) – Graph Pad Prism.  
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Apesar da internalização ser uma etapa essencial da infecção por T. cruzi, 

para que ela seja efetiva o parasito precisa evadir dos mecanismos tripanocidas do 

macrófago, replicar e romper a membrana celular, dando continuidade ao seu ciclo. 

Para avaliar a eficiência da infecção por T. cruzi nos macrófagos tratados com ácidos 

graxos e expostos às EVs Y previamente à infecção, a liberação de parasitos no 

sobrenadante dos macrófagos dos diferentes grupos de tratamento foi quantificada 

diariamente (Figura 5.8) (Silva et al., 1995; Aliberti et al., 1999). 

Nesse experimento, as células foram expostas aos ácidos graxos por 24h 

para incorporação pelos macrófagos. Após a remoção dos ácidos graxos as células 

foram expostas às EVs Y por mais 24h, ou seja, as EVs Y entraram em contato com 

os macrófagos que já haviam incorporado os ácidos graxos. As EVs foram então 

removidas e as células foram colocadas em contato com T. cruzi por 14h. Após a 

remoção dos parasitos não internalizados o meio de cultura foi trocado diariamente e, 
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para assegurar que os ácidos graxos continuassem presentes nas células, o meio de 

cultura adicionado após a infecção sempre continha 50 µM do respectivo ácido graxo. 

Nos macrófagos expostos às EVs Y, a liberação de tripomastigotas no 

sobrenadante de cultura foi maior em relação ao controle BSA (Figura 5.8 F). Portanto, 

as EVs Y aumentaram não só a internalização, mas também a replicação e 

consequente liberação do T. cruzi foi maior nesse grupo. 

Analisando a liberação de parasitos pelas células tratadas somente com os 

ácidos graxos (Figura 5.8, painel superior), os tratamentos com LA ou OA resultaram 

em maior liberação quando comparado ao controle BSA (Figura 5.8 B e C). Já os 

tratamentos com AA, EPA e DHA reduziram drasticamente a liberação de T. cruzi no 

sobrenadante dos macrófagos durante todo o período analisado (Figura 5.8 A, D e E). 

Apesar dessa diferença marcante na liberação de parasitos entre os tratamentos com 

os ácidos graxos, a internalização do T. cruzi não foi diferente entre os grupos, o que 

demonstra que a incorporação de LA ou OA aos macrófagos favorece a replicação do 

parasito, enquanto a incorporação de AA, EPA e DHA não interfere na internalização, 

mas prejudica acentuadamente a replicação do T. cruzi. 

Adicionalmente, quando os macrófagos foram tratados com LA ou OA 

seguido da exposição às EVs Y, houve acentuado aumento da liberação de 

tripomastigotas no sobrenadante dessas células em comparação com a liberação 

induzida pelo tratamento BSA + EVs Y (Figura 5.8 H e I). Também nesses grupos a 

internalização de T. cruzi não foi diferente do controle. Ou seja, além dos ácidos 

graxos LA e OA sozinhos aumentarem a liberação de parasitos, a associação deles 

com as EVs Y potencializou ainda mais a replicação e liberação do parasito. 

Assim como aconteceu nos macrófagos tratados apenas com AA, EPA e 

DHA, a associação deles com as EVs Y não alterou a liberação de parasitos. Nesses 

grupos os parasitos foram liberados até mesmo em quantidades muito menores do 

que as que foram observadas no controle BSA sem EVs Y (Figuras 5.8 G, J e K). O 

interessante é que, em comparação ao grupo BSA + EVs Y, no tratamento com AA + 

EVs Y a internalização foi maior, enquanto que no tratamento com EPA + EVs Y a 

internalização foi menor. O AA é um PUFA n-6 presente no óleo de milho e é utilizado 

como substrato para a síntese de eicosanóides com grande potencial inflamatório. Já 

o EPA e o DHA são PUFAs n-3 presentes no óleo de peixe, e estão são utilizados 

para a síntese de eicosanóides com menor potencial inflamatório (Calder, 2015b; 

Lovo-Martins et al., 2017). Provavelmente os mecanismos envolvidos com a redução 
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da replicação do parasito observado nesses ácidos graxos são diferentes, o que 

demanda mais estudos para elucidar essa questão. 

