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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
Estudo da interação entre Trypanosoma caninum e células macrofágicas: aspectos 

morfológicos, biológicos e ultraestruturais 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Kátia Cristina Silva Nascimento 

Trypanosoma caninum é um tripanosomatídeo até então isolado apenas da cultura de 
pele íntegra de cães. No cultivo axênico apresenta as formas evolutivas: epimastigota 
aflagelar e flagelar, tripomastigota e esferomastigota. Inúmeros aspectos sobre T. 
caninum ainda precisam ser investigados, dentre eles em relação ao potencial infectivo 
das formas evolutivas. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar aspectos 
morfológicos, biológicos e utraestruturais da interação de T. caninum com células 
macrofágicas in vitro. Inicialmente, foi realizada curva de crescimento, análise e 
quantificação das formas evolutivas de T. caninum em meio axênico e em cocultivo com 
a linhagem celular DH82. Em seguida, foi realizada análise ultraestrutural das formas 
de T. caninum cultivadas em meio axênico e cocultivo com linhagem celular DH82. Com 
intenção de conhecer o potencial infectivo da forma epimastigota aflagelar foi realizado 
estudo de interação T. caninum com a linhagem de macrófago canino DH82 e 
macrófago peritoneal (Mɸ) de camundongos BALB/c, em duas condições: em meio 
DMEM F12 suplementado com SFB e a outra com meio suplementado com BSA. Toda 
cinética ocorreu em 7 tempos: 15, 30 e 45 minutos e 2, 6 ,24 e 48 horas. A análise da 
interação foi realizada por microscopia óptica de campo claro (MCC), microscopia 
eletrônica de varredura (MEV) e de transmissão (MET). Para análise quantitativa e 
estatística foram contabilizados total de células infectadas, com parasitos aderidos e 
parasitos interiorizados por células infectadas.  A curva de crescimento de T. caninum 
em meio axênico e em cocultivo apresentaram o mesmo perfil, porém no meio axênico 
foi observada no pico da fase exponencial quase quatro vezes mais parasitos que no 
cocultivo. Diferente do cultivo axênico, no qual foi observada apenas as formas 
epimastigotas, durante o cocultivo com a linhagem celular DH82 foi observada 
diferenciação para forma tripomastigota e esferomastigota. A análise ultraestrutural 
demonstrou que T. caninum possui estruturas descritas para as espécies de 
tripanosomatídeos, com destaque para inúmeros corpúsculos lipídicos ao longo do 
corpo. Em relação a interação T. caninum-macrófagos foram obtidos resultados 
inéditos: T. caninum é capaz de infectar células, a forma epimastigota aflagelar é 
infectiva para macrófagos e foi verificada a existência de formas amastigotas de T. 
caninum. Já no tempo de 15 minutos, a forma epimastigota aflagelar de T. caninum 
adere e entra nas células, rapidamente, modifica-se para a forma amastigota dentro do 
vacúolo parasitóforo. Dentro deste vacúolo ocorre divisão de amastigotas. Algumas 
amastigotas são digeridas pelas células e outras viáveis são liberadas, como observado 
por MET nos tempos de 45 minutos em interação com Mɸ e no tempo de 6 horas na 
interação com a linhagem DH82. No meio extracelular, em algumas amastigotas ocorre 
mudança para epimastigota aflagelar e outras interagem com a célula para reinfecção. 
Foi observada diferença significativa em relação a infecção entre as duas células e em 
relação a células nas quais ocorriam adesão e infecção simultaneamente na condição 
com SFB. Esta dissertação apresenta resultados inéditos sobre o conhecimento dos 
eventos ocorridos durante a interação T. caninum-células que são úteis no entendimento 
sobre aspectos biológicos e da relação parasito-hospedeiro.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Study of the interaction between Trypanosoma caninum cells and macrophages: 

morphological, biological and ultrastructural aspectsABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

 

Kátia Cristina Silva Nascimento 

Trypanosoma caninum is a trypanosomatid hitherto isolated only from the culture 
of intact dog skin. In axenic cultivation it presents the evolutionary forms: aflagellar and 
flagellar epimastigote, trypomastigote and spheromastigote. Several aspects about T. 
caninum still need to be investigated, among them in relation to the infectious potential 
of evolutionary forms. In this context, the objective of this study was to evaluate 
morphological, biological and ultrastructural aspects of the interaction of T. caninum with 
macrophage cells in vitro. Initially, a growth curve, analysis and quantification of the 
evolutionary forms of T. caninum were performed in axenic medium and in co-cultivation 
with the cell line DH82. Then, an ultrastructural analysis of the forms of T. caninum 
cultivated in axenic and co-cultured media with cell line DH82 was performed. With the 
intention of knowing the infectious potential of the aflagellar epimastigote form, a T. 
caninum interaction study was performed with the canine macrophage DH82 and 
peritoneal macrophage (Mɸ) strain of BALB / c mice, under two conditions: in DMEM F12 
medium supplemented with FBS and the other with medium supplemented with BSA. All 
kinetics occurred in 7 times: 15, 30 and 45 minutes and 2, 6, 24 and 48 hours. The 
interaction analysis was carried out by light field optical microscopy, scanning electron 
microscopy (SEM) and transmission (TEM). For quantitative and statistical analysis, total 
infected cells were counted, with adherent parasites and parasites internalized by 
infected cells. The growth curve of T. caninum in axenic and co-cultured environments 
showed the same profile, but in the axenic environment, at the peak of the exponential 
phase, almost four times more parasites were observed than in co-cultivation. Unlike 
axenic culture, in which only epimastigote forms were observed, during co-cultivation 
with the DH82 cell line, differentiation into trypomastigote and spheromastigote forms 
was observed. The ultrastructural analysis showed that T. caninum has structures 
described for the trypanosomatid species, with emphasis on numerous lipid corpuscles 
throughout the body. Regarding the T. caninum-macrophage interaction, unprecedented 
results were obtained: T. caninum is capable of infecting cells, the aflagellar epimastigote 
form is infectious for macrophages and the existence of amastigote forms of T. caninum 
was verified. Within 15 minutes, the aflagellar epimastigote form of T. caninum adheres 
and enters the cells, quickly changes to the amastigote form within the parasitophore 
vacuole. Within this vacuole there is a division of amastigotes. Some amastigotes are 
digested by cells and others viable are released, as observed by TEM in 45 minutes in 
interaction with Mɸ and in 6 hours in interaction with the DH82 strain. In the extracellular 
environment, in some amastigotes there is a change to aflagellar epimastigote and 
others interact with the cell for reinfection. A significant difference was observed in 
relation to infection between the two cells and in relation to cells in which adhesion and 
infection occurred simultaneously in the condition with FBS. This dissertation presents 
unprecedented results on the knowledge of the events that occurred during T. caninum-
cell interaction that are useful in understanding biological aspects and the parasite-host 
relationship. 
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endocitose com prolongamento citoplasmático; E: interação de amastigota; F: interação 

de dois parasitos durante processo de endocitose; G: interação de duas amastigotas com 

a célula; H: detalhe da amastigota em interação com a célula, evidenciando a estrutura da 

bolsa flagelar contendo flagelo; I: formação do prolongamento da célula em torno do 

parasito; J: detalhe da projeção realizada pela célula em torno do parasito no processo de 

endocitose; K: interação  de amastigota e endocitose; L: detalhe da interação da 
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interiorizadas (seta); D: Mɸ alongado com inúmeras amastigotas interiorizadas nas 
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com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 1000x.  A: 
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Figura 56: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 2 horas em condição 

com meio suplementado com SFB por MEV. A: adesão do parasito na célula; B: adesão 

de epimastigota aflagelar (EA) com a célula e transição de forma amastigota para EA; C: 

EA aderidas pelo corpo na célula; D: amastigota em interação com a célula e EA aderidas 

(setas); ............................................................................................................................. 87 

Figura 57: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 2 horas em condição 

com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesão de epimastigota aflagelar na 

célula; C: destaque da amastigota em interação com Mɸ e da divisão de EA; D-H: adesão 

em detalhes da forma EA com prolongamentos da célula; ............................................ 88 

Figura 58:  Interação entre T. caninum, no tempo de 6 horas em condição com 

meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 1000x. A: 

amastigota interiorizada (*), interagindo com a célula (seta) e livre(seta dupla); B: Formas 

EAs livres (seta), amastigotas no mesmo vacúolo sugerindo uma divisão de amastigotas 

dentro do vacúolo parasitóforo (#) e amastigota interiorizada (*); C: célula espraiadas 

com prolongamentos em interação com amastigotas (seta) e amastigota interiorizadas; D: 

amastigota livre e interagindo com a célula (seta), amastigotas interiorizadas em vacúolos 

individuais (*) ou compartilhados (#); E: célula desconstruída com citoplasma repletos 

de amastigotas se destacando do núcleo; F: Mɸ contendo amastigotas interiorizadas (*), 

célula desconstruída com citoplasma separando-se do núcleo com inúmeras amastigotas 

(seta) e EA livre (seta dupla); ......................................................................................... 90 

Figura 59:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 6 horas em condição 

com meio suplementado com BSA pela técnica de MCC.  Coloração por Giemsa, 

aumento 1000x. A:célula em interação com amastigota (seta dupla) e amastigota livre 

(seta); B: células com citoplasma fragmentado com interação de amastigota (seta dupla), 

mudança de forma (*) e amastigotas livres (seta); C e D: célula com várias amastigotas 

interiorizadas em vacúolos apertados (*) e amastigota em um vacúolo maior (#), mudança 

da forma de amastigota para EA (seta dupla) e amastigotas livres (seta); E e F: célula 

destruída com amastigotas livres e aglomeradas (seta) e interiorização de amastigota (*);
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Figura 60: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 6 horas em condição 

com meio suplementado com SFB por MEV. A, B e C:  aglomerado de parasitos com 

adesão da forma (EA) e amastigotas ovoides; D: mudança de forma do parasito, de 

amastigota para EA; E e F: aglomerados de amastigota e EA; G-H: formas amastigotas 

em diferentes formatos, sugerindo mudança de forma evolutiva; .................................. 92 
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Figura 61: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 6 horas em condição 

com meio suplementado com BSA por MEV. A:  adesão de epimastigota aflagelar (EA) 

na célula; B: detalhes da adesão de EA; C e D: projeções celulares da célula primária nos 

EAs; E: amastigota mudando de forma para EA; F: ruptura da célula com amastigota em 

destaque; G: detalhe da amastigota em interação com a célula rompida; H e I: interação 

de amastigota com suporte da projeção celular; J: em detalhe, protuberância do interior 

da célula sugerindo amastigotas por baixo da membrana do Mɸ; ................................. 93 

Figura 62: Interação entre Mɸ e T. caninum no tempo de 6 horas em condição 

com meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota em degeneração(*); B: adesão 

do parasito de forma direta(*); C: adesão do parasito(*) com prolongamento da célula (#) 

ancorando o parasito; D: adesão e presença de parasitos livres (*); .............................. 94 

Figura 63: Interação entre Mɸ e T. caninum no tempo de 6 horas em condição 

com meio suplementado com BSA por MET. A: parasito na forma epimastigota (EA) 

aderido à célula e endocitado dentro de vacúolo (*); B: amastigota livre (seta) e em 

interação com a célula (seta dupla); C: amastigota em divisão (*) e amastigota 

interiorizada (#); D: amastigota interiorizada (*), interação com amastigota e adesão de 

EA com a célula; E e F: detalhe da projeção da célula durante interação de amastigota e 

adesão de EA (seta); ....................................................................................................... 95 

Figura 64:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 24 horas em condição 

com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 1000x. A: 

amastigotas interiorizadas; B: amastigotas e epimastigotas aflagelares (EA), livres (setas), 

célula com amastigotas interiorizadas (*); C: célula com vacúolos vazios e com vacúolo 

contendo amastigota; D: célula com duas amastigotas dentro do mesmo vacúolo 

parasitóforo (#), parasitos sugerindo mudança de forma amastigota para EA (seta) sugere 

a evasão de parasitos da célula; E: inúmeras amastigotas interiorizadas algumas no 

mesmo vacúolo parasitóforo (#) e amastigotas livres (setas); F: na célula  amastigotas 

interiorizadas (*) e célula com núcleo descontinuado  e citoplasma fragmentado com 

evasão de amastigotas (seta); .......................................................................................... 97 

Figura 65:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 24 horas em condição 

com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 1000x.  A: 

Forma epimastigota aflagelar (EA) livre (seta) e aderida à célula (seta dupla); B e C: 

interação entre amastigota e célula(seta dupla)  e mudança de forma de amastigota para 

EA (seta); D, E e F: adesão de EA (seta), interação de amastigotas com a célula (seta 

dupla) e interiorização de amastigota (*); ...................................................................... 98 
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Figura 66: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 24 horas em condição 

com meio suplementado com SFB por MEV. A: divisão de parasito na forma 

epimastigota aflagelar (EA); B e C: amastigotas interagindo com a célula (seta); D: 

detalhe do prolongamento da célula projetada na amastigota (seta); ............................. 99 

Figura 67: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 24 horas em condição 

com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: Formas epimastigotas aflagelares 

(EA) aderidas às células; C: aglomerado de parasitos na forma EA e amastigotas; D e E: 

adesão de vários parasitos nas células; F: projeção celular em contato com o parasito;

 ...................................................................................................................................... 100 

Figura 68: Interação entre Mɸ e T. caninum no tempo de 24 horas em condição 

meio suplementado com SFB por MET. A: parasitos endocitados; B: detalhe de parasitos 
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Figura 69: Interação entre Mɸ e T. caninum no tempo de 24 horas em condição 

com meio suplementado com BSA por MET. A:  amastigotas endocitadas; B: detalhe dos 

parasitos interiorizados; C: detalhe parasito interagindo com a célula, sugestivo de 

transição de amastigota para EA; D: parasito aderido na célula; ................................. 101 

Figura 70:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 48 horas em condição 

com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 1000x. A: 

interação com a célula (seta) e interiorização de amastigotas (*) na célula; B: amastigotas 

interiorizadas em célula com citoplasma fragmentado; C: amastigotas livres (seta dupla), 

interiorizada (*) e em interação com a célula (setas); D: células em interação com 

amastigota (seta dupla) e amastigotas livres (seta); E e F: célula com citoplasma rompido 

com liberação de amastigotas; ...................................................................................... 103 

Figura 71:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 48 horas em condição 

com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 1000x. A: 

interação com a célula (seta) e interiorização (*) de amastigotas na célula; B: amastigotas 

interiorizadas em célula com citoplasma irregular; C e D: amastigotas livres e em 

interação com a célula; E: célula com citoplasma vacuolizado e amastigotas evadindo 

(seta); F: célula vacuolizada com liberação de amastigotas; ........................................ 104 

Figura 72: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 48 horas na condição 

com meio suplementado com SFB por MEV. A: aglomerado de parasitos e forma 

epimastigota aflagelar (EA) em adesão com a célula; B: interação da célula com 

amastigota; C: EA aderido à célula; D: EA aderida à célula sob projeções do macrófago, 

amastigota interagindo com a célula sugerindo mudança de forma; E: EA recoberta por 
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projeção da célula; F e G: amastigota em mudança de forma para EA; H: amastigota 

irregular sugerindo mudança de forma; I e J: detalhe da interação entre amastigotas; 105 

Figura 73: Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 48 horas em condição 

com meio suplementado com BSA por MEV. A: interação de amastigota; B: parasito em 

mudança de forma; C e D: parasito na forma amastigota interagindo com a célula, EA 

aderidos à célula e divisão de parasito; E: amastigota interagido com a célula; F: parasitos 

aderidos em célula com estruturas arredondadas; ........................................................ 106 

Figura 74: esquema da infecção de T. caninum em células macrofágicas. As 

formas epimastigotas aflagelares aderem à célula seja por prolongamentos realizados pelo 

macrófago, ou de forma ativa, conseguem entrar na célula e no meio intracelular ficam 

em vacúolos parasitóforos apertados. Dentro desses vacúolos ocorre a mudança da forma 

epimastigota aflagear para amastigota e essas amastigotas se multiplicam nesses 

vacúolos. Logo após, as amastigotas rompem a célula e no meio extracelular se 

diferenciam em epimastigotas aflagelares ou interagem com a célula novamente em um 

novo processo de infecção. Todo o processo ocorre em 15 minutos. Ao longo do tempo, 

o vacúolo se apresenta maior e várias amastigotas são visualizadas em seu interior (a 

partir do tempo de 6 horas). No tempo de 48 horas as células estão bastantes rompidas, 

no entanto, nas células íntegras ocorre uma maior adesão de epimastigota aflagelar dando 

início à um novo ciclo de infecção; .............................................................................. 108 
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kDNA            Kinetoplast Deoxyribonucleic acid / DNA do cinetoplasto 
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RPMI            Meio do Instituto Roswell Park Memorial 

T. caninum    Trypanosoma caninum 

T. cruzi         Trypanosoma cruzi 

SFB               Soro Fetal Bovino
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Gênero Trypanosoma 

Os tripanosomatídeos incluem 18 gêneros sendo classificados como 

monogenéticos ou monoxênicos (parasitos que apresentam apenas um único 

hospedeiro em seu ciclo de vida, seja ele vertebrado,  outro protozoário , planta 

ou invertebrado) e digenéticos ou heteroxênicos (parasitas que utilizam  dois 

hospedeiros para completar o seu ciclo de vida parasitário, um artrópode e de 

um animal vertebrado ou uma planta ). Apenas três gêneros são classificados 

como digenéticos (Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum). David Gruby, 

propôs o gênero Trypanosoma em 1843, quando observou protozoários 

parasitos com flagelo único, no sangue de uma rã, em Paris. Desde então tem-

se proposto inúmeras descrições de espécies dentro deste gênero, 

contabilizando mais de 470 espécies nomeadas e distribuídas por todo o mundo 

(Andrade-Filho 2013; Molina 2016).  

Os parasitos do gênero Trypanosoma são capazes de infectar um largo 

espectro de hospedeiros de todas as classes de vertebrados: peixes, anfíbios, 

répteis, aves, e mamíferos, e utiliza  um hospedeiro invertebrado hematófago ou 

sanguessugas aquáticas para passar para outro vertebrado e assim se manter 

na natureza (Kaufer et al. 2017). A ampla dispersão das espécies pelos 

continentes, a expressiva variedades de taxa de hospedeiros envolvidos, o ciclo 

de transmissão, somadas com a divergência genética que apresentam apontam 

que esses flagelados teriam surgido juntos com os primeiros vertebrados da 

Terra há mais de 100 milhões de anos (Stevens et al. 2001; Hamilton et al. 2004, 

2007; Viola et al. 2009; Molina 2016; Hamilton e Stevens 2017). 

Mesmo após mais de um século da descrição do gênero Trypanosoma, 

ainda restam muitas dúvidas e mesmo curiosidades a respeito desses 

flagelados. Algumas espécies são mais estudadas, por apresentarem 

importância médica e veterinária, logo existe maior quantidade de informações 

desde a morfologia, ciclo biológico, patogenicidade, transmissão, aspectos 

moleculares e bioquímicos, entre outros (Vickerman 1994; Stuart et al. 2008; D’ 

Ávila Levy et al. 2015). Outras espécies por esse motivo são pouco estudadas, 

como no caso da maioria das espécies do gênero Trypanosoma (Peirce e Neal  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4708014/#B94
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4708014/#B82
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1974; Thekisoe, et al. 2007; Austen et al. 2009; Mcinnes et al. 2010; 

Austen et al. 2011; Lizundia et al. 2011; Dyachenko et al. 2017). 

1.1.1 Aspectos morfológicos e ultraestruturais  

 Desde estudos realizados por Hoare e Wallace (1966), em diferentes 

gêneros, como Leshmania, Trypanosoma, Leptomonas, dentre outros tem-se 

descoberto aspectos importantes da morfologia dos tripanosomatídeos. A 

diversidade morfológica desses parasitos caracteriza os diferentes estágios 

evolutivos das espécies diferindo entre e intra especificamente. As formas 

evolutivas são caracterizadas pela posição do cinetoplasto em relação ao núcleo 

e a forma da célula (morfotipos) de acordo com o sistema clássico de taxonomia 

(Martins 2016).  

No gênero Trypanosoma são descritas as seguintes formas evolutivas: 

epimastigotas, tripomastigotas, esferomastigotas e amastigotas além de outras 

formas em transição.  As formas epimastigota e tripomastigota são classificadas 

principalmente pela posição do cinetoplasto e local de exteriorização do flagelo, 

as outras duas basicamente pela conformação celular. O flagelo se posiciona a 

partir do cinetoplasto, anterior ao núcleo (epimastigota) e posterior ao núcleo 

(tripomastigota) (D’Avila Levy et al. 2015, Martins 2016). A forma epimastigota é 

uma forma alongada mais larga e o flagelo é aderido ao corpo celular tornando-

se livre na parte anterior. A forma tripomastigota é alongada, porém mais afilada 

e o flagelo fica aderido por todo corpo celular até estar livre na porção anterior 

do parasito, fazendo uma ondulação no flagelo aderido ao corpo do parasito. A 

forma amastigota é encontrada no interior das células de hospedeiros mamíferos 

infectados, onde se multiplicam. É arredondada e apresenta um flagelo bem 

reduzido dentro da bolsa flagelar. O núcleo redondo e extravagante e entre o 

núcleo e o flagelo em forma de bastão é localizado o cinetoplasto.  A 

esferomastigota é uma forma mais comumente encontrada em culturas mais 

antigas do que na fase exponencial de crescimento do parasito. O parasito 

apresenta flagelo bem alongado e corpo celular mais esférico (Figura 1). 
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Figura 1: Representação das formas evolutivas presentes no gênero 
Trypanosoma. Modificado de D ´Avila Levy et al. 2015. 

 

 Em relação a características ultraestruturais, os tripanosomas possuem 

organelas bastante características que denotam importante contribuição para o 

desenvolvimento e manutenção do parasito: núcleo, mitocôndria, cinetoplasto, 

microtúbulos subpeliculares, acidocalcissomo, reservossomo, bolsa flagelar e 

flagelo (Bastin 1999; Miranda et al. 2000; Miranda et al. 2004; Do campo et al. 

2005; De Souza 2009; Lopes 2016) (figura 2). 

 O cinetoplasto, estrutura que lhes asseguram a classificação na classe 

Kinetoplatea, é uma região de DNA condensado (kDNA), facilmente observada 

em microscopia de campo claro após coloração sua forma e organização 

estrutural variam de acordo com a fase evolutiva do parasito. É constituída por 

dois tipos de moléculas circulares, os maxicírculos e os minicírculos, que se 

apresentam concatenados, formando uma compacta rede, conforme observação 

por microscopia eletrônica e representam cerca de 20% do DNA (kDNA) total da 

célula. Os maxicírculos são minoritários (5%) e são formados por sequencias 

homogêneas, estando presentes de 20 a 50 cópias por rede e codificam os 

genes mitocondriais estruturais (De-La Cruz et al, 1984). Nas moléculas de 

minicírculos do kDNA, são encontradas duas regiões distintas: uma região 

denominada conservada que apresenta uma sequência nucleotídica de 120 a 

200 pb compartilhada intraespecificamente entre todos os minicírculos do kDNA 

e outra região denominada variável apresenta uma heterogeneidade nas 

sequências e difere entre as diferentes classes de minicírculos da mesma rede.  
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A mitocôndria única altamente ramificada, disposta ao longo do corpo 

celular do parasito; juntamente com o cinetoplasto forma o complexo 

cinetoplasto-mitocondrial. É encarregado por quase toda a respiração celular do 

flagelado. 

A presença dos microtúbulos subpeliculares em arranjos formam o 

citoesqueleto do parasito, ao longo do corpo que lhes conferem sustentação e 

forma estrutural;  

 Há a presença das inclusões lipídicas, os corpúsculos lipídicos, descritas 

como organelas associadas a reserva energética, são reservas de lipídeos que 

ficam à disposição do parasito para a sustentação energética da célula. Podendo 

estar relacionada a mudança das formas evolutivas; 

 Os glicossomos, são considerados os peroxissomos desses flagelados 

por apresentarem catalases, que atuam na degradação do peróxido de 

hidrogênio, estão envolvidos na glicólise parasitária; 

 O acidocalcissomo é apontado como o responsável pelo armazenamento 

de cálcio, magnésio, sódio, potássio, zinco ferro e compostos de fosfato. Porém 

a concentração de cada substância varia de espécies para espécie. Uma outra 

função dessa estrutura é de participar do controle do pH do parasito;  

Os reservossomos, foram sugeridos como estruturas relacionadas aos 

lisossomos, muito apontadas como sendo estrutura pertencente a forma 

epimastigota. Muitas atividades podem ser executadas por tal organela, que tem 

como principal função o armazenamento de lipídeo;    

A bolsa flagelar juntamente com o cistótomo são os únicos locais do corpo 

parasitário que não possuem os microtúbulos subpeliculares ao longo da sua 

formação. A bolsa flagelar é uma invaginação da membrana citoplasmática que 

abriga o flagelo e é a região onde ocorre a endocitose nutricional. 

O flagelo é uma estrutura disposta por 9 pares (dupletos) de microtúbulos 

na periferia e de um par no centro (axonema). Ao lado do axonema, há uma 

estrutura canônica em forma de treliça que é constante em todo o comprimento 

do flagelo, desde a bolsa flagelar até o final do flagelo. Essa estrutura é chamada 

haste paraflagelar ou também chamada de paraxial. Está ligado no corpo celular 

por complexa rede de filamentos (zona de fixação do flagelo ou FAZ) subjacente 
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a ambos. Sempre entre o axonema e a FAZ a haste paraflagelar está presente. 

Várias funções são atribuídas a essa estrutura, mas tem como principais funções 

a mobilidade, e a função sensorial.   

 

Com o avanço das pesquisas e da tecnologia, o sistema de taxonomia 

não depende mais exclusivamente da taxonomia clássica. As técnicas 

moleculares têm sido fundamentais na caracterização de várias espécies de 

Trypanosoma, como Trypanosoma KG1, T. terrestres, e outras tantas espécies 

que foram sendo descritas mais recentemente como Trypanosoma wauwau, 

Trypanosoma janseni e Trypanosoma madeirae (Thekisoe et al. 2007; Acosta et 

al. 2013, Lima et al. 2015; Lopes et al. 2018; Barros et al. 2019). Com isso, 

Figura 2: Representação tridimensional das ultraestruturas presentes nas 
formas evolutivas. A: epimastigota; B: amastigota; C: tripomastigota; 
Fonte:https://www.emaze.com/@ACOQWCWI/chagas-diseasecopy2 

(professora Jackellyne Geórgia Leite). 
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atualmente, as espécies pertencentes ao gênero Trypanosoma, têm sido 

organizadas e comparadas geneticamente e alocadas em pequenos grupos por  

proximidades filogenéticas, originando assim os clados. Parasitos do gênero 

Trypanosoma são de origem monofilética, ou seja, as espécies possuem um 

ancestral comum e estão organizadas em 11 clados. Dentre esses 11 clados, 3 

são grandes clados: clado T. cruzi, clado de tripanosomas de animais aquáticos 

e clado T. brucei. Os demais 8 clados são: clado T. theileire, clado T. lewisi, clado 

T. irwini, clado T. terrestres, clado de tripanosomas de cobras-

lagartos/marsupiais-roedores, clado de tripanosomas de marsupiais 

australianos, clado de tripanosomas de crocodilianos e o clado de tripanosomas 

de aves (Acosta et al. 2013; Lima et al. 2015; Lopes 2016).  

1.2 Trypanosoma caninum 

A pesquisa e monitoramento das leishmanioses visceral e tegumentar em 

áreas endêmicas são importantes para o acompanhamento das infecções 

simples e coinfecções de Leishmania spp. e demais tripanosomatídeos em cães 

domésticos (Madeira et al. 2009; Porfirio et al. 2018). Durante uma investigação 

de vigilância para Leishmaniose Visceral Canina, em 2003 Trypanosoma 

caninum foi isolado pela primeira vez em cultura axênica de pele íntegra de um 

cão do bairro de Campo Grande, Rio de Janeiro. Neste mesmo cão, também 

foram isoladas, de lesão cutânea, formas promastigotas caracterizadas como 

Leishmania (Viannia) braziliensis (Madeira et al. 2009). 

Após análises biológicas, morfológicas, moleculares e de bioquímicas 

(isoenzimas), Trypanosoma caninum foi descrito como uma nova espécie do 

gênero Trypanosoma em 2009 (Madeira et al. 2009; Barros et al. 2012). Até o 

momento, foram descritos 62 casos de infecção natural por T. caninum em cães, 

em infecções simples e coinfecções dispersos por seis estados brasileiros: Rio 

de Janeiro, São Paulo, Goiás, Minas Gerais, Mato Grosso e Piauí, em locais com 

ocorrência de leishmanioses (Figura 3 do mapa) (Pinto et al. 2010; Barros et al. 

2012; Madeira et al. 2014; Oliveira et al. 2015). Todos os isolados de T. caninum 

foram caracterizados a partir da amplificação e sequenciamento nucleotídico da 

região parcial do gene 18S rDNA (Pinto et al. 2010; Barros et al. 2012; Oliveira 

et al. 2015). Adicionalmente, a fim de gerar mais informações a nível molecular, 

foram analisadas outras regiões do genoma de T. caninum, como 24S rDNA, 



7 
 

ITS1rDNA, Citocromo b, kDNA, revelando a alta similaridade genética entre os 

isolados de T. caninum descritos nos seis estados (Barros et al. 2015). De acordo 

com a análise filogenética da região parcial do gene 18S rDNA, T. caninum está 

inserido no clado de Tripanosomas de marsupiais australianos, que inicialmente 

era composto por tripanosomas de marsupiais e ao longo do tempo foi incluído 

também tripanosomas de texugo, sendo o primeiro Trypanosoma de cão 

brasileiro do clado (Rodrigues 2019). 

 

T. caninum possui características intrigantes e com particularidades: até 

o momento foi isolado apenas da cultura de pele íntegra de cães e é mantido 

facilmente em meio ágar sangue Neal, Novy, Nicolle (NNN) e Schneider. 

Apresenta além das formas evolutivas descritas em espécies do gênero 

Trypanosoma (epimastigota, tripomastigota e esferomastigota), a forma 

epimastigota aflagelar em cultura axênica (Figura 4) (Barros et al. 2014). Na 

análise por microscopia eletrônica de transmissão da forma epimastigota 

aflagelar foi visualizada a bolsa flagelar vazia e cinetoplasto localizado ao lado 

do núcleo.  De acordo com o estudo da cinética de crescimento da forma 

epimastigota aflagelar, os autores sugerem que o flagelo é originado 

Figura 3: Distribuição geográfica dos isolados de T. caninum descritos. Total de 
62 casos distribuídos pelos seis estados: Rio de Janeiro (RJ), São Paulo (SP), Minas 
Gerais (MG), Mato Grosso (MT), Piauí (PI) e em Goiás (GO). 
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gradativamente, dando origem a forma epimastigota flagelada (Barros et al. 

2014). 

 

 Estudos apresentados ao longo desses anos sugerem não haver 

patogenicidade de T. caninum para os cães, visto que os animais em que foram 

isolados este parasito possuíam boas condições físicas. Além disso, a infecção 

por T. caninum resulta em baixa resposta imunológica do cão, de acordo com os 

títulos baixos encontrados a partir do diagnóstico sorológico (Alves et al. 2012; 

Barros et al. 2014).  

Um outro fator intrigante é o fato de seu ciclo biológico ainda ser 

desconhecido, bem como o vetor responsável pela transmissão e como se insere 

no âmbito silvestre na infecção de outros hospedeiros mamíferos, além do cão 

doméstico. Até o momento não se conhece a forma evolutiva infectante desse 

parasito e até então não há relatos de que ele seja capaz de infectar e se 

diferenciar na forma amastigota, como, por exemplo, em infecções por T. cruzi 

(Hoare 1972; De Souza 2009). 

Figura 4: Formas evolutivas de T. caninum obtidas de meio axênico (NNN e 
Schneider). Coloração por Giemsa tamponada. A: epimastigota aflagelar; B: 
epimastigota flagelar; C: esferomastigota; D: tripomastigota;  
Escala de 10µm. Fonte: Barros, 2013.  
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Diferentes estudos já foram realizados a fim de testar a capacidade 

infectiva de T. caninum: 

- Estudos para testar a infectividade de T. caninum em espécimes de 

triatomíneos das espécies Rhodnius neglectus e Triatoma infestans foram 

realizados, no entanto não foram detectadas formas de T. caninum em intestino, 

hemolinfa e glândula salivar destes insetos (Madeira et al. 2009).  

- Foi realizada infecção experimental in vitro de T. caninum em 

macrófagos de camundongos murinos da espécie Swiss Webster. Neste 

experimento foram utilizadas formas tripomastigotas de T. caninum, que foram 

induzidas à metaciclogênese por meio de cultura Instituto Roswell Park Memorial 

(RPMI). Após 72 horas de interação, T. caninum não foi mais visualizado 

(Madeira et al. 2009).  

- Também foi realizada infecção experimental in vitro com formas 

tripomastigotas induzidas por metaciclogênese de T. caninum com duas 

linhagens celulares caninas (MDCK-2, DH82) e uma linhagem de tecido 

embrionário de flebotomíneo (Lulo). No entanto, não foi constatada infecção de 

T. caninum nas três células (Fonseca-Oliveira et al. 2018). 

- Foi realizado também um estudo experimental in vivo no qual utilizou-se 

formas tripomastigotas de T. caninum, induzidas por cocultivo da linhagem 

celular DH82 para inóculo em camundongos murinos da espécie Swiss Webster. 

Este inóculo foi realizado pelas vias intradérmicas e intraperitoneal e o 

diagnóstico da infecção experimental foi realizado por cultura e imprint de 

diferentes órgãos, por técnicas histopatológicas e pela técnica molecular. Apesar 

de terem sido observadas alterações histológicas, não foi identificado infecção 

pelo T. caninum.  Por PCR conseguiu amplificar o material genético de T. 

caninum em pele, baço, fígado, coração e sangue. 

1.3 Estudo de interação Trypanosoma x célula 

Desde a descoberta do gênero Trypanosoma, que a comunidade 

científica tem trabalhado intensivamente para compreender como os parasitos 

desse gênero interagem com os artrópodes vetores e com as diversas espécies 

de mamíferos (Chagas1909; Hoare 1972; Galvão et al.2003). Estudos de 

interação parasita-célula são muito utilizados, principalmente para obter 

informações relacionadas às formas evolutivas encontradas no hospedeiro 
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vertebrado. Conhecer as estratégias selecionadas para infectar um hospedeiro 

é um passo importante para conhecer a natureza, as interações entre os seres 

vivos e enfim, o parasito. Fatores esses que podem variar de acordo com a célula 

e o parasito envolvidos, seja no tipo de receptores ligantes do parasito, proteína 

e moléculas expostas nas superfícies da célula sejam outros fatores que 

resultam no sucesso ou falha na infecção (Fessel 2006; De Souza et al. 2013, 

Barrias et al. 2019). Pela sua importância no contexto da saúde pública, T. cruzi 

e  Trypanosoma spp. do grupo brucei são as mais bem estudadas do gênero, 

incluindo os estudos  in vitro realizados na tentativa de se conhecer cada vez 

mais os mecanismos da interação parasito-hospedeiro (Thurston 1958; Ley et al. 

1988; De Souza 2002; De Souza et al. 2010; Li e He 2017; Duque et al. 2020).  

Desde a introdução do uso in vitro de células de fibras nervosas no início 

do século XX pelo pioneiro Harrison, o emprego de células primárias e de 

linhagens celulares são primordiais em estudos que delimitam a relação 

parasito- hospedeiro (Alves e Guimarães 2010). Inúmeras linhagens celulares 

foram estabelecidas para este propósito e incluem linhagens derivadas de 

diferentes tecidos (sangue, coração, rim, peritônio, pele, etc) de diferentes 

animais (homem, cão, roedores, artrópodes, etc) (Scherer et al.1953; Gaush e 

Smith 1968; Unkeless 1979; Bello et al. 2005), que podem ser obtidas 

comercialmente e empregadas com diferentes objetivos. Além da escolha da 

célula, é necessário um adequado suporte nutricional para que as células 

possam se manter estáveis e capazes de responder aos objetivos traçados 

durante cada pesquisa de acordo com condições pré determinadas. Esse 

suporte nutricional é realizado com o meio de cultura e sua suplementação com 

fatores de crescimento, como por exemplo soro fetal bovino (SFB) e albumina 

sérica bovina (BSA), que melhor se adequa as necessidades da célula em 

estudo (Alves e Guimarães 2010).  

Os estudos experimentais in vitro apresentam vantagens, como ter o 

controle ambiental do experimento, obter uma uniformidade das amostras, além 

da ética por deixar de utilizar animais e são capazes de sugerir o que ocorre em 

condições naturais (in vivo) (Alves e Guimarães 2010). 

1.3.1 Soro Fetal Bovino e Albumina Sérica Bovina 
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O Soro Fetal Bovino (SFB) foi introduzido na cultura de células no final 

dos anos 1950 para estimular o crescimento celular das culturas de células e de 

tecidos (Puck et al. 1958). É a suplementação proteica mais amplamente 

utilizada em meios de culturas de células, composto por nutrientes com alta 

concentração de hormônios, fatores de crescimento e de fixação, vitaminas, que 

são metabólicos necessários para os cultivos celulares (Alves e Guimarães 

2010). Apesar da solidificação do uso do SFB ao longo do tempo, recentemente 

a literatura tem apresentado trabalhos que demonstram que a utilização dessa 

suplementação pode trazer menos vantagens e mais desvantagens científicas. 

Essas desvantagens estão relacionadas principalmente à consistência dos 

resultados, uma vez que são influenciados pela sazonalidade e região geográfica 

que originam cada lote da produção e por possuir composições desconhecidas 

que podem variar drasticamente. Tais características podem resultar em uma 

inconsistente expressão de nutrientes e sua atividade biológica pode levar a 

variabilidade no experimento resultando na falta de reprodutibilidade dos 

resultados. Além disso pode haver questões de biossegurança dos 

manipuladores, principalmente, em relação a endotoxinas, micoplasmas, príons 

ou contaminantes virais (Van der Valk et al. 2018; Baker 2016). A produção do 

SFB é uma grande questão ética devido ao alto índice de fetos bovinos nos quais 

é extraído sangue de forma incorreta, pela possibilidade de causar dor ao feto. 