 

Figura 5.8 Modulação de ácidos graxos e vesículas extracelulares de Trypanosoma 

cruzi Y na liberação de parasitos no sobrenadante de macrófagos. Macrófagos derivados 

da medula óssea de camundongos C57BL/6 foram tratados durante 24 horas com ácidos 

graxos (50 µM) e, em seguida, foram expostos durante mais 24 horas a vesículas 

extracelulares de T. cruzi (EVs Y). As EVs Y foram removidas e as células foram infectadas 

durante 14 horas com tripomastigotas de T. cruzi Y (0,1 parasitos por macrófago). A liberação 

de tripomastigotas no sobrenadante foi monitorada diariamente. (BSA, soro albumina bovino; 

AA, ácido araquidônico, LA, ácido linoleico, OA, ácido oleico; EPA, ácido eicosapentaenóico; 

DHA, ácido docosahexaenóico). Os resultados expressam a média ± erro padrão de um 

experimento. **** P < 0,0001 (Two-way ANOVA, pós-teste Sidak) – Graph Pad Prism. 
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Durante o processo de internalização do T. cruzi na célula hospedeira 

diversas vias podem estar envolvidas, todas elas iniciando com a adesão do parasito 

a célula e desencadeando sinalizações intracelulares que culminam com a entrada do 

protozoário (revisado por Barrias et al. 2013). Já é bem descrito que durante a 

suplementação da dieta com PUFAs n-3 esses ácidos graxos são incorporados nos 

macrófagos, assim como em outras células, alterando sua estrutura, função e até 

mesmo fluidez da membrana plasmática (Peterson et al., 1998; Bonilla et al., 2010). 

A literatura cientifica ainda não possuí nenhum estudo sobre a interferência 

da incorporação dos PUFAs n-3 na membrana das células com as vias de 

internalização do T. cruzi. Experimentos utilizando bloqueadores das vias de T. cruzi 

em associação ao tratamento com ácidos graxos podem representar uma melhor 

perspectiva para o entendimento dos fenômenos aqui observados. 

Estão descritos mecanismos de modulação in vitro por ácidos graxos em 

células infectadas por Micobacterium tuberculosis e pelo vírus oncogênico 

Papilomavírus Humano (HPV). Em modelo de estudo com M. tuberculosis foi visto que 

a incorporação de EPA e DHA pela célula modifica a composição das membranas 

endossomais, alterando a organização da actina em fagossomos contendo o M. 

tuberculosis e assim prejudicando a formação do fagolisossomo em macrófagos de 

linhagem J774. Em contrapartida, a incorporação do PUFAs n-6 ácido araquidônico 

potencializa a maturação do fagossomo e a eliminação do M. tuberculosis nesses 

macrófago J774 (Sturgill-Koszycki et al., 1994; Anes et al., 2003; Bonilla et al., 2010). 

Em um estudo também in vitro foi demonstrado que o tratamento com o 

PUFA n-3 DHA de células infectadas pelo vírus HPV ativa o sistema celular de 

degradação ubiquitina/proteassoma, levando a degradação das proteínas virais E6/E7 

e indução de apoptose nas células infectadas. Esse aumento na atividade do sistema 

ubiquitina/proteassomo via DHA está associado com a superprodução de espécies 

reativas de oxigênio pelas mitocôndrias. Os autores concluem, nesse caso, que o DHA 

possuí um mecanismo único anticâncer para a quimioproteção e tratamento de 

tumores associados ao HPV (Jing et al., 2014). 

 

5.3 CONCLUSÃO - CAPÍTULO II 

 

Os nossos resultados in vivo mostraram que a suplementação dos animais 

com CO e FO foi capaz de interferir com os efeitos patogênicos das EVs Y, aqui 

demonstrados pelo aumento da parasitemia e redução da produção de NO por 
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esplenócitos. Discutimos que, provavelmente via corpos lipídicos, as EVs Y de T cruzi 

criam um ambiente favorável a produção de PGE2 durante a infecção, levando a 

supressão da resposta imunológica ao parasito durante a fase aguda da infecção. 

Ainda nesse raciocínio, sabendo que a suplementação com FO promove redução de 

PGE2, acreditamos que esse pode ser um dos mecanismos pelo qual as EVs Y não 

alteram a infecção nos animais suplementados com FO (EVs Y não aumentam a 

parasitemia nos animais FO) tão pouco interferem com a resposta das células desses 

animais (EVs Y não diminuem a produção de NO pelos esplenócitos dos animais FO).  