As taxas de fetos mortos para a sua produção atingem a casa de milhões de 

fetos mortos anualmente (Van der Valk et al. 2018; Mellor et al. 2005; Baker 

2016). 

A albumina sérica bovina (BSA) é um aditivo de proteína comum, que ao 

ser comparada com a variabilidade nutricional de lote para lote, encontrada no 

SFB é considerada mais consistente em sua composição. As albuminas são um 

grupo de proteínas ácidas que ocorrem abundantemente em fluidos corporais de 

mamíferos. A albumina sérica é rica em aminoácidos, isenta de carboidratos e é 

a proteína mais abundante em organismos vertebrados (Zhou et al. 2020; Merlot 

et al. 2014). Ademais a BSA é uma proteína transportadora natural, podendo 

transportar pequenas moléculas como sais, ácido graxo e vitaminas e podem 

atuar na proteção a danos oxidativos nas células e regular outros componentes 

do meio, incluindo o ácido graxo (Zhou et al. 2020). 
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1.3.2 Linhagem celular canina DH82 

 A linhagem celular de macrófago like (DH82) é de origem hematopoiética 

de cão Golden Retrivier, macho de 10 anos de idade diagnosticado com 

histiocitose maligna. As células progenitoras neoplásicas foram estabilizadas em 

1985. Essa linhagem apresenta a morfologia de macrófago, com variação no 

tamanho e quantidades de núcleos e nucléolos, além de ser uma excelente 

célula fagocítica. É uma linhagem celular notavelmente heterogênea. Apresenta  

receptores de superfície Fc, importantes na interação parasito célula (Wellman 

et al. 1988). Já foi utilizada em diferentes estudos, desde estudos de bactérias 

(Michaels et al. 2016), de alergia (Herrmann et al. 2018), em estudos com vírus 

(Zheng et al. 2020). Em estudo com T. cruzi, Mendonça et al. 2017, realizaram 

pela primeira vez a interação com essa linhagem e demonstraram que ela é 

suscetível à infecção pelo T. cruzi, nela ocorre todo o ciclo intracelular, a invasão 

do parasito, presença de amastigotas intracelulares, replicação parasitária, 

transformação em tripomastigotas, além do prolongado período de infecção com 

macrófago de cão. Os autores reforçam a utilização dessa célula como modelo 

para investigar a interação hospedeiro-parasito in vitro e ela poderia contribuir 

em experimentos para identificar novos medicamentos para o tratamento da 

doença de Chagas.   

1.3.3 Macrófago peritoneal murino (Mɸ) 

A utilização do macrófago peritoneal de camundongos, tem-se dado 

desde o início do século XX, quando estudos conduzidos por um biólogo russo 

concedeu a compreensão da fagocitose (Dos Anjos Cassado 2017). A partir daí, 

os estudos deslancharam e a sua utilização como modelo experimental começou 

a ser consolidado (Cassado 2011; Dos Anjos Cassado 2017). Vários trabalhos 

foram realizados com utilização de Mɸ com diferentes abordagens, dentre elas 

trabalhos recentes de recrutamento de organelas durante interação com T. cruzi 

(Reignault et al. 2019), autofagia (Duque et al. 2020) e em trabalhos de interação 

com diferentes espécies do gênero Trypanosoma como, Trypanosoma dionisii 

(Liston e  Baker 1978), Trypanosoma brucei (Stevens e Moulton 1978) e 

Trypanosoma musculi (Vincendeau et al. 1981). 

Os macrófagos são considerados sentinelas imunológicas devido ao fato 

de estarem presentes em diferentes tecidos, participando da defesa inata 
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(Cassado 2011). A cavidade peritoneal se origina pelo folheto embrionário da 

mesoderme, mais especificamente pelo hipômero (células primitivas), que é uma 

das três divisões da mesoderme, juntamente com o epímero e o mesômero. O 

epímero dá forma a derme, musculatura estriada e esqueleto axial. O mesômero 

forma o aparelho urogenital, já o hipômero é responsável pela formação do 

sistema circulatório, esquelético apendicular, musculatura lisa e as três serosas 

(pericárdio, pleura e peritôneo). O peritôneo abriga boa parte dos órgãos, 

juntamente com uma diversidade de células do sistema imune como linfócitos T 

e B, célula natural killer (NK), granulócitos e os fagócitos (Moore et al. 2016). 

Os macrófagos são monócitos da circulação sanguínea que migram para 

o tecido e se diferenciam. Esses macrófagos podem ser divididos em duas 

populações, sendo denominados de M1 e de M2 e dentre as suas funções 

destacam-se a fagocitose, apresentação de antígeno, resolução do processo 

inflamatório e reparo de tecido lesado (Cassado 2011; Dos Anjos Cassado 

2017). Por serem células primárias, são semelhantes fisiologicamente às células 

do tecido vivo e como as linhagens celulares podem sofrer alterações 

genotípicas e fenotípicas e não podem determinar o que ocorre in vivo, as células 

primárias têm importante papel em estudos de pesquisas. No entanto, por mais 

próximo que esteja do real o cultivo in vitro ainda apresenta diferenças do tecido 

vivo, principalmente pelas mudanças nutricionais e hormonais (Alves e 

Guimarães 2010). 

1.3.4 Cocultivo parasito – célula 

Desde a primeira linhagem celular estabelecida pelo biólogo George Gey, 

foi um longo caminho até as culturas de células provarem ser indispensáveis 

para uma variedade de aplicações, desde a pesquisa à indústria (Ravi et al. 

2015). Existem inúmeras células disponíveis originadas de diferentes espécies 

e diversas técnicas de cultivo, que variam da gota pendente à técnica 3D (Ravi 

et al. 2015). Dentre tantas técnicas, o cocultivo de células e parasitos tem se 

mostrado uma excelente estratégia para o isolamento e manutenção de 

parasitos que apresentam dificuldades em seu cultivo, como no caso do 

Trypanosoma freitasi, que até o cocultivo com a linhagem L292 não era possível 

a manutenção desta espécie em cultivo axênico. E a partir do cocultivo, foram 

possíveis o crescimento parasitário e a obtenção da forma tripomastigota 
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(Thomas e Deane 1990). A mesma abordagem foi realizada por Thekisoe et al. 

2007, que utilizaram as linhagens L292 e HEK 293T em cocultivo com o parasito 

KG1. E Trypanosoma pestanai, do mesmo clado filogenético do parasito KG1, 

que em cocultivo com a célula ISE6 foi possível observar as formas 

tripomastigotas (Dyachenko et al. 2017). A utilização da célula BHK se mostrou 

adequada para o isolamento e manutenção a longo prazo do parasita 

Trypanosoma (Megatrypanum) theileri (Lee et al. 2010). Para o parasito 

Toxoplasma gondii, essa técnica celular se tornou uma importante alternativa na 

obtenção de taquizoítas, o que diminuiria o uso de utilização de camundongos 

para sua manutenção (Alves e Guimarães 2010; Szabo e Finney 2017) 

1.4 Justificativa 

O primeiro encontro de T. caninum infectando um cão doméstico no 

município do Rio de Janeiro, em 2003, parecia que seria um achado ocasional, 

sem importância epidemiológica (Madeira et al. 2009). No entanto, outros 

isolados similares à espécie original, foram sendo obtidos de outros cães no 

município do Rio de Janeiro e em diferentes regiões do Brasil, levantando a 

suspeita de um ciclo natural desse protozoário entre os cães (Pinto et al. 2010; 

Barros et al. 2012; Oliveira et al. 2015).  

Apesar de ser uma espécie ainda pouco estudada, trabalhos anteriores 

mostraram que a infecção natural por T. caninum pode cursar de forma 

assintomática apresentando baixos níveis de anticorpos (Madeira et al. 2014, 

Alves et al. 2012). Ademais, o isolamento de T. caninum foi realizado 

exclusivamente em pele íntegra (Madeira et al. 2009; Barros et al. 2012), fato 

não muito comum aos parasitas do gênero Trypanosoma.  

T. caninum possui grande diversidade morfológica quando cultivados em 

meio axênico ou quando cocultivados com linhagens celulares (Barros et al. 

2014; Fonseca- Oliveira et al. 2018). Um fato interessante, que tem chamado 

atenção, é a presença das formas epimastigota aflagelar (no cultivo axênico), 

uma forma incomum nas espécies desse gênero (Barros et al. 2014). Embora o 

ciclo biológico desse parasito ainda não seja conhecido, a partir de ensaios 

experimentais, foi mostrado que o cocultivo desse parasito com a linhagem 
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celular DH-82 estimulou a diferenciação para formas tripomastigotas, embora 

estas formas não foram capazes de infectar macrófagos dessa mesma linhagem 

(Fonseca-Oliveira et al. 2018). 

Pouco se sabe sobre a biologia e epidemiologia de T. caninum e inúmeros 

aspectos precisam ainda ser investigados, principalmente relacionados ao ciclo 

natural. Isso leva a questionamentos como: Em que condições experimentais T. 

caninum é capaz de infectar células in vitro? Em que momento e de que forma 

ocorre a interação T. caninum-célula? Qual a forma evolutiva infectiva de T. 

caninum em ensaios in vitro? Neste contexto, esta dissertação focou em estudos 

experimentais de interação T. caninum-célula com propósito de trazer novas 

informações sobre os estágios deste parasito, principalmente avaliando a 

capacidade infectiva de formas epimastigotas aflagelares. E tem como hipótese 

que T. caninum é capaz de infectar experimentalmente células macrofágicas e 

que possui todas formas evolutivas descritas para o gênero Trypanosoma.  

Vale ressaltar ainda, que todos os isolados de T. caninum foram descritos 

em áreas de sobreposição e compartilhando o mesmo hospedeiro (cão) com 

espécies de Leishmania, que tem importância em questões de saúde pública. 

Demonstrando que todas as espécies de tripanosomatídeos possuem o mesmo 

nível de importância nos cenários ecológicos e epidemiológicos. Sendo assim, 

todas as informações geradas neste estudo serão úteis no entendimento do 

papel de T. caninum no contexto biológico, epidemiológico e na relação parasito-

hospedeiro. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar aspectos morfológicos, biológicos e ultraestruturais da interação entre 
Trypanosoma caninum e células macrofágicas em modelos in vitro.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Conhecer o perfil de crescimento e diferenciação das formas evolutivas 

de T. caninum com predomínio de formas epimastigotas aflagelares em meio 

axênico e em cocultivo com a linhagem celular DH82; 

2. Descrever características ultraestruturais das formas epimastigotas 

flagelares e aflagelares de T. caninum em meio axênico e em cocultivo com a 

linhagem celular DH82; 

3. Avaliar aspectos da interação das formas epimastigotas aflagelares de 

T. caninum-célula em ensaios in vitro utilizando dois tipos distintos de células 

macrofágicas; 

4. Analisar aspectos do processo de interação de T. caninum-célula em 

experimentos in vitro com relação ao ciclo biológico deste parasito. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Isolado de Trypanosoma caninum 

Neste estudo foi utilizado o isolado de Trypanosoma caninum COLTRYP 

735 depositado na Coleção de Trypanosoma de Mamíferos Silvestres, 

Domésticos e Vetores (COLTRYP/FIOCRUZ) no ano de 2017. Este isolado foi 

obtido em 2013 a partir de um fragmento de pele integra de cão proveniente do 

município do Rio de Janeiro. A amostra foi recuperada do nitrogênio líquido e 

transferida para um tubo contendo meio de cultura bifásico NNN (Novy MacNeal 

Nicolle) e Schneider’s suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 

antibióticos (200U de penicilina + 100µg de estreptomicina da Sigma-Aldrich®) 

à 27ºC.  A manutenção deste isolado foi realizada no mesmo meio de cultura, 

semanalmente, no Laboratório de Biologia de Tripanosomatídeos/LABTRIP/ 

IOC/ FIOCRUZ.  

3.2 Linhagem celular macrofágica canina (DH82) 

A linhagem celular macrofágica canina (DH82), Código:0077, obtida junto 

ao banco de células do Rio de Janeiro, foi utilizada em cocultivo com T. caninum 

para conhecimento do perfil de crescimento e formas evolutivas do parasito e 

também utilizada em estudos da interação T. caninum-célula.  

A célula foi retirada do nitrogênio líquido e estabilizada em 3mL de meio 

Dulbecco`s Modified Eagle’s Medium (DMEM) High Glucose (LGC®) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibióticos (200U de 

penicilina + 100µg de estreptomicina Sigma-Aldrich®), à 37ºC/5% de CO2. Após 

retirada do meio de cultura, a célula foi lavada por três vezes com PBS a 37ºC. 

Para dissociação das células da garrafa foi realizada a tripisinização com 1mL 

de Tripsina-EDTA 0,25% (1x) (Gibco®) por garrafa, por no máximo 10 minutos a 

37ºC.  Após, 3 a 4 mL de meio DMEM High Glucose (LGC®) gelado foi 

adicionado na garrafa para inativar o efeito da tripsina. O sobrenadante foi 

transferido para tubos de 15mL e centrifugado a 4500rpm por 10 minutos. Em 

seguida, o sobrenadante foi desprezado e o pellet de células resuspendidos em 
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2 mL de DMEM High Glucose (LGC®) a 37ºC. Posteriormente, 0,5mL da cultura 

de células foi adicionado em 4 mL do meio de cultura DMEM High Glucose 

(LGC®) em novas garrafas. A célula foi mantida em passagens que dependiam 

da confluência da célula. Quando as células estavam confluentes nas garrafas 

de cultura era realizada a passagem que ocorria no mínimo uma vez por semana. 

Todas as garrafas com as culturas de células possuíam a identificação do 

número da passagem e data. As condições para manutenção das células foram 

as mesmas descritas para estabilização e eram mantidas no Laboratório de 

Pesquisa Clínica e Vigilância em Leishmanioses (LaPClin VigiLeish) /INI. 

3.3 Curva de crescimento de T. caninum 

Foi realizada a curva de crescimento para obtenção de informações sobre 

a taxa de crescimento parasitária e para o conhecimento das formas evolutivas 

existentes de T. caninum durante o cultivo em meio axênico e em cocultivo com 

a linhagem celular DH82.  

 

3.3.1 Meio axênico  

A amostra de T. caninum COLTRYP 735 foi ampliada em meio de cultura 

NNN/Schneider a 27ºC. Após contagem em câmara de Neubauer, a 

concentração inicial de 1X106 parasitos/mL foi transferida para uma garrafa de 

cultivo com área de 75cm2 em 5mL de meio Schneider suplementado com 10% 

de soro fetal bovino e antibióticos (200U de penicilina + 100µg de estreptomicina, 

Sigma-Aldrich®) à 27ºC.  Todo experimento foi realizado em triplicata.  

A cada ponto da curva (intervalo de 48 horas) foi retirada uma alíquota 

da cultura para contagem dos parasitos em câmara de Neubauer, na diluição da 

cultura em 1:100 em PBS. A contagem foi realizada em microscópio de campo 

claro na objetiva de 40x. Em seguida, o número de parasitos/mL foi determinado 

a partir da seguinte fórmula: 
Nº de parasitos/mL =   Nº total de parasitos          x fator de diluição x 104 

                                Nº de quadrantes contados 
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As médias das triplicatas em cada ponto da curva foram calculadas para 

a confecção do gráfico da curva de crescimento e cálculo do desvio padrão. 

 

3.3.2 Cocultivo com linhagem celular DH82 

A curva de crescimento de T. caninum foi realizada em cocultivo com a 

linhagem celular DH82, em triplicata. A célula DH82 foi semeada em garrafa para 

cultivo celular de 75cm2 em meio DMEM High glucose, suplementado com 10% 

de SFB, 200U de penicilina e 100µg de estreptomicina a 37ºC/5% de CO2 por 24 

horas para estabilização da célula. Após contagem dos parasitos em câmara de 

Neubauer, a curva de crescimento teve inóculo inicial de 0,8x106
 parasitos/mL 

em 5 mL do meio DMEM High glucose, suplementado com 10% de SFB, 200U 

de penicilina + 100µg de estreptomicina (Sigma-Aldrich®). Em intervalos de 48 

horas e após o 14º dia em intervalo de 72 horas, foi realizada a contagem dos 

parasitos como descrito no item 3.3.1. 

3.4 Quantificação das formas evolutivas de T. caninum 

A cada ponto das duas curvas de crescimento foi realizada a quantificação 

das formas evolutivas de T. caninum. Foi realizada distensões de 30 µL do 

sobrenadante em lâminas de vidro, em duplicata. Em seguida, essas lâminas 

foram fixadas com metanol P.A (Vetec®); tratadas com ácido clorídrico 5N (HCl) 

por 10 minutos e corados pelo Giemsa (Merck®) tamponado por 15 minutos. 

Para cada ponto da curva de crescimento, foram contados 100 parasitos, 

diferenciando-os de acordo com sua forma evolutiva, por microscopia de campo 

claro, no microscópio Zeiss Axioplan. 

 3.5 Microscopia eletrônica de transmissão e varredura 

Foi realizada a microscopia eletrônica de transmissão (MET) para análise 

ultraestrutural de T. caninum em meio axênico e em cocultivo com a linhagem 

celular DH82 (ítem 3.6).  

Para análise da interação de T. caninum com macrófagos peritoneais e a 

linhagem celular DH82 (ítem 3.7) foram realizadas MET e microscopia eletrônica 
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de varredura (MEV). O processamento das amostras foi realizado no Laboratório 

de Biologia Estrutural/LBE/IOC/FIOCRUZ. 

As etapas iniciais são iguais para MET e MEV: As amostras foram lavadas 

3 vezes com PBS. Em seguida foram fixadas em glutaraldeido 2,5% diluído em 

tampão cacodilato 0,1M, pH 7,2 + 3,5% sacarose + 2,5mM Cacl2 por 1 hora. 

Atingido o tempo, as amostras foram lavadas 3 vezes com o mesmo tampão. 

Após foi realizada a fixação de lipídeos com tetróxido de ósmio (OSO4) 2% em 

tampão cacodilato 0,2M, pH 7,2 + 7% sacarose + 5mM CaCl2, por 30 minutos e 

em seguida as amostras foram lavadas por 3 vezes com o mesmo tampão. A 

partir dessa etapa os protocolos de MET e MEV diferem e seguem abaixo.  

Etapas para MET: Foi realizada a etapa de desidratação das amostras 

com concentrações crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90%, 100%, 100% 

e 100%) por 10 minutos cada concentração em uma rotação de 4500 rpm. Após 

foi realizada a etapa de infiltração e emblocamento, com utilização da solução 

1:1 de acetona 100% e resina (EPON) overnight. As amostras foram 

centrifugadas para formação do pellet no fundo da cápsula beam, a solução 1:1 

de acetona/resina foi retirada e acrescentado apenas resina (EPON Poly Bed 

812) e levada ao forno por 72h à 60ºC. O bloco foi levado para a Plataforma de 

Microscopia Eletrônica da Fiocruz para processamento em cortes ultrafinos, 

recolhidos em grades de cobre, contrastado com chumbo e uranila e para 

obtenção das imagens no microscópio eletrônico de transmissão (Jeol JEM-

1011), pertencente à Plataforma de Microscopia Eletrônica Rudolf Barth do 

IOC/FIOCRUZ.  

Etapas para MEV:  Após a pós fixação das amostras como descrito acima, 

as amostras foram submetidas a etapa da desidratação com etanol em 

concentrações crescentes (30%, 50%, 70%, 90%, 100% e 100%) por 10 minutos. 

Em seguida as amostras foram submetidas ao ponto crítico (mudança de estado 

físico de CO2 dentro da célula), metalização (revestimento da amostra com nano 

partículas de ouro para liberação de elétrons) e obtenção de imagens pelo 

microscópio eletrônico de varredura (Jeol JSM-6390LV) pertencente à 

Plataforma de Microscopia Eletrônica Rudolf Barth do IOC/FIOCRUZ.  
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3.6 Análise ultraestrutural de T. caninum em meio axênico e em cocultivo 

com a linhagem celular canina  

 Para a análise ultraestrutural de T. caninum em cultura axênica foi 

necessário ampliarmos por 3 a 7 dias o parasito em meio NNN/Schneider 

suplementado com SFB a 10% e antibióticos (200U de penicilina + 100µg de 

estreptomicina, Sigma-Aldrich®), mantidos em estufa a 27ºC. Entre o terceiro e 

sétimo dia, recolhemos o sobrenadante do cultivo.  

Para a análise das formas evolutivas de T. caninum em cocultivo com a 

linhagem celular DH82, o parasito foi inoculado em garrafa contendo células 

DH82 previamente estabilizadas em 5mL de meio DMEM High Glucose (LGC®) 

e permaneceu em cocultivo pelo tempo determinado na curva de crescimento 

como o dia que apresentou maior diversidade de formas evolutivas.  

Os sobrenadantes das culturas foram centrifugados por 10 minutos a 

4500 rpm, lavados com PBS e processadas como descrito no item 3.5 para 

análise por microscopia eletrônica de transmissão (MET). 

 3.7 Interação entre T. caninum-célula 

A interação de T. caninum com a linhagem celular DH82 e com 

macrófagos peritoneais foi analisada pelas técnicas de microscopia de campo 

claro (MCC), microscopia eletrônica de transmissão (MET) e microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). O experimento foi realizado em duas condições 

diferentes: (1) em meio de cultura DMEM/F12 suplementado com SFB a 10% e 

(2) em meio de cultura DMEM/F-12 suplementado com albumina sérica bovina 

(BSA) a 2% acrescido de 100 unidades da solução penicilina e estreptomicina 

(Gibco®).  

O experimento foi realizado para análise por MCC e MEV em placas de 

24 poços em que continham lamínulas de vidro de 13mm e para análise por MET 

em placas de 100mm. Em todas as condições e tempos foi inserido um controle 

composto apenas pelas células, isentas de parasitos. 

A cinética para MCC e MEV foi realizada em 7 tempos: 15, 30 e 45 

minutos e 2, 6, 24 e 48 horas. A cinética para MET foi determinada nos tempos 
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que apresentaram informações relevantes sobre a interação após análise em 

MCC e MEV. O experimento foi realizado em triplicatas para análise por MCC, e 

duplicatas para análise em MEV e MET. 

 

3.7.1 Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82 

As células da linhagem DH82 foram lavadas com PBS aquecido em 

banho-maria a 37ºC e dissociadas com 1mL de tripsina por garrafa à 37ºC em 

estufa de CO2 por até 10 minutos para que todas as células soltassem das 

garrafas. Após a dissociação das células, a tripsina foi inativada com meio 

Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/ F-12) sem 

suplementação e contendo antibióticos (100 unidades de penicilina e 

estreptomicina da Gibco®) gelado (2-8ºC). A cultura de células foi centrifugada 

à 4500 rpm por 10 minutos e ressuspendida no mesmo meio usado para 

inativação da tripsina. Após homogeneização foi retirada uma alíquota para 

diluição (1:1000) em PBS e em azul de tripan, para comprovar a viabilidade 

celular e contagem em câmara de Neubauer para o plaqueamento das células. 

Foram plaqueadas 4X104 células/mL por poço em um volume total de 300µL do 

meio DMEM/F-12 sem suplemento e contendo 100 unidades de penicilina e 

estreptomicina (Gibco®) em placas de cultura de 24 poços. Em placas de 

100mm, foi plaqueada 1X106células/mL em 5mL do mesmo meio em duplicata. 

Após 1 hora, o sobrenadante foi retirado das placas e acrescentado em metade 

das placas o meio de cultura DMEM/F-12 suplementado com SFB a 10% e na 

outra metade o meio de cultura DMEM/F-12 suplementado com BSA a 2% em 

volume total de 300µL nas placas de cultura de 24 poços e volume total de 5mL 

nas placas de 100mm. Em seguida as células foram acondicionadas em estufa 

a 37ºC/5% de CO2 por 24 horas. 

Após esse tempo, os parasitos foram ampliados em meio NNN/Schneider 

suplementado com 10% de SFB e antibióticos (100 unidades de penicilina e 

estreptomicina gibco®), transferidos para tubos de 15 mL e centrifugados a 4500 

RPM por 10 minutos e ressuspendidos em meio DMEM/F-12 sem 

suplementação contendo antibióticos (100 unidades de penicilina e 

estreptomicina gibco®). Após alíquota foi diluída 1:1000 em PBS e azul de Tripan 

para comprovar a viabilidade do parasito e contagem em câmara de Neubauer.  
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Após contagem dos parasitos, foi inoculada em cada placa a 

concentração de 10 parasitos/célula (10:1). Em cada tempo da cinética as 

lamínulas foram lavadas com tampão PBS e fixadas com metanol P.A (Vetec®). 

Após, foram coradas com Giemsa (Merck®) tamponado por 2 a 4 minutos e em 

seguida montadas com Entellan (Merck®) em lâminas de vidro para análise por 

MCC no microscópio Zeiss Axioplan em aumento de 100x.  

Já as demais lamínulas e placas de 100mm, foram fixadas com 

Glutaraldeído 2,5% diluído em tampão cacodilato 0,1M, pH 7,2 + 3,5% sacarose 

+ 2,5mM CaCl2 por uma hora e lavadas três vezes com o mesmo tampão e 

processadas como descrito no item 3.5 para análise por microscopia eletrônica. 

 

Desenho experimental 
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3.7.2 Interação entre T. caninum e células primárias de Macrófago 

Peritoneal 

Os macrófagos peritoneais (Mɸs) foram obtidos a partir da lavagem 

peritoneal de camundongos fêmeas com 18 a 20 gramas da linhagem BALB/c. 

Após a eutanásia com a associação entre cloridato de xilazina e cloridato de 

quetamina, os camundongos passaram por assepsia com banho em álcool 

etílico 70%. Após, foram presos, em decúbito dorsal, em suporte de cortiça com 

uma pinça dente de rato, a pele foi levantada. Cerca de 10 mL de meio de cultura 

gelado DMEM/F-12 sem suplementação (Gibco®), com 100 unidades de 

penicilina e estreptomicina (Gibco®), foram introduzidos na cavidade peritoneal 

do animal e retirado lateralmente ao mesmo, utilizando seringa e agulha estéreis. 

Após massagem nessa região, o meio introduzido foi aspirado com a mesma 

seringa, sendo imediatamente acondicionado em gelo. Todo protocolo para 

obtenção das células foi aprovado de acordo com o Comissão de ética no uso 

de animais (CEUA licença L-027/2018). 

Após a coleta dos macrófagos, uma alíquota foi diluída 1:100 em PBS e 

esta diluição foi diluída 1:1 em azul de Tripan para comprovar a viabilidade 

celular. As células foram contadas em câmara de Neubauer e plaqueadas na 

concentração de 3X105 células/lamínula em placas de 24 poços em volume total 

de 300µL do mesmo meio usado para obtenção dos macrófagos a 37Cº e 

concentração de 2X106 células/ placa de 100mm em volume total de 5mL do 

mesmo meio. Após 1 hora do plaqueamento, o meio de cultura foi retirado e 

acrescentado o meio DMEM/F-12 com SFB a 10% e 100 U de penicilina e 

estreptomicina (Gibco®) em metade das placas de 24 poços e de 100mm. No 

restante das placas e foi acrescentado meio DMEM/F-12 suplementado com 

BSA 2% e 100 U de penicilina e estreptomicina (Gibco®). Após 24 horas o 

parasito foi inoculado na concentração de 10 parasitos/célula, sendo 3x106 

parasitos/célula nas placas de 24 poços e 20x106 parasitos/célula nas placas de 

100mm.  

Em cada tempo determinado, as lamínulas foram lavadas com tampão 

PBS, e fixadas com Metanol P.A (Vetec®).  Após, foram coradas com Giemsa 

(Merck®) tamponado por 2 a 4 minutos e em seguida montadas com Entellan 

(Merck®) em lâminas de vidro para análise por MCC no microscópio Zeiss 

Axioplan em aumento de 100x.  
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Já as demais lamínulas e placas de 100mm, foram fixadas com 

Glutaraldeído 2,5% diluído em tampão cacodilato 0,1M, pH 7,2 + 3,5% sacarose 

+ 2,5mM CaCl2 por uma hora e lavadas três vezes com o mesmo tampão e 

processadas como descrito no item 3.6 para análise por microscopia eletrônica. 

 

Desenho experimental: 
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3.8 Análises das taxas de adesão e infecção 

Foi realizada a quantificação das lamínulas confeccionadas durante o 

estudo de interação entre T. caninum e as células macrofágicas para a técnica 

de MCC. Foi realizada a contabilização em 200 células por lamínula de cada 

tempo da cinética, das células infectadas, número de parasitos interiorizados e 

aderidos, com o intuito de analisar se havia diferenças estatísticas na infecção 

entre as células DH82 e Mɸ, entre as condições (SFB e BSA) em cada célula, 

entre lamínulas e a ocorrência de adesão e infecção concomitantemente. 

Para a análise da porcentagem da taxa de infecção, a contagem do 

número de células infectadas foi inserida na fórmula abaixo: 

 

% células infectadas = n° células infectadas        * 100 

                              n° total de células 

 

Na utilização do cálculo da taxa de adesão, a fórmula foi a mesma, sendo 

substituído o número de células infectadas pelo número de parasitos aderidos. 

Assim também ocorreu para a análise da taxa de infecção e adesão que ocorriam 

na mesma célula, foi somado o número de células que estavam infectadas e com 

parasitos aderidos ao mesmo tempo e o valor obtido foi inserido na fórmula 

citada acima. 

As tabelas foram confeccionadas no Excel 2013 e os dados foram 

plotados no programa Prisma 7 para a confecção dos gráficos. 

3.9 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada a partir de contagem aleatória de 200 

células em duas lamínulas, contabilizando um total de 400 células por cada 

tempo de cada experimento.  

Os valores resultantes da quantificação de células que obtinham parasitos 

aderidos (taxa de adesão), células com parasitos interiorizados (taxa de 

infecção), células que possuem os dois eventos (adesão e infecção) ao mesmo 

tempo e a quantidade de parasitos interiorizados entre as condições do meio de 
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suplementação (SFB e BSA) e entre as duas células (DH82 e Mɸ),  foram 

plotados para a realização dos testes de normalidade, homogeneidade e 

autocorrelação, que antecederam a  análise estatística através do teste Anova: 

Fator Único, teste que trabalha com a hipótese que a distribuição de 

probabilidades é a mesma. Nesse teste foi utilizada a comparação das médias 

cujo nível de decisão alfa adotado foi ≤ 0,05. Após, foi realizado o Teste-T: 

Amostra Dupla Presumindo Variações Equivalentes com a hipótese que a 

variância é igual, sendo usada para determinar se existe a possibilidade de as 

amostras serem provenientes de grupo de amostras com médias iguais. A 

hipótese testada em ambos os testes estatísticos foi que não há diferença entre 

as médias (H0) e como hipótese alternativa que há diferenças entre as médias 

(H1). Todas as análises estatísticas foram realizadas no programa R© version 

3.6.0(2019-04-26). 

 

Desenho experimental do estudo: 
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4 RESULTADOS 

4.1 Curva de crescimento 

A curva de crescimento de T. caninum em meio axênico, teve inóculo 

inicial de 1x106 parasitos/mL. Sua fase exponencial de crescimento (fase log) foi 

até o 14º dia com 11,35x106 parasitos/mL. A curva não apresentou fase 

estacionária, seguindo diretamente para fase de declínio apresentando no 20º 

dia, 5,57x 106 parasitos/mL (gráfico 1). O desvio padrão foi de +/-3,04.  

 
A curva de crescimento do T. caninum em cocultivo com a linhagem 

celular teve inóculo inicial de 0,8x106 parasitos/mL, apresentando a fase log até 

o 10º dia (4,3x106 parasitos/mL) e seguida diretamente da fase de declínio. As 

médias das triplicatas resultaram em desvio padrão de 1,11 (gráfico 2). 
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Gráfico 1: Curva de crescimento do T. caninum em meio Schneider + 10% SFB a 
27ºC. O inóculo inicial foi de 1x106parasitos/mL. Pico da fase log no 14º com 11,35x 
106 parasitos/mL. 

 

Gráfico 2 : Curva de crescimento de T. caninum em cocultivo com a célula DH82 
a 37ºC/ 5% de CO2. O inóculo inicial foi de 0,8x106 parasitos/mL. O pico da fase log foi 
de 10º dia com 4,3x106 parasitos/mL. 
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4.2 Análise quantitativa das formas evolutivas durante da curva de 

crescimento 

A curva de crescimento de T. caninum em meio axênico iniciou com 92% 

de formas epimastigotas aflagelares e 8% de epimastigota flagelar. Ao longo de 

toda a curva foi observada apenas estas duas formas. A partir do 4º dia da curva 

houve aumento da forma epimastigota aflagelar, atingindo a 100% desta forma 

no 12º dia, se mantendo assim até o 20º dia. O 2º dia foi o que apresentou maior 

porcentagem de epimastigota flagelar (10%), sendo visualizadas até o 10º dia 

(gráfico 3). Dados com valores da quantificação em cada dia estão dispostos na 

tabela 1. 

 

Tabela 1 : Quantificação das formas evolutivas de T. caninum em cada ponto da 
curva de crescimento em meio axênico. 

Dias 0 2º 4º 6º 8º 10º 12º 14º 18º 21º 

Epimastigota  
Aflagelar 

92% 90% 93% 95% 97% 98% 100% 100% 100% 100% 

Epimastigota  
Flagelar 

8% 10% 7% 5% 3% 2%    -    -    -    - 

 

  Durante a curva de crescimento de T. caninum em cocultivo com a 

linhagem celular DH82 foi possível observar que o inóculo inicial apresentava 

92% da forma epimastigota aflagelar e 8 % de epimastigota flagelar. Até o 6º 

dia houve um decréscimo da forma epimastigota aflagelar e crescimento de 

epimastigota flagelar. A partir do 8º dia foi observada a presença de 100% de 

formas epimastigota flagelar. No 10º dia houve o aparecimento da forma 
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Gráfico 3: Quantificação das formas evolutivas de T. caninum em cada ponto da 
curva de crescimento em meio axênico. No início da curva de crescimento havia 92% 
de formas epimastigotas aflagelar (EA) e 8% de epimastigota flagelar (EF). A forma EF 
não foi mais visualizada a partir do 12º dia, apresentando 100% de formas EA. 
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tripomastigota (1%). A partir do décimo segundo dia até o décimo oitavo houve 

uma maior variedade de formas evolutivas. epimastigota (86%), tripomastigota 

(10%) e esferomastigota (4%). No décimo oitavo dia havia 76% de formas 

epimastigotas flagelares, 23% de esferomastigotas e 1% de tripomastigotas 

(gráfico 4).  A quantificação da curva de crescimento está disposta na tabela 2. 

 

 

 

Tabela 2 : Quantificação das formas evolutivas de T. caninum na curva de 
crescimento em cocultivo com a linhagem celular DH82. 
Dias 0 2º 4º 6º 8º 10º 12º 14º 18º 

Epimastigota aflagelar 92% 82% 64% 4%    -   -    -   -   - 

Epimastigota flagelar 2% 18% 36% 96% 100% 99% 86% 94% 76% 

Esferomastigota    -   -    -    -    -    - 4% 3% 23% 

Tripomastigota    -   -    -    -    - 1% 10% 3% 1% 

 

As curvas de crescimento de T. caninum, em meio axênico e em cocultivo 

com linhagem DH82, apresentaram o mesmo perfil de crescimento. No entanto 

no pico da fase exponencial, a curva em meio axênico apresentou 11,35x 

106 parasitos/mL e em cocultivo com a linhagem celular DH82 4,3x 

106 parasitos/mL, quase três vezes mais parasitos.  Neste mesmo momento, na 

curva em meio axênico foi observada apenas a forma evolutiva epimastigota 
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Gráfico 4 : Quantificação das formas evolutivas de T. caninum na curva de 
crescimento em cocultivo com a linhagem celular DH82. No início da curva de 
crescimento havia 92% de formas epimastigotas aflagelar (EA) e 8% de epimastigota 
flagelares (EF). A partir do décimo segundo dia apresentou a maior diversidade de formas 
evolutivas: EF, tripomastigota e esferomastigota. 
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aflagelar e na curva em cocultivo com a linhagem DH82 foram identificadas as 

formas epimastigota flagelar e tripomastigota. 

 

4.3 Análise ultraestrutural de T. caninum 

Foi realizada a análise ultraestrutural de T. caninum do 12º dia de cocultivo 

com a linhagem celular DH82. Esse dia foi o escolhido por apresentar a maior 

diversidade de formas evolutivas: epimastigota flagelar, esferomastigota e 

tripomastigota. Na figura 5 A, é possível observar uma imagem quase que total 

do corpo do parasito. Foi possível observar estruturas como o núcleo (N) (Figura 

5 B), os microtúbulos subpeliculares (MS) modulando a estrutura do parasito 

(Figura 5C), vários corpúsculos lipídicos (CL) distribuídos pelo corpo do parasito 

(figura 5B), cinetoplasto (C) com material genético denso (figura 5A), mitocôndria 

(M) única ramificada (figura 5D), bolsa flagelar (5F) contendo flagelo (F) (figura 

XD). É possível observar ausência de microtúbulos subpeliculares na bolsa 

flagelar (figura 5D). 

 Na análise das ultraestruturas de T. caninum   mantido em cultivo axênico 

entre o 3º e 7º dia, por ser o período em que havia as formas epimastigota 

aflagelar e flagelar. Foi possível evidenciar diversas estruturas, como: a 

presença da bolsa flagelar (BF) vazia, característico da forma epimastigota 

aflagelar (figura 6C), núcleo bem estruturado (N) (figura 6B), cinetoplasto (C) 

composto por material genético compactado, os corpúsculos lipídicos que são 

estruturas eletrodensas de diferentes tamanhos envoltas apenas por uma 

membrana, ao longo do corpo parasitário (CL) (figura 6B), microtúbulos 

subpeliculares (MS) formando a estrutura do corpo do protozoário (figura 6D), 

mitocôndria (M) única, ramificada distendida pelo corpo do parasito (figura 6D), 

perfil do retículo endoplasmático (RE) bem distribuído ao longo do corpo celular 

(figura 6 E e F).  
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Figura 5: Micrografia eletrônica de transmissão das ultraestruturas de T. 
caninum, em cocultivo com a linhagem celular DH82. A: Corpo do parasito e 
detalhe do  cinetoplasto (C); B: evidências de corpúsculo lipídico (CL), núcleo (N); C: 
detalhe de microtúbulos subpeliculares (MS); D:  Mitocôndria (M) ao longo do corpo 
do parasito, detalhe da  bolsa flagelar(BF) e flagelo (F); 
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Figura 6: Micrografia eletrônica de transmissão das ultraestruturas de T. 
caninum em meio axênico com predomínios de formas epimastigotas 
aflagelares. A: parasitos aflagelares; B: detalhe do cinetoplasto(C), corpúsculo lipídico 
(CL), núcleo (N); C: perfil da bolsa flagelar (BF); D: parasito com cinetoplasto ao lado 
do núcleo, mitocôndria (M)e microtúbulos subpeliculares (MS); E: detalhe do núcleo 
(N), bolsa flagelar (BF) contendo o flagelo (F), perfil do retículo endoplasmático (RE); 
F: detalhe do perfil do retículo endoplasmático (RE) distribuído ao longo do corpo do 

parasito. 
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4.4 Estudo da interação T. caninum - célula 

Foi realizada o estudo da interação de T. caninum com duas células 

macrofágicas, (1) linhagem celular canina DH82 e (2) células primárias de 

camundongos. Nossos resultados demonstram a interação de T. caninum com 

ambas células e infecção desde o estágio inicial da cinética.  