Os experimentos in vitro utilizando ácidos graxos purificados podem 

fornecer subsídios para o entendimento da relação entre os PUFAs e os mecanismos 

de infecção por T. cruzi. De fato, o tratamento de macrófagos com diferentes ácidos 

graxos altera o perfil de infecção do T. cruzi nos macrófagos. Para entender melhor 

esses resultados, o bloqueio de etapas relacionadas com vias de internalização 

utilizadas pelo T. cruzi (por exemplo através do bloqueio do aumento de cálcio 

intracelular, ativação de PI3K ou de adenilato ciclase) pode ajudar a esclarecer os 

mecanismos em que as EVs Y atuam para aumentar a internalização de T. cruzi nos 

macrófagos. Apesar do tratamento com EVs Y aumentar a internalização de T. cruzi 

nos macrófagos, mostramos que o tratamento com ácidos graxos não alterou a 

internalização de T. cruzi nessas células. No entanto, a posterior liberação de formas 

tripomastigotas foi modulada pelos ácidos graxos, sendo liberadas mais formas 

tripomastigotas nos tratamentos com OA e LA e caindo acentuadamente a liberação 

dos parasitos nos tratamentos com AA, EPA ou DHA. 

Portanto, os experimentos in vitro demonstraram que os tipos de ácidos 

graxos incorporados aos macrófagos alteram diretamente o curso da infecção por T. 

cruzi. Considerando que certos tipos de ácidos graxos são mais presentes no óleo de 

milho (ácido araquidônico, linoleico e oleico) ou mais presentes no óleo de peixe (ácido 

eicosapentaenóico e docosahexaenóico) (Lovo-Martins et al., 2017) esses dados 

podem colaborar com o entendimento das diferenças observadas in vivo entre a 

suplementação oral com óleo de milho ou óleo de peixe, na infecção por T. cruzi. 
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6. DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O objetivo da presente tese foi investigar os efeitos imunopatológicos das 

vesículas extracelulares de Trypanosoma cruzi (EVs Y), assim como a sua associação 

com a ação imunomoduladora dos ácidos graxos poli-insaturados na patogênese da 

doença de Chagas experimental. Inicialmente, avaliamos os efeitos das EVs Y 

seguindo um protocolo experimental onde primeiro os animais ou os macrófagos 

tiveram contato com as EV Y para depois a infecção ser efetuada. Já num segundo 

momento, decidimos por um delineamento experimental que permitisse primeiro a 

incorporação e modulação do ambiente pelos PUFAs, seguido do contato do animal 

ou das células com as EVs Y para enfim a infecção ser realizada.  

No desenvolvimento deste trabalho, durante o estudo da associação entre 

os mecanismos patogênicos desempenhados pelas EVs Y e a suplementação com 

PUFAs n-3, observamos que os resultados encontrados especificamente em relação 

aos efeitos imunomoduladores das EVs Y ainda não estavam descritos na literatura 

científica. Diante disso, optamos por dividir os resultados em duas partes. A primeira 

descreve os efeitos das EVs Y na modulação da resposta imunológica in vivo e in 

vitro, enquanto a segunda aborda a relação entre a patogenicidade das EVs Y com os 

efeitos protetores dos PUFAs n-3.  

Atualmente, a suplementação oral diária com PUFAs n-3 é recomendada 

pela Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção de Aterosclerose, atualizada em 

2017 pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (2 a 4 g ao dia), como um complemento 

importante na prevenção da aterosclerose e pelos seus benefícios cardioprotetores 

(Faludi et al., 2017). No mesmo sentido, a suplementação com PUFAs n-3 é 

recomendada pelo Colégio Americano de Cardiologia e Associação Americana do 

Coração como um importante adjuvante no tratamento de insuficiência cardíaca 

(Yancy et al., 2013).  

Apesar da reconhecida relevância da suplementação com PUFAs n-3 no 

tratamento suplementar de doenças cardiovasculares, e considerando os importantes 

comprometimentos cardíacos que podem acontecer durante a fase crônica do doença 

de Chagas, somente em 2013 foi lançado o primeiro delineamento para o estudo 

clínico da suplementação com PUFAS n-3 (EPA + DHA) em pacientes com 

cardiomiopatia chagásica crônica (Silva et al., 2013). Embora os benefícios da 

suplementação com PUFAs n-3 na resistência a doenças infecciosas ainda ser muito 

discutido (Anderson e Fritsche, 2002), mostramos recentemente que a suplementação 
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oral com PUFAs n-3 está associada a uma melhor resposta imunológica do 

hospedeiro durante infeção aguda por T. cruzi, assim como uma atenuação das 

alterações clínicas características da fase aguda da infecção (Lovo-Martins et al., 

2017). De forma complementar ao trabalho já publicado, os resultados dessa tese 

contribuem para o entendimento dos mecanismos pelos quais os PUFAs n-3 

favorecem o hospedeiro, com foco especificamente na patogenicidade exercida pelas 

EVs Y.  