Durante a transcrição dos resultados na tentativa de deixar mais claro o 

entendimento foi adotado o termo adesão para parasito na forma epimastigota 

aflagelar quando em contato com a célula, refletindo a entrada do parasito na 

célula. Já quanto à forma amastigota, foi determinada a utilização do termo 

interação, visto que a amastigota poderia estar entrando na célula ou saindo. 

 

4.4.1 Interação T. caninum – linhagem celular DH82 (TC-DH82) 

Ao longo de toda a cinética foi possível observar interação entre T. 

caninum e a linhagem celular DH82, tanto na condição com meio de cultura 

suplementado com BSA quanto com SFB. Desde o início da cinética foi possível 

identificar T. caninum interagindo e infectando a célula, na forma epimastigota 

aflagelar e se diferenciando para a forma amastigota. Detalhes observados 

foram descritos de acordo com o tempo de interação e demonstradas por três 

técnicas de microscopia: microscopia de campo claro (MCC), microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) e microscopia eletrônica de transmissão (MET). 

 

15 minutos de interação (TC-DH82) 

Nesse tempo de interação, com meio suplementado com SFB, foi 

visualizada a adesão de parasitos epimastigotas aflagelares com a célula pela 

porção anterior do parasito, formas epimastigotas aflagelares livres (Fig.7A e C) 

e divisão parasitária (Fig.7B) pela técnica de MCC. Também foram observadas, 

interiorização de epimastigota aflagelar (Fig. 7D), amastigotas interagindo com 

os prolongamentos da célula (Fig. 7E e F). Pela técnica de MEV, como descrito 

em MCC, foi notada adesão de epimastigota aflagelar na linhagem celular DH82 

por todo o corpo, pela porção anterior ou posterior, não apresentando um único 

padrão (Fig. 9 A- C), (Fig.9 A e D). 

Na condição com meio suplementado com BSA foram observadas poucas 

células dispostas ao longo das lamínulas, quando comparadas com SFB. Foi 

possível notar parasitos na forma epimastigota aflagelar aderidos (Fig. 8 A e B) 
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e amastigotas internalizadas (Fig.8 D). Pela técnica de MEV, foi visualizado a 

adesão de epimastigotas aflagelares (Fig.10 A-C) e a presença de amastigota 

em interação com os prolongamentos celulares (Fig.10D). Nota-se a presença 

de muitos vacúolos na célula em ambas as condições, tanto com meio 

suplementado com SFB, quanto com BSA (Fig.7A, E e F e Fig. 8C). 

Figura 7: Interação entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 15 minutos na 
condição com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x. A: parasito livre e adesão de epimastigota aflagelar (EA) pela porção anterior do  
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corpo parasitário (setas); B: divisão de EA (seta); C: em destaque, adesão de parasitos pela 
porção anterior e por todo o corpo do parasito em prolongamentos da célula (seta); D: 
interiorização de EA(seta); E e F: amastigota interagindo com a célula (seta); 

 

 

  

Figura 8 : Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 15 
minutos na condição com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por 
Giemsa, aumento 1000x. A e B: epimastigotas aflagelar aderidas a célula (seta); C: 
célula com inúmeros vacúolos (seta); D: amastigotas interiorizadas (setas); 
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Figura 9: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 15 
minutos na condição com meio suplementado com SFB por MEV. A: adesão de T. 
caninum e parasito em divisão (setas); B, C: adesão de epimastigota aflagelar (EA) 
(seta); D: parasito em divisão e em mudança de forma (setas); 
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30 minutos de interação (TC-DH82) 

Com 30 minutos a interação realizada com meio suplementado com SFB, 

por MCC, foi possível observar a presença de amastigotas internalizadas (Fig.11 

A-D) e amastigotas livres. As células apresentavam-se vacuolizadas (Fig.11 D). 

Por MEV, foi possível observar a adesão da forma epimastigota aflagelar por 

todo o corpo e pela porção anterior com a célula (Fig.13 A e B). Foi notado um 

detalhe da interação parasito-célula, cujas micrografias demonstram a projeção 

da célula em direção ao parasito (Fig. 13 C e D).   

Em relação a condição com BSA, foi observada as mesmas 

características descritas na interação com SFB, tanto por MCC quanto por MEV 

como demonstram a Fig. 12. Por MEV, destaca-se nas imagens a interação entre 

amastigota e célula (Fig.14 A e B) e aglomerados de amastigotas semelhantes 

a ninhos de parasitos (Fig. 14 C e D). 

Figura 10: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 15 
minutos na condição com meio suplementado com BSA por MEV. A e C: adesão 
pela porção anterior do parasito (setas); B: adesão por todo o corpo do parasito (seta); 
D: amastigota em interação com os prolongamentos da célula (*); 
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Figura 11 : Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 30 
minutos na condição com meio suplementado SFB por MCC. Coloração por 
Giemsa, aumento 1000x. Amastigotas interiorizadas (setas); 
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Figura 12: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 30 
minutos na condição com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 1000x. 
Amastigotas interiorizadas (*), em interação com a célula (seta) e livres (seta dupla); 
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Figura 13: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 30 
minutos na condição com meio suplementado com SFB por MEV. A: parasitos em 
mudança de formas e interagindo com a célula; B: adesão do parasito pela porção 
anterior do seu corpo; C e D: Detalhe do prolongamento da célula em contato com o 
parasito (seta); 
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45 minutos de interação – (TC-DH82) 

No tempo de 45 minutos, na condição com meio suplementado com SFB, 

foi observado por MCC formas epimastigota aflagelar livres, próximo à célula e 

também intensa adesão dessas formas às células (Fig.15 A), parasitos em 

divisão (Fig.15B e D), amastigotas internalizadas e em interação com a célula 

(Fig.15 C). Por MEV, foi possível observar um parasito da mudança da forma 

amastigota para epimastigota aflagelar (Fig.17A) e adesão da forma 

epimastigota aflagelar à célula (Fig. 17 B). 

Com relação à interação na condição com meio suplementado com BSA, 

também observou - se interação entre amastigota e célula (Fig.16 A – C), 

amastigotas interiorizadas, e amastigotas livres (Fig.16 D, E e F). Também foi 

observado parasito em mudança da forma amastigota para epimastigota 

aflagelar (Fig.16 D e E), amastigota em interação com a célula em diferentes 

Figura 14:  Interação T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 30 minutos 
na condição com meio suplementado com BSA por MEV entre. A: amastigota em 
interação com a célula (seta); B: aglomerado de amastigotas na célula; C e D: detalhe 
dos aglomerados de amastigotas; 
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conformações, arredondada ou ovóide (Fig. 16 A-C e E). É possível notar células 

vacuolizadas durante essa interação (Fig. 16B e C).  Por MEV, foi observado 

mudança d amastigota para epimastigota aflagelar (Fig.18 A) e amastigotas em 

interação com a célula em diferentes conformações (Fig. 18 B-D). 

Por esse tempo ter apresentado um número menor de parasitos livres e a 

presença de amastigotas como observado por MCC e MEV, ele foi o primeiro 

tempo escolhido para ser analisado pela técnica de MET. Nas micrografias de 

microscopia eletrônica de transmissão, pode ser observada a interação de 

amastigota com a linhagem celular DH82 (Fig. 19A), detalhe dos 

prolongamentos projetados da célula e aderidos  membrana da forma amastigota 

do parasito (Fig. 19 B). Amastigotas livres também foram visualizadas (Fig. 19 C 

e D). Para esse tempo as imagens apresentadas são para a condição com meio 

suplementado com SFB. 

Figura 15: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 45 
minutos em condição com meio suplementado SFB por MCC. Coloração por 
Giemsa, aumento 1000x.  A: epimastigota aflagelar (EA) aderidos à célula (*), 
amastigota interiorizada e livre (seta); B: adesão de EA (*) e divisão parasitária (seta); 
C: interação entre amastigotas e a célula (seta); D: parasito em divisão (seta); 
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Figura 16: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 45 
minutos na condição com meio suplementado BSA por MCC. Coloração por 
Giemsa, aumento 1000x.  A: interiorização (*) e interação com a forma amastigota 
(seta); B e C: interação entre amastigota com a célula; D: epimastigota aflagelar aderido 
(seta) e parasito sugestivo de mudança de forma (*) e EA livre (seta dupla); E: 
amastigota interiorizada (*) e em interação com célula e amastigota ovóide sugestivo de 
mudança de forma; F: amastigotas livres; 
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Figura 17: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 45 
minutos na condição com meio suplementado com SFB por MEV. A: amastigota 
em mudança para a forma epimastigota aflagelar (EA); B: adesão entre a forma EA com 
a célula; 
 

Figura 18: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 45 
minutos na condição com meio suplementado com BSA, por MEV. A: parasito na 
forma amastigota em mudança para a forma epimastigota; B: amastigota na forma 
ovoide (*); C: amastigota em contato com célula rompida; D: detalhe da amastigota (*);  
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2 Horas de interação – (TC-DH82) 

Em duas horas de interação entre T. caninum e a linhagem celular DH82 

com meio suplementado com SFB foi observada novamente e agora de maneira 

mais intensa a ocorrência das formas epimastigotas aflagelares, por MCC (Fig. 

20 A e D). Também foi possível observar detalhes da adesão do parasito tanto 

pela porção posterior como pela anterior do seu corpo à célula (Fig. 20 A, B e 

D), assim também como a presença de amastigotas. Por MEV, observou-se 

parasito em mudança de forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 21 

A) e adesão da forma epimastigota aflagelar à célula (Fig. 21 B). 

Na condição utilizando meio suplementado com BSA, foi possível 

observar a presença de amastigotas internalizadas nas células (Fig. 22 A, E e 

F), adesão de epimastigota aflagelar (Fig. 22 B e D) e interiorização (Fig. 22A). 

Figura 19: Interação entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 45 
minutos por MET. A: interação de amastigota com a célula; B: detalhe da interação 
entre amastigota (*) e célula (#); C e D: amastigotas livres;  
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Foram notadas células vacuolizadas (Fig. 22 A, B e E). Foi observada interação 

de muitas amastigotas numa mesma célula (Fig. 22 E e F), essas células se 

apresentavam alongadas e bastantes vacuolizadas na maioria das vezes. Por 

MEV, as micrografias demonstram a adesão do parasito à célula (Fig. 23 A), 

mudança da forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig 23 B e C) e da 

interação entre amastigota e célula (Fig 23 D). 

  

 

 

 

 

 

Figura 20: Interação entre T. caninum e a linhagem DH82 no tempo de 2 horas na 
condição com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, 
aumento 1000x.   A, B e D: Epimastigota aflagelar (EA) aderidos (*) e livres (seta), C: 
Forma EA aderida (*) à célula com todo o corpo; 
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Figura 21: Interação entre T. caninum com a linhagem DH82 no tempo de 2 horas 
na condição com meio suplementado com BSA, por MCC. Coloração por Giemsa, 
aumento 1000x.  A: amastigota (*) e epimastigota aflagelar (EA) (seta) interiorizado; B 
e D: adesão de EA à célula (setas); C: adesão de EA à célula e amastigota 
interiorizadas; E e G: amastigotas interiorizadas e em interação com a célula; F: EA livre 
e amastigota interiorizada; G: interação entre amastigotas e célula; 
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Figura 22: Interação entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 2 
horas na condição com meio suplementado com SFB por MEV. A: interação de 
amastigota na forma ovoide (*); B: adesão do parasito na célula; 

 

Figura 23: Interação no tempo de 2 horas na condição com BSA pela técnica de 
MEV. A: adesão do parasito; B: mudança de forma do parasito da forma amastigota 
para epimastigota aflagelar; C: célula com amastigota interagindo com a membrana da 
célula; D: detalhe da amastigota em contato com a célula; 
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6 horas de interação – (TC-DH82) 

Nessa etapa da interação, na condição com meio suplementado com SFB 

foram observadas amastigotas interiorizadas e em interação com a célula (fig. 

24 A e D). Foi observada pela micrografia, imagem sugestiva de divisão de 

amastigota dentro do vacúolo parasitóforo como representado na figura 24C. Foi 

possível observar por esse tempo também a adesão da forma epimastigota 

aflagelar com a célula (Fig. 24 B). Pela técnica de MEV, as micrografias 

demonstram adesão de da forma epimastigota aflagelar à célula (Fig. 26 A) e 

parasito em mudança da forma evolutiva de amastigota para epimastigota 

aflagelar (Fig. 26 B). Por MET, as micrografias eletrônicas demonstram 

amastigota íntegra no interior de vacúolo parasitóforo(Fig. 28 B) e também 

decomposição de amastigotas dentro da célula (Fig. 28 A), amastigotas 

interagindo com as células (Fig. 28 C e D). 

Na condição com meio suplementado com BSA, foi notado que havia 

muitas epimastigotas aflagelares aderidas e próxima as células (Fig. 25 A-D), 

amastigotas interiorizadas em células íntegras e em células vacuolizadas e com 

citoplasma fragmentado (Fig. 25 A, C e D). Foi identificada a interação entre as 

células pelos prolongamentos celulares (Fig. 25 B). Por MEV, foi possível 

observar adesão da forma epimastigota aflagelar (Fig 27 A e B), aglomerados de 

amastigotas interagindo com a célula (Fig 27 C), detalhe da interação da célula 

com amastigota, com projeções da célula em contato com a amastigota (Fig. 27 

D).  Por MET foi observado amastigotas livres (Fig. 29 A - C) e interiorizadas 

(Fig. 29 D).  

Este foi o segundo tempo escolhido para análise por MET devido elevada 

presença da forma amastigota de T. caninum. 
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Figura 24: Interação entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 6 horas na 
condição com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 1000x.  A: 
amastigota interiorizada; B: adesão de epimastigota aflagelar (EA); C: divisão de 
amastigota no interior do vacúolo parasitóforo; D: adesão de EA (seta) e interação (#), 
interiorização de amastigotas (*) e amastigotas livres (seta dupla); 
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Figura 26: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82, no tempo de 6 
horas na condição com meio suplementado BSA por MCC. Coloração por Giemsa, 
aumento 1000x.   A: epimastigota aflagelar (EA) livre (seta) e amastigota interiorizada 
(*); B: adesão de EA; C: interiorização de amastigotas em vacúolos (*) e adesão de EA 
(seta) D: parasitos livres (seta) e interiorizados (*); 

 

Figura 25: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 6 
horas na condição com meio suplementado com SFB por MEV. A: parasito na forma 
aflagelar aderido pela parte anterior na célula (seta); B: parasito da forma amastigota 
em mudança para a forma epimastigota; 
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Figura 27: Interação entre T. caninum e linhagem celular DH82 no tempo de 6 horas 
na condição com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesão do parasito 
na forma epimastigota aflagelar (seta); C: aglomerados de amastigota; D: detalhe da 
amastigota em interação com a célula; 
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Figura 28: Interação entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 6 horas na 
condição com meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota em decomposição 
(*); B: amastigota interiorizada (*); C: interação entre amastigota (*) e células (#); D: detalhe 
da interação entre amastigota (*) e duas células (#); 
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Figura 29: Interação entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 6 horas na 
condição com meio suplementado com BSA por MET. A, B e C: amastigotas livres; 

D: amastigota (*) interiorizada na célula (#); 
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24 horas de interação – (TC-DH82) 

Nesse tempo pela técnica de MCC, na condição com meio suplementado 

com SFB, foram observadas muitas células dispostas ao longo da lamínula e 

células vacuolizadas com amastigotas interiorizadas (Fig. 30 A, B, C e E), 

interação entre a forma amastigota com a DH82 (Fig. 30 D). Por MEV, foram 

capturadas imagens demonstrando a adesão entre a forma epimastigota 

aflagelar e a célula (Fig. 32 A) e amastigotas livres próximas as células (Fig. 32 

B, C e D). A técnica de MET permitiu mostrar parasitos livres, próximo a célula 

(Fig. 34 A, C e D) e células com bastantes vacúolos (Fig. 34 B). 

Na condição com meio suplementado com BSA foram observados os 

mesmos eventos do que visto com SFB, interação com a forma amastigota e a 

célula (Fig. 31 A, C, D e F) e amastigotas livres (Fig. 31 D e F). Foi percebida 

maior presença de formas amastigotas do que epimastigotas aflagelares. Por 

MEV, foi observada a adesão de epimastigota aflagelar à célula (Fig. 33 A e E), 

parasitos em mudanças de forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 

33 B-E) e aglomerados de amastigotas em interação com a célula 

aparentemente destruída, com ruptura (Fig. 33 F-H).  A técnica de MET permitiu 

observado parasitos livres (Fig. 35 A), amastigotas endocitadas, com detalhe do 

flagelo (Fig. 35 B e C), célula com vacúolos abundantes (Fig.35 D), como na 

condição com SFB. Notou-se amastigota endocitada e em sua proximidade 

vários vacúolos (Fig. 35 E), em detalhe amastigota interiorizada (Fig. 35 F). 
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Figura 30: Interação entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24 
horas na condição com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por 
Giemsa, aumento 1000x. A: amastigota interiorizada (seta); B: Divisão de amastigota 
no interior do vacúolo parasitóforo (seta); C e E: várias amastigotas interiorizadas 
(setas); D: interação de amastigota com a célula (seta); F: divisão do parasito fora da 
célula (seta); 
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Figura 31: Interação entre T. caninum e a linhagem celular DH82, no tempo de 24 
horas na condição com meio suplementado com BSA por de MCC. Coloração por 
Giemsa, aumento 1000x.  A:  várias amastigotas interagindo com a célula (seta) e 
amastigota interiorizada (*); B: amastigotas interiorizadas; C: interiorização (*) e 
interação (seta)de amastigotas; D-F: interação de amastigotas; 
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Figura 32: Interação entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24 
horas na condição com meio suplementado SFB por MEV. A: adesão do parasito 
na forma epimastigota aflagelar (seta); B: forma amastigota ao lado da célula (*); C e D: 
amastigotas livres (seta) e (*); 
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Figura 33: Interação entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24 
horas na condição com meio suplementado com BSA por MEV. A: adesão do 
parasito na forma epimastigota aflagelar (EA); B e C: parasitos em mudança das formas 
amastigotas para EA (seta); D: detalhe do parasito mudando a forma amastigota para 
EA; E: adesão de EA; F, G e H: aglomerados de amastigotas; 
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Figura 34: Interação entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24 horas 
na condição com meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota livre; B: célula 
em degeneração com muitos vacúolos; C: parasito livre (*) ao lado da célula (#); D: detalhe 
do parasito livre próximo a célula; 
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Figura 35: Interação entre T. caninum e a linhagem celular DH82 no tempo de 24 
horas na condição com meio suplementado com BSA por MET. A: parasitos livres; 
B: amastigota interiorizada evidenciando o cinetoplasto (C) e o flagelo(FL); C: detalhe 
da amastigota interiorizada, cinetoplasto (C), flagelo (FL) e mitocôndria (M); D: célula, 
com inúmeros vacúolos vazios em degeneração; E: célula com vários vacúolos e com 
amastigota interiorizada; F: detalhe da amastigota interiorizada; 
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48 horas de interação – (TC-DH82) 

No último tempo de interação, por MCC, na condição com meio 

suplementado com SFB foram observadas muitas células distribuídas pela 

lamínula com parasitos livres situados entre as células e nas bordas das 

lamínulas.  Foram visualizadas numerosas células com parasitos na forma 

amastigota interiorizados e em interação com a célula com bastante frequência 

(Fig. 36 A-D), aglomerados de amastigotas aparentemente se dispersando das 

células (Fig. 36 E e F). A técnica de MEV demonstrou através de micrografias, 

parasito em mudança de forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 38 

A e C), amastigotas interagindo com a célula em diferentes conformações, 

indicando mudança de forma (Fig.38 B e D). 