Os resultados do teste clínico lançado em 2013 foram publicados por Silva 

et al. (2017), abordando os efeitos dos PUFAs n-3 sobre perfil lipídico e marcadores 

inflamatórios dos pacientes com cardiomiopatia chagásica crônica. Após 8 semanas 

de suplementação diária com PUFAs n-3 os pacientes apresentaram redução dos 

triglicérides séricos e tiveram a redução da citocina IL-10 atenuada, em relação aos 

pacientes que receberam óleo de milho (utilizado como placebo). Apesar da grande 

adesão dos pacientes ao tratamento, os autores discutem que o tempo relativamente 

curto do estudo não permitiu o acompanhamento da evolução clínica dos pacientes, 

assim como os resultados podem não ter sido tão expressivos pela falta de um grupo 

controle saudável e pela dificuldade de monitorar a atividade física de cada paciente, 

o que pode interferir sobre a interpretação dos resultados. 

Apesar da importância dos testes clínicos em pacientes, os resultados de 

experimentos em modelos animais e em culturas de células, como os desenvolvidos 

nessa tese, permitem uma complementação e melhor compreensão dos efeitos e 

mecanismos de ação da suplementação com PUFAs n-3, fornecendo subsídios 

científicos para justificar e tornar mais seguro os protocolos de aplicação clínica. 

Através dos testes experimentais é possível separar cada evento analisado 

(tratamento com PUFAs, tratamento com EVs Y e infecção), sempre acompanhados 

dos controles, permitindo avaliar e discutir os mecanismos envolvidos em cada etapa. 

Contudo, sabemos que no curso da infecção natural esses eventos se sobrepõem, ou 

seja, o paciente não entra em contato com as EVs Y para depois ser infectado, nem 

inicia a suplementação com óleo de peixe estrategicamente antes de uma infecção. 

Reconhecendo essas limitações, ainda assim acreditamos que o trabalho fornece 

importantes subsídios para o entendimento dessa relação. 

Analisando os resultados dos ensaios que relacionam os efeitos das EVs 

Y nos animais tratados com PUFAs n-3, vemos que as modulações da resposta 

imunológica exercida pelas EVs Y a favor do parasito não acontecem quando os 

animais são tratados com óleo de peixe, assim como a infecção não progride em 
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macrófagos tratados in vitro com ácido araquidônico (AA, PUFA n-6), ácido 

docosahexaenóico (DHA, PUFA n-3) ou ácido eicosapentaenóico (EPA, PUFA n-3).  

Nesse contexto, torna-se imprescindível a análise da produção de citocinas 

e mediadores lipídicos nos animais tratados com PUFAs n-3 e desafiados com EVs Y 

antes da infecção. Já in vitro, ensaios utilizando bloqueadores de diferentes vias de 

internalização do T. cruzi poderão indicar quais mecanismos estão evolvidos com a 

internalização e infecção do T. cruzi nas células do hospedeiro suplementadas com 

PUFAs n-3 e submetidas aos efeitos das EVs Y.  

A ingestão diária de PUFAs n-3 diminuí a quantidade de ácido araquidônico 

(AA) nos fosfolipídios de membrana das células envolvidas com a inflamação, com 

consequente aumento da incorporação de DHA e EPA. Dessa forma, diminuindo os 

eicosanóides produzidos a partir do AA a princípio pelo simples fato de menores 

quantidade de AA estarem disponíveis como substrato para as enzimas ciclo-

oxigenase (COX) e lipo-oxigenase (LOX), mas também pela diminuição da ativação 

das enzimas COX e LOX (Yaqoob et al., 2000; Calder, 2015b). 