Com meio suplementado com BSA, foram observadas características 

semelhantes em relação a interação com SFB: células com amastigotas 

interiorizadas (Fig. 37 B e C), interação com amastigota e parasitos livres nas 

formas amastigotas, e transição da forma amastigota para aflagelar. (Fig. 37 A, 

D e F). No entanto não havia tantas células distribuídas pelas lamínulas como 

na condição com SFB.  Por MEV, foi visualizado interação entre a forma de 

amastigota T. caninum e a célula (Fig. 39 A e B), adesão de epimastigota 

aflagelar com a célula (Fig. 39 C e F), detalhe da amastigota com conformação 

atípica, indicando possível mudança de forma iminente (Fig. 39 E e G), além da 

formação de aglomerados de amastigotas (Fig. 39 H). 
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Figura 36: Interação entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 48 horas na 
condição com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, 
aumento 1000x.   A e C:  amastigotas interiorizadas (seta) e livre (seta dupla); B e D: 
amastigotas em interação (*) e livres (seta dupla); E e F: aglomerados de amastigotas 
próximo à célula (seta) e amastigotas em interação com fragmentos da célula (*); 
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Figura 37: Interação entre T. caninum e linhagem DH82, no tempo de 48 horas na 
condição com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, 
aumento 1000x.  A: amastigota (seta) e epimastigota aflagelar (EA) (seta dupla) livres; 
B e C: interação (seta) e interiorização de amastigotas (*); D: interação (seta) e 
interiorização de amastigota com a célula (*) e EA (seta dupla) próximo a célula; E: 
detalhe da interação entre amastigota e célula; F: amastigotas em interação com a 
célula (*), em mudança da forma amastigota para EA(#) e formas EA livres e em divisão 
(seta); 
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Figura 38: Interação entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 48 horas na 
condição com meio suplementado com SFB por MEV. A: amastigota interagindo 
com a célula e parasito em mudança de forma (setas); B: interação entre amastigota e 
célula; C: parasito em mudança de forma evolutiva (seta); D: detalhe de aglomerados 
de amastigotas; 
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Figura 39: Interação entre T. caninum e linhagem DH82 no tempo de 48 horas na 
condição com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: interação de amastigota 
com a célula: C: parasito aderido; D e E: detalhe da amastigota; F: amastigota e 
epimastigota aflagelar (seta) em interação com a célula; G e H: detalhe do aglomerado de 
amastigota; 
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4.4.2 Análise das taxas de infecção e adesão da linhagem DH82 e TC 

Os resultados da taxa de adesão de T. caninum a linhagem DH82, que é 

o percentual de células que continham parasitos aderidos e taxa de infecção, 

que é o percentual de células em que havia parasitos interiorizados, estão 

representados nos gráficos 5 e 6 respectivamente. As taxas foram calculadas a 

partir de contagem aleatória de 200 células em duas lamínulas, contabilizando 

um total de 400 células por cada tempo de cada experimento.  

 

 

 

 

4.4.3 T. caninum - Mɸ (TC- Mɸ) 

Foi realizada também a interação entre T. caninum e macrófagos 

peritoneais de camundongos (Mɸ). Em todos os 7 tempos da cinética ocorreu 

adesão da forma epimastigota aflagelar e presença da forma amastigota no 

interior das células ou em contato com a célula ou livres ao redor delas. Detalhes 

de adesão, interação e interiorização dos parasitos nas células foram descritos 

em cada tempo estabelecido nesse estudo pelas técnicas de microscopia MCC, 

MEV e MET.  

Gráfico 5 : Taxa de adesão de T. caninum em interação com a linhagem DH82. A: 
condição com SFB; B: condição com BSA; 

Gráfico 6 : Taxa de infecção de T. caninum em interação com a linhagem DH82. A: 
condição com SFB; B: condição com BSA; 
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15 minutos de interação (TC- Mɸ) 

Por MCC na interação T. caninum - Mɸ com meio suplementado com SFB, 

as células apresentaram-se volumosas.  Foi observado nesse tempo de 

interação, a adesão da forma epimastigota aflagelar com a célula (Fig. 40 B), 

presença de amastigota interiorizada em vacúolos estreitos e amastigotas livres 

(Fig. 40 A). Foi possível observar também, interação entre amastigota e Mɸ a 

partir de prolongamentos da célula (Fig. 40 C). Na figura 40 D, sugere-se que o 

parasito esteja aderido à célula e em mudança da forma amastigota para 

epimastigota aflagelar. Por MEV, na condição com SFB as micrografias 

mostraram que a adesão de epimastigota aflagelar no Mɸ ocorre pela parte 

posterior do parasito, pela parte anterior ou por todo o corpo celular do parasito 

aderido à célula, não denotando um único padrão de adesão (Fig. 42 A - C). Foi 

possível observar também por MEV, adesão de epimastigota aflagelar sem a 

projeção da célula sugerindo uma adesão de forma ativa por parte do parasito 

(Fig. 42 D). 

Na condição com meio suplementado com BSA foram visualizadas 

células pouco espraiadas, e os mesmos eventos descritos para SFB. Foi 

observada a adesão de epimastigota aflagelar (fig. 41A e B), células interagindo 

com amastigota (Fig. 41 C e D) e amastigota interiorizada (Fig. 41 D) e livres 

(Fig. 41 A e C). Por MEV, foram observadas as mesmas descrições citadas na 

condição com meio suplementado com SFB (Fig. 43 A-C) e parasito na forma 

amastigota em processo de mudança de forma para epimastigota aflagelar (Fig. 

43 D). 
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Figura 40:  Interação entre T. caninum e macrófago peritoneal (Mɸ), no tempo de 15 
minutos em condição com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por 
Giemsa, aumento 1000x. A: amastigotas em interação com a célula (seta dupla) e 
interiorizadas na célula (seta); B: adesão de epimastigota aflagelar (EA) (*) e amastigota 
livre (seta); C: interação de amastigotas com a célula; D: interação de amastigota com a 
célula (seta dupla) e parasito sugerindo mudança de forma de amastigota para EA (seta); 
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Figura 41: Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 15 minutos em condição 
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x. A: EA aderido à célula (seta dupla) e amastigotas livres (seta); B: adesão de EA 
na célula pelo corpo, porção anterior e posterior do parasito (seta dupla); C: interação 
de amastigota com a célula e livre; D: amastigotas em interação com a célula (seta) e 
interiorizada (*), parasito sugestivo de mudança de forma (seta dupla); 
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Figura 42: Interação entre T. caninum e MØ no tempo de 15 minutos em condição 
com meio suplementado com SFB por MEV. A – C: adesão do parasito na forma EA; 
D: detalhe da adesão da forma EA sem projeção celular, sugerindo que o parasito faz 
adesão de forma ativa; 
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30 minutos de interação (TC- Mɸ) 

 Com 30 minutos de interação, na condição com meio suplementado com 

SFB, por MCC foram observados parasitos livres e células com citoplasma 

fragmentados (Fig. 44 C). As células que não continham parasito estavam 

espraiadas e volumosas. Foi observada mais de uma amastigota no mesmo 

vacúolo parasitóforo (Fig. 44 A), e também uma amastigota em vacúolo apertado 

(Fig. 44 B). Também foi observada a interação entre amastigotas e entre a célula, 

com a formação de aglomerados de amastigotas (Fig. 44 C e D).  Pela técnica 

de MEV, foi observada intensa adesão entre T. caninum na forma epimastigota 

aflagelar e Mɸ por diferentes partes do parasito (Fig. 46 A - D). 

Na interação entre T. caninum e Mɸ em meio suplementado com BSA, 

foram observadas amastigotas interiorizadas (Fig 45A, D e E), interação com 

amastigotas (Fig. 45 B, D e E), amastigotas livres e em mudança de forma para 

Figura 43: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 15 minutos em condição 
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesão da forma EA no Mɸ; C: 
adesão do parasito; D: adesão do parasito na célula (seta) e amastigota em processo 
de mudança de forma (*); 
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epimastigota aflagelar (Fig. 45 D), ocorrendo em células mais alongadas ou 

arredondadas (Fig. 45 A-D). Por MEV, foi observada intensa adesão de 

epimastigota aflagelar com a célula (Fig. 47 A - C) e interação de amastigota 

arredondadas ou ovoides com a célula (Fig. 47 B - D).  

  

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 44:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 30 minutos na condição 
em condição com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, 
aumento 1000x.  A: amastigotas interiorizadas na célula; B: amastigota internalizada 
(*) e fora da célula e parasitos em processo de mudança de forma; C: interação de 
amastigota com a célula (#) amastigotas internalizadas e em volta da célula amastigotas 
sugerindo processo de evasão da célula (seta); D: célula alongada com interação de 
amastigotas (#) e aglomerados de amastigotas (seta); 
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Figura 45 : Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 30 minutos em condição 
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x.  A: interiorização de amastigota; B: interação de amastigota com a célula; C: 
adesão de EA (seta), interiorização de amastigota (*) e amastigotas livres (seta dupla); 
D: amastigotas internalizadas (*), em aglomeração próximo à célula (seta) e em 
mudança de forma (seta dupla); E e F: adesão de EA, interação de amastigotas com a 
célula (seta) e amastigotas livres  e em mudança de forma (seta dupla);  

 



76 
 

 

Figura 46: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 30 minutos em condição com 
meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesão do parasito na forma epimastigota 
aflagelar; C: adesão da forma EA e interação com amastigotas (seta); D: detalhe de 
amastigotas; 

 

Figura 47: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 30 minutos em 
condição com meio suplementado com SFB por MEV. Adesão entre macrófago e 
forma epimastigota aflagelar por diferentes partes do corpo; 
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45 minutos de interação (TC- Mɸ) 

A análise com 45 minutos de interação por MCC, na condição com meio 

suplementado com SFB, demonstraram amastigotas livres em interação com 

células Mɸ (Fig. 48 A), células vacuolizadas e infectadas com amastigotas 

interiorizadas Fig. 48 B), e parasitos livres em mudança da forma amastigota 

para epimastigota aflagelar. Foi possível observar também amastigotas com 

conformação mais alongada semelhante à forma epimastigota aflagelar livres 

(Fig. 48 C) e interagindo com a célula (Fig. 48 D). Por MEV, foi visualizada a 

adesão de epimastigota aflagelar à célula (Fig. 50 A), a interação entre 

amastigotas e Mɸ (Fig. 50 B), a mudança de forma amastigota para epimastigota 

aflagelar (Fig. 50 C). Foi possível observar nas células a presença de depressões 

arredondadas em formato arredondado que sugere possível saída da amastigota 

por essa região, (Fig. 50 C), além de protuberância arredondada sob a célula 

que sugere que seja a forma amastigota no interior da célula (Fig. 50 D). Pela 

técnica de MET, foi possível observar o parasito interiorizado (Fig. 52 A e B), 

amastigotas interiorizadas que aparentam estar com organelas em processo de 

destruição (Fig. 52 C), adesão de epimastigota aflagelar à célula (Fig. 52 D), 

interação de amastigota com o Mɸ (Fig. 52 E e F, G e H), (Fig. 52 G e H). Foi 

possível observar o detalhe da interação, no qual o Mɸ projeta um 

prolongamento celular sobre o parasito e também detalhe da interação de 

amastigota com a célula (Fig. 52 I- L). 

Na interação utilizando meio suplementado com BSA, foi possível 

observar aglomerados de amastigotas e a interação entre amastigotas e célula 

(Fig. 49 A). Foi possível observar também eventos diferentes ocorrendo numa 

mesma célula: (i) adesão de epimastigotas aflagelares já quase que interiorizado 

na célula, (ii) amastigota interiorizada e (iii) amastigota em mudança para a forma 

epimastigota aflagelar e inúmeras amastigotas livres (Fig. 49 C e D). Por MEV, 

assim como na condição com meio suplementado com SFB, foi observada a 

adesão da forma epimastigota aflagelar à célula (Fig. 51 A e B), interação entre 

a amastigota e célula (Fig. 51 C) e célula aparentemente rompida e com 

protuberância sugestiva de amastigota (Fig. 51 D). Por MET, foram visualizadas, 

uma única célula com epimastigota aflagelar aderido à célula com duas 

amastigotas interiorizadas (Fig. 53 A). Foi possível observar detalhe da adesão 

de epimastigota em prolongamento projetado pela célula ancorando o parasito 
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no processo de endocitose (Fig. 53 B), a forma epimastigota aflagelar com a 

bolsa flagelar vazia aderida a célula (Fig. 53 C) e também parasito contendo 

inúmeros corpúsculos lipídicos, interiorizado na célula (Fig. 53 D).  

 

 

 

 

Figura 48:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 45 minutos em condição 
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x. A: interação entre Mɸ e amastigotas (*) e amastigotas livres em forma ovoide, 
com forma mais próxima da forma EA (seta); B: amastigotas interiorizadas em vacúolos 
apertados; C: célula vacuolizada com interação com amastigota (#) e amastigotas livres 
(seta); D: amastigotas interagindo com prolongamentos da célula;  
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Figura 49:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 45 minutos em condição 
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x.  A: interação entre amastigota e célula; B: célula vacuolizada com amastigota 
interiorizada (*) em interação com amastigota ovoide (seta) e parasito na forma EA 
aderido à célula (seta dupla); C: célula desconstruída, interagindo com amastigota; D: 
interação de amastigota com a célula (seta dupla) e aglomerados de amastigotas livres; 
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Figura 50: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 45 minutos em condição 
com meio suplementado com SFB por MEV. A: adesão de epimastigota aflagelar 
(EA) à célula; B: EA aderido na célula (seta dupla), amastigota em interação com a 
célula (seta) e depressão arredondada sugestiva da saída de amastigotas(*); C: parasito 
em mudança de forma e depressão arredondada sugestiva da saída de amastigota (*) 
D: célula livres (*)e interação com amastigota (seta); 
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Figura 51: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 45 minutos em condição 
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesão de EA na célula por todo 
o corpo; C: interação entre amastigota e célula (*); D: adesão entre EA pela parte 
posterior do corpo (seta) e interação com amastigota (*) com a célula; 
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Figura 52: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 45 minutos em condição 
com meio suplementado com SFB por MET. A: parasito interiorizado na célula; B: 
detalhe do parasito em vacúolo estreito (seta); C: Parasito endocitado na forma 
amastigota em estado de degeneração; D: adesão de epimastigota aflagelar (EA) com 
detalhe da endocitose com prolongamento citoplasmático; E: interação de amastigota; 
F: interação de dois parasitos durante processo de endocitose; G: interação de duas 
amastigotas com a célula; H: detalhe da amastigota em interação com a célula, 
evidenciando a estrutura da bolsa flagelar contendo flagelo; I: formação do 
prolongamento da célula em torno do parasito; J: detalhe da projeção realizada pela 
célula em torno do parasito no processo de endocitose; K: interação  de amastigota e 
endocitose; L: detalhe da interação da amastigota com Mɸ; 
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2 horas de interação (TC- Mɸ) 

Na análise da interação no tempo de 2 horas na condição com meio 

suplementado com SFB foi possível observar, por MCC, parasitos livres, células 

com a forma amastigota endocitada (Fig. 54 A), amastigotas interiorizadas em 

células com formas arredondadas ou alongadas (Fig. 54 B-D). Pela técnica de 

MEV, foi observada intensa adesão por todas as partes do corpo da forma 

epimastigota aflagelar à célula (Fig. 56 A-D), interação entre amastigotas e 

células. Foi possível observar também parasito em transição da forma 

amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 56 B e D).   

Figura 53: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 45 minutos em condição 
com o meio suplementado com BSA por MET. A: parasito aderido e dois endocitados 
na célula (*); B: adesão (detalhe); C: parasito aderido em destaque da seta pode-se 
visualizar a bolsa flagelar vazia; D: forma EA endocitada; 
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Já na condição com meio suplementado com BSA, além do perfil 

apresentado na condição com SFB, por MCC, foram observados Mɸs com 

citoplasma fragmentado contendo parasitos interiorizados (Fig. 55 A), interação 

e interiorização de amastigotas nas células (Fig. 55 B, D, E), amastigotas livres 

(Fig. 55 C) e mais de uma amastigota no mesmo vacúolo indicando a divisão do 

parasito (Fig. 55 E e F). Por MEV, foi possível observar eventos semelhantes da 

condição com meio suplementado com SFB, sendo possível observar de forma 

clara detalhes da adesão de epimastigota aflagelar (Fig. 57 A- F), nota-se adesão 

com intensa projeção de prolongamentos dos Mɸs em torno do parasito (Fig. 57 

D, F, H), e adesão sem a participação de prolongamentos (Fig. 57 G). Foi 

observada também mudança de forma amastigota para epimastigota aflagelar 

(Fig. 57 C) e parasito em forma de divisão (Fig. 57 C e F). 