Uma vez que os ácidos graxos EPA e DHA são incorporados à membrana 

plasmática, ao serem metabolizados pela enzima COX dão origem a prostaglandinas 

(PG) e tromboxanos (TX) da série 3, e quando metabolizados pela enzima LOX dão 

origem a leucotrienos (LT) da série 5. Esses mediadores inflamatórios possuem menor 

potencial inflamatório em relação aos eicosanóides produzidos a partir do ácido 

araquidônico, como prostaglandinas e tromboxanos da série 2 e leucotrienos da série 

4 (Chapkin et al., 1991; Bagga et al., 2003; Calder, 2013). 

Durante a infecção por T. cruzi, a produção de eicosanóides representa um 

importante ponto na regulação entre resposta imunológica do hospedeiro e a 

eficiência da infecção. A infecção aguda por T. cruzi em modelos murinos caracteriza-

se por lesões cardíacas acompanhadas de altos níveis de PGE2 (Abdalla et al., 2008). 

Tanto a PGE2, como o seu receptor EP-2, estão envolvidos com a inflamação e 

infiltrado inflamatório cardíaco durante a infecção aguda por T. cruzi (Guerrero et al., 

2015), assim como os leucotrienos (Pavanelli et al., 2010), que são importantes para 

a produção local de NO e controle do parasitismo cardíaco (Panis et al., 2011). 

Adicionalmente, os níveis de PGE2 (Celentano et al., 1995), PGF2α, TBX2 e 6-oxo-

PGF1α plasmáticos estão aumentados em modelos murinos de infecção aguda 

(Cardoni e Antunez, 2004). Além dos efeitos cardíacos, as prostaglandinas estão 

associadas à imunossupressão dos animais infectados, com redução da proliferação 
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dos linfócitos, dos níveis de TNF-α e das funções microbicidas dos macrófagos (Pinge-

Filho et al., 1999; Michelin et al., 2005). 

Em ensaios in vitro já foi mostrado que a fagocitose de fragmentos celulares 

apoptóticos por macrófagos durante a infecção por T. cruzi potencializa a liberação de 

PGE2 e TGF-β por essas células, consequentemente diminuindo o NO e permitindo 

que o parasito sobreviva e replique na célula hospedeira (Freire-De-Lima et al., 2000). 

Também a inibição farmacológica da enzima COX com aspirina em macrófagos 

diminuí a internalização de tripomastigotas nessas células, com aumento da 

interleucina-1β (IL1-β), de óxido nítrico e de lipoxinas (Malvezi et al., 2014). 

Adicionalmente, a PGE2 desencadeia vias de sinalização capazes de 

instantaneamente inibirem a ativação do inflamassoma NLRP3 (Sokolowska et al., 

2015). Isso pode ser relevante no contexto de infecção por T. cruzi, uma vez que a 

ativação do complexo inflamassoma NLPR3 e caspase-1 é importante para o controle 

do parasito na fase aguda da infecção, com ativação da capacidade tripanocida de 

macrófagos e produção de NO (Goncalves et al., 2013). 

Contudo, apesar da presença da PGE2 ser importante para o parasito no 

início da infecção, o bloqueio farmacológico in vivo das enzimas COX durante a fase 

aguda da infecção por T. cruzi acarreta níveis mais altos de parasitemia e menor 

sobrevida dos animais (Sterin-Borda et al., 1996; Mukherjee et al., 2013), assim como 

maior parasitismo cardíaco (Hideko Tatakihara et al., 2008). No entanto, o bloqueio 

da COX com aspirina já na fase crônica (60 dias após a infecção) não ocasiona 

aumento da parasitemia ou mortalidade, mas está associado a melhora da fração 

ejetora cardíaca (Mukherjee et al., 2013). 

Confirmando a importância da síntese de mediadores lipídicos da 

inflamação na infecção por T. cruzi está o fato do próprio parasito sintetizar 

prostaglandinas e tromboxanos (Machado et al., 2011). Estágios infectivos do T. cruzi 

apresentam a enzima fosfolipase A-1 (Belaunzaran et al., 2007), importante para 

liberação de ácidos graxos (como o AA) das membranas e para o início da síntese 

dos eicosanóides. A partir do AA, o T. cruzi sintetiza preferencialmente TXA2, além de 

pequenas quantidades de PGE2α (Ashton et al., 2007). Durante a infecção aguda, o 

TXA2 produzido pelo parasito atua no endotélio vascular criando um fenótipo 

inflamatório, com aumento da expressão de moléculas de adesão, além de participar 

diretamente do controle da parasitemia e sobrevida do hospedeiro. A ausência do 

receptor para TXA2 em células do hospedeiro infectadas resulta em grande 

parasitismo celular, em comparação com células que possuem o receptor. Isso indica 
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que o T. cruzi possuí um mecanismo auto regulador da sua proliferação, via TXA2 

(Ashton et al., 2007). A ação tanto do TXA2 produzido pelo parasito, como da PGE2 

produzida pelo hospedeiro, criam um ambiente de imunomodulação que favorece a 

sobrevida do hospedeiro, fator indispensável para a sobrevida também do parasito e 

manutenção da fase crônica da infecção (Sterin-Borda et al., 1996; Ashton et al., 

2007).  