Figura 54:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 2 horas em condição 
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x.  A: célula com citoplasma fragmentado com amastigota interiorizada (seta), 
forma epimastigota aflagelar (EA) aderida e livre (seta dupla) B: amastigota 
interiorizados em células arredondadas; C: Forma EA livre (seta dupla) e célula com 
bastante amastigotas interiorizadas (seta); D: Mɸ alongado com inúmeras amastigotas 
interiorizadas nas células; 
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Figura 55:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 2 horas em condição 
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x.  A: célula vacuolizada com amastigotas interiorizadas (*) e em interação com 
amastigotas (seta); B : célula com citoplasma fragmento com interação de amastigotas 
(*) e aglomerados de amastigota (seta); C: interação entre forma amastigota e célula  
(seta dupla) e amastigotas livres (seta); D: interiorização de amastigotas; E e F: célula 
desconstruída com interação de amastigota (seta), amastigotas interiorizadas (*) e mais 
de uma amastigota no mesmo vacúolo indicando divisão de amastigotas (#); 
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Figura 56: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 2 horas em condição com 
meio suplementado com SFB por MEV. A: adesão do parasito na célula; B: adesão 
de epimastigota aflagelar (EA) com a célula e transição de forma amastigota para EA; 
C: EA aderidas pelo corpo na célula; D: amastigota em interação com a célula e EA 
aderidas (setas); 
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Figura 57: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 2 horas em condição com 
meio suplementado com BSA por MEV. A e B: adesão de epimastigota aflagelar na 
célula; C: destaque da amastigota em interação com Mɸ e da divisão de EA; D-H: 
adesão em detalhes da forma EA com prolongamentos da célula; 
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6 horas de interação (TC- Mɸ) 

No tempo de interação de 6 horas, com meio suplementado com SFB foi 

observado por MCC, epimastigotas aflagelares livres (Fig. 58 B e F), formas 

amastigotas livres (Fig. 58 A) e amastigotas intracelulares e em interação com 

macrófago (Fig. 58 A e C). Foi possível observar também no interior de um 

mesmo vacúolo mais de uma amastigota, sugerindo a divisão de amastigotas 

em vacúolos parasitóforos (Fig. 58 B e D). Outro evento, foi a presença de 

células com citoplasma fragmentado contendo inúmeras amastigotas, 

provavelmente sendo liberadas da célula (Fig. 58 E e F). Por MEV, foi observada 

adesão da forma epimastigota aflagelar e interação da forma amastigota com a 

célula (Fig. 60 A e B), amastigotas aglomeradas ou livres (Fig. 60 C), os 

aglomerados de amastigotas apresentavam-se dispostos por cima da célula ou 

a rompendo (Fig. 60 E e F). Também foi observado mudança de forma 

amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 60 D). Pela técnica de MET, foi 

observada amastigota no interior da célula em processo de degeneração (Fig. 

62 A), adesão do parasito com detalhe do prolongamento da célula ancorando o 

parasito (Fig. 62 B, C e D) e também a presença de parasitos livres próximo a 

célula (Fig. 62 D). 

A condição utilizando meio suplementado com BSA, apresentou interação 

similar a condição com meio suplementado com SFB. Durante a interação foi 

possível observar muitas células rompidas. Foram visualizadas amastigotas 

interiorizadas em células integras e em células rompidas (Fig. 59 A, E e F), 

amastigotas interiorizadas em vacúolos estreitos e em vacúolos maiores (Fig. 59 

C e D) amastigotas interagindo com células com citoplasma fragmentado, 

amastigotas livres, aglomeradas com a célula e em mudança de forma para 

epimastigota aflagelar (Fig. 59 B, E e F).  Por MEV, foi possível observar 

prolongamentos do Mɸ sendo projetados e envolvendo os parasitos (Fig. 61 A-

D), interação de amastigota e  prolongamentos realizados pelos Mɸs (Fig. 61 H 

e I), parasitos em mudança da forma amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 

61 E) e amastigota em processo de liberação da célula (Fig. 61 F, G e J). Pela 

técnica de MET, foi demonstrada adesão da forma epimastigota aflagelar e 

interiorização de várias amastigotas na mesma célula (Fig. 63 A e C) ou por 

prolongamentos que sustentam os parasitos durante o processo de entrada na 

célula (Fig. 63 E e F), amastigotas livres e em interação com a célula (Fig. 63 B), 
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interiorização de amastigotas  com  possível divisão dessas formas em vacúolo 

parasitóforo (Fig. 63C) e dentro de uma mesma célula presença de amastigota 

interiorizada em processo de digestão (Fig. 63 D). 

Figura 58:  Interação entre T. caninum, no tempo de 6 horas em condição com 
meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 1000x. 
A: amastigota interiorizada (*), interagindo com a célula (seta) e livre(seta dupla); B: 
Formas EAs livres (seta), amastigotas no mesmo vacúolo sugerindo uma divisão de 
amastigotas dentro do vacúolo parasitóforo (#) e amastigota interiorizada (*); C: célula 
espraiadas com prolongamentos em interação com amastigotas (seta) e amastigota 
interiorizadas; D: amastigota livre e interagindo com a célula (seta), amastigotas 
interiorizadas em vacúolos individuais (*) ou compartilhados (#); E: célula 
desconstruída com citoplasma repletos de amastigotas se destacando do núcleo; F: 
Mɸ contendo amastigotas interiorizadas (*), célula desconstruída com citoplasma 
separando-se do núcleo com inúmeras amastigotas (seta) e EA livre (seta dupla); 
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Figura 59:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 6 horas em 
condição com meio suplementado com BSA pela técnica de MCC.  
Coloração por Giemsa, aumento 1000x. A:célula em interação com 
amastigota (seta dupla) e amastigota livre (seta); B: células com citoplasma 
fragmentado com interação de amastigota (seta dupla), mudança de forma (*) e 
amastigotas livres (seta); C e D: célula com várias amastigotas interiorizadas 
em vacúolos apertados (*) e amastigota em um vacúolo maior (#), mudança da 
forma de amastigota para EA (seta dupla) e amastigotas livres (seta); E e F: 
célula destruída com amastigotas livres e aglomeradas (seta) e interiorização de 
amastigota (*); 
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Figura 60: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 6 horas em condição 
com meio suplementado com SFB por MEV. A, B e C:  aglomerado de parasitos 
com adesão da forma (EA) e amastigotas ovoides; D: mudança de forma do parasito, 
de amastigota para EA; E e F: aglomerados de amastigota e EA; G-H: formas 
amastigotas em diferentes formatos, sugerindo mudança de forma evolutiva; 
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Figura 61: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 6 horas em condição 
com meio suplementado com BSA por MEV. A:  adesão de epimastigota 
aflagelar (EA) na célula; B: detalhes da adesão de EA; C e D: projeções celulares  
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da célula primária nos EAs; E: amastigota mudando de forma para EA; F: ruptura da 
célula com amastigota em destaque; G: detalhe da amastigota em interação com a 
célula rompida; H e I: interação de amastigota com suporte da projeção celular; J: em 
detalhe, protuberância do interior da célula sugerindo amastigotas por baixo da 
membrana do Mɸ; 
 

 

 
 

Figura 62: Interação entre Mɸ e T. caninum no tempo de 6 horas em condição com 
meio suplementado com SFB por MET. A: amastigota em degeneração(*); B: adesão 
do parasito de forma direta(*); C: adesão do parasito(*) com prolongamento da célula 
(#) ancorando o parasito; D: adesão e presença de parasitos livres (*); 
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Figura 63: Interação entre Mɸ e T. caninum no tempo de 6 horas em condição com 
meio suplementado com BSA por MET. A: parasito na forma epimastigota (EA) 
aderido à célula e endocitado dentro de vacúolo (*); B: amastigota livre (seta) e em 
interação com a célula (seta dupla); C: amastigota em divisão (*) e amastigota 
interiorizada (#); D: amastigota interiorizada (*), interação com amastigota e adesão de 
EA com a célula; E e F: detalhe da projeção da célula durante interação de amastigota 
e adesão de EA (seta); 
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24 horas de interação (TC- Mɸ) 

 Nessa etapa da cinética, na condição com meio suplementado com SFB 

foi observado, por MCC, diminuição na adesão da forma epimastigota aflagelar 

com a célula e de epimastigota aflagelar livres (Fig. 64 B e D). Foram 

visualizadas amastigotas livres ou em interação com os macrófagos (Fig. 64 A-

F, B), inúmeras amastigotas interiorizadas, algumas no mesmo vacúolo 

parasitóforo e amastigotas livres (Fig. 64 D e E). Foram observadas também 

células com citoplasma fragmentado e com liberação de amastigotas (Fig. 64 F). 

Por MEV na condição com SFB, foi possível observar divisão da forma 

epimastigota aflagelar (Fig. 66 A), interação entre amastigotas e célula (Fig. 66 

B e C) e detalhe da projeção da célula em contato com a amastigota (Fig. 66 D). 

Pela técnica de MET foi observada a presença de amastigotas internalizadas em 

uma mesma célula (Fig. 68 A e B) 

Na condição com meio suplementado com BSA foi observada menor 

multiplicação celular dos macrófagos nas lamínulas comparado na condição com 

SFB e também muito debri celular devido às células destruídas. Foram 

visualizadas amastigotas rompendo células (Fig. 65 A), epimastigotas 

aflagelares aderidas às células e ou livres (Fig. 65 A, C- F), interação e 

interiorização de amastigotas (Fig. 65 B - F) e parasito em divisão (Fig. 65 D e 

E). Por MEV, na condição com BSA foi observado adesão de epimastigota 

aflagelar em contato direto com a célula ou por projeções da célula (Fig. 67 A, B 

e F) e interação entre a forma amastigota e a célula (Fig. 67 C). Foi observado 

também uma possível mudança de forma evolutiva do parasito, da forma 

amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 67 E) e divisão da forma 

epimastigota aflagelar (Fig. 67 D). Pela técnica de MET, foi possível visualizar 

parasitos endocitados (Fig. 69 A e B), a adesão de epimastigota aflagelar com o 

Mɸ (Fig. 69 D) e também o parasito em sugestiva transição da forma evolutiva 

amastigota para epimastigota aflagelar interagindo com a célula (Fig. 69 C). 
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Figura 64:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 24 horas em condição 
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x. A: amastigotas interiorizadas; B: amastigotas e epimastigotas aflagelares (EA), 
livres (setas), célula com amastigotas interiorizadas (*); C: célula com vacúolos vazios 
e com vacúolo contendo amastigota; D: célula com duas amastigotas dentro do mesmo 
vacúolo parasitóforo (#), parasitos sugerindo mudança de forma amastigota para EA 
(seta) sugere a evasão de parasitos da célula; E: inúmeras amastigotas interiorizadas 
algumas no mesmo vacúolo parasitóforo (#) e amastigotas livres (setas); F: na célula  
amastigotas interiorizadas (*) e célula com núcleo descontinuado  e citoplasma 
fragmentado com evasão de amastigotas (seta); 



98 
 

 

 

Figura 65:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 24 horas em condição 
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x.  A: Forma epimastigota aflagelar (EA) livre (seta) e aderida à célula (seta dupla); 
B e C: interação entre amastigota e célula(seta dupla)  e mudança de forma de 
amastigota para EA (seta); D, E e F: adesão de EA (seta), interação de amastigotas 
com a célula (seta dupla) e interiorização de amastigota (*); 
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Figura 66: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 24 horas em condição 
com meio suplementado com SFB por MEV. A: divisão de parasito na forma 
epimastigota aflagelar (EA); B e C: amastigotas interagindo com a célula (seta); D: 
detalhe do prolongamento da célula projetada na amastigota (seta); 
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Figura 67: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 24 horas em condição 
com meio suplementado com BSA por MEV. A e B: Formas epimastigotas 
aflagelares (EA) aderidas às células; C: aglomerado de parasitos na forma EA e 
amastigotas; D e E: adesão de vários parasitos nas células; F: projeção celular em 
contato com o parasito; 
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Figura 68: Interação entre Mɸ e T. caninum no tempo de 24 horas em condição 
meio suplementado com SFB por MET. A: parasitos endocitados; B: detalhe de 

parasitos endocitados; 
 

Figura 69: Interação entre Mɸ e T. caninum no tempo de 24 horas em condição 
com meio suplementado com BSA por MET. A:  amastigotas endocitadas; B: detalhe 
dos parasitos interiorizados; C: detalhe parasito interagindo com a célula, sugestivo de 
transição de amastigota para EA; D: parasito aderido na célula; 
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48 horas de interação (TC- Mɸ) 

Na análise do tempo de 48 horas de interação, na condição com meio 

suplementado com SFB foi observada, por MCC, a presença de amastigotas em 

interação com a célula e interiorizadas em células em vários tipos de 

conformação diferentes (Fig. 70 A, B e C). Foi observado também, célula com 

citoplasma fragmentado com amastigotas em mudança de forma para 

epimastigota aflagelar (Fig. 70 D e F) bem, como a presença de células integras 

com amastigotas livres em sua proximidade (Fig. 70 E). Havia raras formas 

epimastigotas aflagelares livres na lamínula. Pela técnica de MEV foi observada 

forma epimastigota aflagelar em aglomerados e aderidos por diferentes partes 

do corpo diretamente nos Mɸs (Fig.  72 A) ou por prolongamento da célula (Fig. 

72 D e E).  Foi possível observar também amastigota interagindo com a célula 

(Fig. 72 H- J) e em mudança para a forma epimastigota aflagelar (Fig. 72 A, B, 

C, F e G).  

A interação com meio suplementado com BSA apresentou perfil bem 

semelhante à utilizando SFB, demonstrando intensa interação entre amastigota 

e célula (Fig. 71 A - C), formas amastigotas interiorizadas (Fig. 71 D), livres e 

aglomeradas (Fig. 71 E-F), raras formas epimastigotas aflagelares livres.   Por 

MEV, foi observada intensa adesão de epimastigota aflagelar à célula e interação 

entre amastigota e células (Fig. 73 A e E). Foi visualizada forma epimastigota 

aflagelar em divisão (Fig. 73 C e D) e também parasito em mudança de forma 

evolutiva amastigota para epimastigota aflagelar (Fig. 73 B). Foi possível 

observar também células apresentavam em sua membrana protuberâncias 

sugestivas de amastigotas interiorizadas (Fig. 73 F). 
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Figura 70:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 48 horas em condição 
com meio suplementado com SFB por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x. A: interação com a célula (seta) e interiorização de amastigotas (*) na célula; B: 
amastigotas interiorizadas em célula com citoplasma fragmentado; C: amastigotas livres 
(seta dupla), interiorizada (*) e em interação com a célula (setas); D: células em 
interação com amastigota (seta dupla) e amastigotas livres (seta); E e F: célula com 
citoplasma rompido com liberação de amastigotas;     
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Figura 71:  Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 48 horas em condição 
com meio suplementado com BSA por MCC. Coloração por Giemsa, aumento 
1000x. A: interação com a célula (seta) e interiorização (*) de amastigotas na célula; B: 
amastigotas interiorizadas em célula com citoplasma irregular; C e D: amastigotas livres 
e em interação com a célula; E: célula com citoplasma vacuolizado e amastigotas 
evadindo (seta); F: célula vacuolizada com liberação de amastigotas;   
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Figura 72: Interação entre T. caninum e Mɸ no tempo de 48 horas na 
condição com meio suplementado com SFB por MEV. A: aglomerado de  
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parasitos e forma epimastigota aflagelar (EA) em adesão com a célula; B: interação da 
célula com amastigota; C: EA aderido à célula; D: EA aderida à célula sob projeções do 
macrófago, amastigota interagindo com a célula sugerindo mudança de forma; E: EA 
recoberta por projeção da célula; F e G: amastigota em mudança de forma para EA; H: 
amastigota irregular sugerindo mudança de forma; I e J: detalhe da interação entre 
amastigotas;  
 

 

Figura 73: Interação entre T. caninum e Mɸ, no tempo de 48 horas em condição 
com meio suplementado com BSA por MEV. A: interação de amastigota; B: parasito 
em mudança de forma; C e D: parasito na forma amastigota interagindo com a célula, 
EA aderidos à célula e divisão de parasito; E: amastigota interagido com a célula; F: 
parasitos aderidos em célula com estruturas arredondadas; 
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4.4.5 Análise das taxas de infecção e adesão entre T. caninum e macrófago 

peritoneal 

As taxas de adesão (gráfico 7) de T. caninum ao macrófago peritoneal e 

a taxa de infecção (gráfico 8), foram calculadas a partir de contagem aleatória 

de 200 células em duas lamínulas, contabilizando um total de 400 células por 

cada tempo de cada experimento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 7 : Taxa de adesão de T. caninum em interação com Mɸ. A: condição com 
SFB; B: condição com BSA; 

Gráfico 8 : Taxa de infecção da interação entre T. caninum e Mɸ. A: interação 
realizada com meio de cultura suplementado com SFB; B: interação realizada com meio 
de cultura suplementado com BSA; 
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Esquema da interação entre T. caninum e células macrofágicas 

 

 

4.6 Análise estatística 

Foi realizado o teste estatístico Anova na comparação entre o 

experimento da interação de T. caninum com a linhagem celular DH82 e com 

macrófagos peritoneais, após a realização dos testes de normalidade, 

homogeneidade e autocorrelação nos quais as propostas foram aceitas.  Foi 

identificado que  não houve diferenças estatísticas significativas na quantidade 

Figura 74: Esquema da infecção de T. caninum em células macrofágicas. As formas 
epimastigotas aflagelares aderem à célula seja por prolongamentos realizados pelo 
macrófago, ou de forma ativa, conseguem entrar na célula e no meio intracelular ficam 
em vacúolos parasitóforos apertados. Dentro desses vacúolos ocorre a mudança da 
forma epimastigota aflagear para amastigota e essas amastigotas se multiplicam nesses 
vacúolos. Logo após, as amastigotas rompem a célula e no meio extracelular se 
diferenciam em epimastigotas aflagelares ou interagem com a célula novamente em um 
novo processo de infecção. Todo o processo ocorre em 15 minutos. Ao longo do tempo, 
o vacúolo se apresenta maior e várias amastigotas são visualizadas em seu interior (a 
partir do tempo de 6 horas). No tempo de 48 horas as células estão bastantes rompidas, 
no entanto, nas células íntegras ocorre uma maior adesão de epimastigota aflagelar 
dando início à um novo ciclo de infecção; 



109 
 

de parasitos aderidos as células quando comparados os dois tipos celulares  (p-

valor 0.498993), mas houve diferença significativa quando comparados os dois 

tipos de  suplementos do meio de cultura (BSA e SFB) (p-valor 0.006241) e em 

relação aos 7 tempos empregados em cada experimento(p-valor 0.000607). 

Também foi verificado que existe diferença significativa no número de 

células infectadas entre as células macrofágicas (p-valor 1.93e-14). Também 

quando comparados os dois tipos de suplementos de meio de cultura (p-valor 

0.0157) e em relação aos 7 tempos de cada de experimento (p-valor 1.82e-09). 

Também foi analisado se havia diferenças simultaneamente na 

quantidade de parasitos aderidos e células infectadas.  Na comparação entre as 

duas células, o teste Anova apontou diferença significativa (p-valor 0.000333), 

bem como nos dois tipos de suplementação do meio de cultura (p-valor 

0.001002) e nos tempos da cinética de cada experimento (p-valor 0.003888). 

Em relação aos dados referentes a quantidade de parasitos interiorizados 

nas células, houve diferença quando comparados os dois tipos celulares (p-valor 

1.98e-12) e entre os 7 tempos de cada experimento (p-valor 1.88e-06), mas não 

houve diferença quando comparados os dois tipos de suplementação (p-valor 

0.309). 

O Test-T apontou maior média na interação entre T. caninum e macrófago 

peritoneal do que na interação T. caninum - DH82 (tabela 3) independente do 

meio de cultura suplementado com SFB ou BSA. Quando comparado os dois 

tipos de suplementação, o meio suplementado com BSA apontou as melhores 

médias em comparação com o SFB quando utilizado nas duas células 

macrofágicas. De forma geral foi observada melhor combinação de médias na 

interação T. caninum - Mɸ quando utilizado a BSA como suplemento do meio de 

cultura. 

 

Tabela 3: Resultado do Test-T na comparação entre os tipos celulares e tipos de 
suplementação do meio de cultura. 