No trabalho publicado recentemente, já citado acima, a suplementação com 

óleo de peixe diminuiu a produção de PGE2 em camundongos infectados por T. cruzi 

(Lovo-Martins et al., 2017). Além disso, como exposto anteriormente, está descrito na 

literatura que a suplementação com PUFAs n-3 promove a produção de TX da série 

3, em detrimento da produção de TX da série 2, um mediador lipídico descrito como 

importante para a regulação e continuidade da infecção por T. cruzi (Ashton et al., 

2007). A utilização de PUFAs n-3 para modular a produção dos eicosanóides 

apresenta importantes diferenças quando comparado a utilização de inibidores 

farmacológicos das isoformas da COX. Enquanto o bloqueio farmacológico resulta em 

diminuição acentuada na produção dos eicosanoides, os PUFAs n-3 atuam 

promovendo uma mudança na classe dos eicosanóides produzidos, sem, no entanto, 

abolir completamente àqueles produzidos a partir do AA. Além disso, a partir dos 

PUFAs n-3 DHA e EPA são produzidos resolvinas, maresinas e protectinas, 

mediadores lipídicos que atuam na resolução da inflamação, controlando o excesso 

de lesão tecidual decorrente da ativação exacerbada da resposta imunológica (Calder, 

2015b). 

Portanto, a elucidação dos mecanismos envolvidos com os efeitos 

protetores da suplementação alimentar com PUFAs n-3 sobre a infecção por T. cruzi, 

assim como a confirmação das hipóteses aqui levantas, constituem importantes 

aspectos a serem investigados. Considerando os resultados apresentados nessa 

tese, assim como todos os pontos levantados da literatura científica, fica cada vez 

mais coerente afirmar que a modulação exercida pela suplementação com PUFAs n-

3 de fato favorece o hospedeiro e pode representar uma perspectiva para o tratamento 

suplementar de pacientes acometidos pela doença de Chagas. 
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7. CONCLUSÃO FINAL 

 

O presente estudo mostrou novos mecanismos pelos quais as EVs Y 

exercem efeitos imunomoduladores no hospedeiro murino infectado por T. cruzi, 

diminuindo a responsividade das células do sistema imunológico, induzindo a 

formação de corpos lipídicos em macrófagos assim como a produção de PGE2 e, 

como resultado dessa modulação, favorecendo o parasito durante a infecção de 

hospedeiros mamíferos. Além disso, mostramos pela primeira vez que a 

suplementação dos animais com ácidos graxos interfere com os efeitos 

imunopatológicos induzidos pelas EVs Y, favorecendo a resposta do hospedeiro à 

infecção. Os estudos in vitro utilizando macrófagos e ácidos graxos purificados 

indicam diferentes efeitos para cada ácido graxo: enquanto o ácido linoleico e ácido 

oleico potencializam a infecção e até mesmo os efeitos das EVs Y, os ácidos 

araquidônico, eicosapentaenóico e docosahexaenóico quase que anularam a 

replicação do parasito, mesmo após o tratamento com EVs Y. Dessa forma, estes 

resultados contribuem para uma melhor compreensão da complexa relação parasito-

hospedeiro que ocorre na doença de Chagas, assim como fornecem novos subsídios 

para o entendimento da regulação da infecção pelo consumo de diferentes ácidos 

graxos. 
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ANEXO I- Carta de aprovação da Comissão de ética no uso de animais 

Carta de aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) – 

Universidade Estadual de Londrina. 
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ANEXO II- Artigo publicado em 2017 na revista Nutrition Research. 

Artigo publicado em 2017 pelo nosso grupo de pesquisa na revista Nutrition 

Research que aborda a suplementação com óleo de peixe na infecção murina por 

Trypanosoma cruzi. 
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