Tipo_sup Tipo_cel n mean sd 

BSA DH82 21 69,43 46,98 

BSA Macrófago 21 142,29 70,07 

SFB DH82 21 39,62 23,15 

SFB Macrófago 21 133,90 84,06 
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Quadro 2: Resumo das informações da interação entre T. caninum com a 
linhagem DH82 e com macrófago peritoneal murino nos tempos de 15, 30, 45 
minutos e 2 horas. 

 
 
 

 
Tempos 

 
TC- DH82 

 
TC-Mɸ 

 
     15 
minutos 

- Formas epimastigota aflagelar 
(EA) aderidas nas células por 
diferentes partes do corpo celular;  
- Amastigotas interiorizadas e em 
interação com os prolongamentos 
das células; 

- Formas epimastigota aflagelar (EA) 
aderidas nas células; 
- Amastigotas livres, interiorizadas em 
vacúolos estreitos e/ou interação com a 
célula;  
- Amastigota em processo de transição 
de forma para EA; 

 
      
    30 
minutos 

- Células vacuolizadas com adesão 
de EA;  
- Interação da célula com 
amastigota;  
- Aglomerados semelhantes a 
ninhos de amastigotas; 

- Parasitos livres;  
- Células com citoplasma fragmentado;  
- EA aderida a célula; 
- Aglomerados de amastigotas;  
- Interação entre amastigota e célula; 
- Amastigotas em mudança para a 
forma EA; 

 
 
 
 

    45 
minutos 

- EAs livres, aderidas as células e 
em divisão;  
- Amastigota em interação com as 
células; 
- Microscopicamente maior 
quantidade de amastigotas 
interiorizadas e de amastigotas 
livres; 
- Mudança da forma amastigota 
para EA; 

 - Células vacuolizadas e infectadas; 
- Adesão de EA; 
- Mudança de forma amastigota para 
EA; 
 - Amastigotas livres estavam mais 
afiladas mais parecidas com a forma 
EA;  
- Amastigotas passando pelo processo 
de digestão, mas também havia 
amastigotas interiorizadas viáveis;  
- Divisão de amastigota dentro de 
vacúolo parasitóforo; 

 
 
 
 
 

 
2 horas 

- Muitas células alongadas e 
vacuolizadas e de maneira mais 
intensa;  
- Maior quantidade de EA; 
- Adesão de EA por diferentes 
partes do corpo parasitário;  
- Amastigotas interiorizadas, em 
interação com a célula e transição 
da forma amastigota para EA; 

- Intensa adesão por todas as partes do 
corpo da forma EA; 
 - Adesão com intensa projeção de 
prolongamentos dos Mɸs em torno do 
parasito; 
- Adesão sem a participação de 
prolongamentos; 
- Parasitos livres; 
- Amastigota interiorizada em células 
com formas arredondadas ou 
alongadas; 
 - Presença de macrófagos com 
citoplasma fragmentado contendo 
parasitos interiorizados; 
- Amastigota em interação com a célula, 
interiorizada e livre;  
- Parasito em transição da forma 
amastigota para EA; 
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Quadro2: Resumo das informações da interação entre T. caninum com a 
linhagem DH82 e com macrófago peritoneal murino nos tempos de 6, 24 e 48 
horas. 

 

Tempos       TC- DH82        TC- Mɸ 

 
 

 
 
 
 
 
6 horas 

- Adesão de EA, mas em menor 
intensidade do que amastigotas 
internalizadas; 
- Amastigotas livres e em 
interação com a célula; 
- Células com vacúolo 
parasitóforo com mais de uma 
amastigota sugerindo divisão 
de amastigotas; 
-  Amastigotas sendo digeridas 
pelas células; 
- Amastigotas viáveis 
interiorizadas e livres; 

- Poucas células; 
- Células com citoplasma 
fragmentado contendo inúmeras 
amastigotas; 
- Adesão do parasito com detalhe 
do prolongamento da célula 
ancorando o parasito; 
 - EA livres; 
 - Formas amastigotas livres, 
intracelulares e em interação com 
Mɸ;  
- Interior de um mesmo vacúolo 
com mais de uma amastigota, 
sugerindo a divisão de amastigotas 
em vacúolos parasitóforos; 
 - Parasito em mudança de forma 
amastigota para EA; 

 
 
 
 
 
 
24 horas 

- Muitas células dispostas pelas 
lamínulas; 
- Muitas células com vacúolos 
abundantes; 
- Adesão de EA; 
- Presença de células 
vacuolizadas com amastigotas 
interiorizadas; 
-  Amastigotas livres; 
 -Microscopicamente mais 
amastigotas do que EAs; 
 - Mudança da forma amastigota 
para EA; 

- Diminuição EA em adesão com a 
célula e livres; 
 - Amastigotas livres ou em 
interação com Mɸs; 
- Inúmeras amastigotas 
interiorizadas, algumas no mesmo 
vacúolo parasitóforo e outras livres; 
- Células com citoplasma 
fragmentado e com liberação de 
amastigotas; 
- Detalhe da projeção da célula em 
contato com a amastigota; 

 
 

 
 
 
 
48 horas 

- Muitas células com parasitos 
livres entre elas; 
- Adesão de EA; 
- Amastigotas interiorizadas e 
em interação com a célula com 
bastante frequência; 
- Aglomerados de amastigotas 
aparentemente se dispersando 
das células; 
 - Parasito em mudança de 
forma amastigota para EA; 
 - Amastigotas interagindo com 
a célula em diferentes 
conformações, indicando 
mudança de forma; 

- Amastigotas em interação com a 
célula e interiorizadas em células 
em vários tipos de conformação 
diferentes; 
- Célula com citoplasma 
fragmentado com amastigotas em 
mudança de forma para EA; 
- Presença de células integras com 
amastigotas livres em sua 
proximidade; 
- EA aglomerados e aderidos por 
diferentes partes do corpo nos Mɸs; 
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5. DISCUSSÃO 

T. caninum é um parasito que ainda possui vários aspectos a serem 

respondidos, dentre elas, seu ciclo biológico, vetores e hospedeiros. No intuito 

de contribuir com informações sobre a biologia e obter informações do processo 

de infecção de T. caninum relacionado ao hospedeiro vertebrado, este estudo a 

partir de ensaios experimentais, visou avaliar in vitro   a competência infectiva de 

formas epimastigotas aflageladas, cuja biologia ainda pouco se conhece.  

Em cultivo axênico T. caninum apresenta predominância das formas 

evolutivas epimastigota flagelar e aflagelar, sendo raras as descrições de o 

encontro de formas tripomastigotas e esferomastigotas (Madeira et al. 2009; 

Barros 2013; Fonseca-Oliveira et al. 2018). Detalhes a nível ultraestrutural da 

forma epimastigota aflagelar de T. caninum foram descritos e estão presente nos 

isolados descritos desse parasito (Barros et al. 2014). Com objetivo de obter 

mais informações sobre a forma epimastigota aflagelar, foi selecionada para este 

estudo uma amostra de T. caninum com predominância de mais de 90% desta 

forma evolutiva. Além de T. caninum, outras espécies de tripanosomas, como T. 

terrestris, também apresentam em cultura axênica a forma epimastigota sem 

flagelo livre (Acosta 2013). É sabido que as epimastigotas desse gênero são 

pleomorfas, ou seja, há plasticidade da forma epimastigota, que passam por 

mudanças morfológicas durante desenvolvimento axênico (Peacock et al. 2018).  

 O uso do cocultivo de T. caninum com a linhagem celular DH82 

demonstrou ser uma importante estratégia no estudo de diferenciação das 

formas evolutivas, como já demonstrado em estudos anteriores (Fonseca-

Oliveira et al. 2018).  A partir dessa interação, foi possível observar a presença 

de formas tripomastigotas e esferomastigotas, situação que no cultivo axênico 

não ocorre.  No estudo de Fonseca-Oliveira et al. (2018) foi observado intensa 

diferenciação para formas tripomastigotas utilizando cocultivo de T. caninum 

com diferentes linhagens celulares. Tal estratégia (uso de cocultivo para 

diferenciação de formas evolutivas) tem sido descrito em diversos estudos desde 

a década de 1990, no qual foram realizados o cocultivo com a linhagem celular 

L929 para diferenciação das formas evolutivas de Trypanosoma freitasi até 

então conhecido pela sua dificuldade de manutenção (Thomas e Deane 1990). 
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A mesma estratégia de cocultivo foi empregada com Trypanosoma KG1 em 

linhagens L929 ou HEK 293T (Thekisoe et al. 2007).  

Nos estudos envolvendo T. cruzi, sempre houve um consenso entre os 

pesquisadores  de que apenas as formas evolutivas amastigotas e 

tripomastigotas seriam infectivas para o hospedeiro vertebrado, visto que a 

forma epimastigota seria reconhecida pelo sistema de defesa do hospedeiro 

mamífero, inviabilizando a infecção (Ley et al.1988; Gonçalves et al. 2018; 

Reignout et al. 2019). No entanto, estudos realizados por Kesller et al. 2017, 

comprovou que a forma epimastigota de T. cruzi também pode ser infectiva para 

hospedeiros vertebrados. Esse dado, nos impulsionou avaliar a capacidade 

infectiva de formas epimastigotas na interação entre T. caninum e células. 

No perfil da curva de crescimento de T. caninum, tanto em meio axênico 

como  em cocultivo com a linhagem celular DH82, foi possível observar ausência 

da fase lag, descrita como a fase inicial da curva de crescimento no qual o 

parasito passa por adaptação na condição de cultivo e quase não há crescimento 

parasitário (Buchanan 1918). Possivelmente, T. caninum é generalista no que se 

refere a nutrientes, logo entra na fase de crescimento exponencial, descrita por 

ocorrer intensa multiplicação parasitária, apresentando no cultivo axênico a 

forma epimastigota aflagelar e pequena porcentagem de epimastigota flagelar. 

Já no cocultivo apresentou as formas epimastigota flagelar, tripomastigota e 

esferomastigota (Tyler e Engman 2000).  

Também foi observado, em ambas curvas de crescimento de T. caninum, 

ausência da fase estacionária, etapa em que ocorre diminuição de multiplicação 

dos parasitos devido a limitação de nutrientes e a produção de metabólicos 

tóxicos (Dos Santos et al.  2018; Tyler e Engman 2000). Esse estresse nutricional 

tem sido associado a indução do processo de metaciclogênese – mudança da 

forma epimastigota para tripomastigota (Gonçalves et al. 2018; Dos Santos et al. 

2018; Tyler e Engman 2000). Em nosso estudo, a amostra de T. caninum aqui 

estudada não apresentou a forma tripomastigota ao longo da sua curva de 

crescimento em meio axênico e baixo percentual quando cocultivada com a 

linhagem celular DH82. Ambas curvas de crescimento seguiram imediatamente 

para a fase de declínio, possivelmente por escassez de nutrientes e/ou por 

acúmulo de restos metabólicos. Por outro lado, em curva de crescimento 

utilizando o meio NNN e outro isolado de T. caninum foi observada uma longa 
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fase estacionária (9º ao 21º dia) (Fonseca-Oliveira et al. 2018). Esses resultados 

demonstram que a curva de crescimento de T. caninum difere entre isolados e 

condições de cultivo. 

A curva de crescimento de T. caninum em co-cultivo com a linhagem 

celular DH82 apresentou o mesmo perfil da descrita por Fonseca-Oliveira et al. 

(2018), porém com diferenças em relação a diferenciação das formas evolutivas: 

neste estudo foi encontrado 10% de formas tripomastigotas e Fonseca-Oliveira  

e colaboradores encontraram 60% dessas formas.  Isso pode ter duas 

explicações, o fato de ter sido utilizado outro isolado de T. caninum e outra 

condição de cultivo (meio DMEM).  

A análise ultraestrutural, realizada com formas evolutivas encontradas 

durante o cultivo axênico e em cocultivo com a linhagem celular DH82 de T. 

caninum, demonstrou a presença de   estruturas comuns em parasitos da família 

Tripanosomatidae por exemplo cinetoplasto, microtúbulos subpeliculares, entre 

outros. Nas preparações de formas obtidas do  cultivo axênico, no qual havia 

predominância de epimastigotas aflagelares, foram observados cortes do 

parasito com cinetoplasto ao lado núcleo, seguido da bolsa flagelar sem a 

presença do flagelo demonstrando, mais uma vez, particularidades desta forma 

atípica presente nos isolados de T. caninum, como descrito por Barros et al. 

(2014). Outra característica que nos chamou atenção, em ambas as formas 

epimastigostas (flageladas e aflageladas), foi a intensa presença de corpúsculos 

lipídicos, em diferentes tamanhos ao longo do corpo do parasito. Estudos com 

outros tripanosomatídeos demonstraram que essa estrutura está relacionada 

com a mudança da forma evolutiva, com a reserva nutricional do parasito e com 

a sua sobrevivência dentro da célula (De Souza 2009; Toledo et al. 2016). No 

entanto, estudos realizados em 2013 (Toledo 2013) e posteriormente em 2016 

(Toledo et al. 2016), sugerem que a produção dessa estrutura pode facilitar a 

evasão de T. cruzi da célula, podendo estar envolvida na modulação da resposta 

imune do hospedeiro. Para saber qual o papel desses corpúsculos lipídicos tão 

abundantes em T. caninum será necessário realizar estudos, dentre eles a 

pesquisa do ácido araquidônico, encontrada em corpúsculos lipídicos, uma vez 

que seus derivados metabólicos são responsáveis pela produção dos 

eicosanoides, principalmente a enzima prostaglandina que é um regulador 
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inflamatório podendo inibir o sistema imune do hospedeiro (Bozza et al. 2011; 

Toledo 2013; Melo et al. 2011; D`Avila Levy et al. 2011).  

A linhagem celular canina DH82 foi escolhida para os estudos 

experimentais de T. caninum, tanto para o cocultivo, quanto para a os estudos  

in vitro T. caninum-célula, por dois motivos: Primeiro por ser uma célula 

macrofágica e saber que esse tipo celular está envolvida no ciclo biológico de 

outros tripanosomatídeos (De Souza et al. 2010; Podinovskaia e  Descoteaux 

2015). O segundo motivo, por ser uma linhagem originária de cão, uma vez que 

o único hospedeiro conhecido, até o momento, é o cão. Esta linhagem já foi 

utilizada em diferentes estudos, dentre eles para demonstrar a multiplicação 

intracelular e prolongado período a infecção por T. cruzi (Mendonça et al. 2017). 

Também já foi utilizada em estudos com vírus (Zheng et al. 2020), de alergia 

(Herrmann et al. 2018) e bactérias (Michaels et al. 2016). Para comparar a 

interação de T. caninum em macrófago de origem primária com mais 

semelhanças fisiológicas com o tecido vivo do que a linhagem e por ser um 

modelo já utilizado a décadas, também foi empregado neste estudo macrófago 

peritoneal de camundongo, que exerce suas funções independentemente da 

espécie de mamífero e vem sendo utilizada como modelo de infecção in vitro por 

muitos anos para espécies do gênero Trypanosoma (Liston e  Baker 1978; 

Russo et al. 1989;  Da Rocha et al. 2019).  

Neste estudo, foram obtidos dois resultados inéditos relacionados à 

biologia de T. caninum. Primeiro: foi demonstrado que as formas epimastigotas 

aflageladas são capazes de infectar ambas células macrofágicas. Segundo: 

demonstramos a presença de formas amastigotas de T. caninum, até então 

desconhecidas. Em trabalhos anteriores, avaliando a interação T. caninum-

célula, não foi observada a infecção para o macrófago peritoneal de camundongo 

Swiss Webster e para a linhagem celular DH82 utilizando a forma evolutiva 

tripomastigota, diferente dessa dissertação na qual foi utilizado a forma 

epimastigota aflagelar (Madeira et al. 2009; Fonseca - Oliveira et al. 2018; 

Oliveira 2016). Esse dado é relevante uma vez que formas amastigotas nunca 

foram observadas em cortes histológicos de peles de cães naturalmente 

infectados (Makino et al. 2020).  



116 
 

Inicialmente, a cinética utilizada neste estudo foi baseada em trabalhos 

de infecção de células por tripanosomatídeos nos quais utilizaram tempos 

aproximados de 2, 6, 24, 48 e 72 horas (Ley et al. 1988; Calabrese et al. 2011;  

Cooper et al. 2018). No entanto, ao analisar os primeiros resultados, observamos 

que com 2 horas de interação, já havia interiorização do parasito na célula e a 

presença de amastigotas livres foi constante. Diante deste resultado, a cinética 

de observação foi realizada também para os tempos de 15, 30 e 45 minutos, na 

tentativa de conseguir observar os momentos iniciais dessa interação.   

 Na análise da interação entre T. caninum e ambas células macrofágicas, 

foi possível observar que no tempo inicial de 15 minutos já ocorria adesão da 

forma epimastigota aflagelar, presença de parasitos “arredondados” livres e 

amastigotas interiorizadas. Este evento foi uma surpresa, visto que espécies de 

tripanosomatídeos demoram mais tempo para infectar a célula. É descrito que 

na interação entre células da retina e Leishmania amazonenses, o parasito adere 

a célula na primeira hora de interação e interioriza após 6 horas (Calabrese et 

al. 2011). Em estudo de infecção entre T. cruzi e a linhagem celular DH82, foi 

descrito que somente após 5 dias ocorria a multiplicação intracelular (Mendonça 

et al. 2017). Um fato curioso, que chamou a nossa atenção, foi que logo no 

momento do inóculo de T. caninum nas placas com os macrófagos aderidos, 

observamos, em microscópio de campo claro invertido, aglomerados de 

parasitos locomovendo-se em direção às células. Apesar de ter sido inoculado 

quase que exclusivamente formas epimastigotas aflagelares, a ausência do 

flagelo não atrapalhou a locomoção dos parasitos até a célula.  

Não foi observado um padrão na adesão de T. caninum em ambas as 

células empregadas. Foi observada adesão de T. caninum à célula tanto pela 

parte posterior, inferior e por todo o corpo do parasito. O mesmo foi observado 

por Uezato et al. (2005), que relatou que Leishmania L. major adere ao 

macrófago por diversas partes do corpo do parasito. Adicionalmente, Rittig et al. 

(1998) que realizaram estudos com promastigotas de Leishmania spp. e 

tripomastigotas de T. cruzi, observaram que a parte do corpo celular dos 

parasitas que se liga aos macrófagos variava dependendo das espécies do 

gênero. Durante a interação T. caninum-macrófago murinos, foram observadas 

nos tempos de 45 minutos e 2 horas, projeções da célula em torno do parasito, 

envolvendo-o complemente ou tocando alguma parte do corpo do parasito. 
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Também foram observadas por Uezato et al. (2005), as projeções realizadas 

pelo macrófago na adesão de Leishmania major. Apesar da DH82 realizar 

projeções de uma célula para outra mantendo uma intensa comunicação, não foi 

observada projeção celular em direção dos parasitos, sugerindo que T. caninum 

adere nessas células na tentativa de entrar na célula de forma ativa. Este fato 

também foi observado na interação com macrófago murino com menor 

incidência quando comparado com a linhagem celular DH82 neste estudo. 

Ambos os tipos de entrada na célula: ativa e por projeções celulares foram 

possíveis. Este evento já foi descrito na interação T. cruzi-macrófago por 

diversos autores (De Souza e De Carvalho 2013; Barrias et al. 2012; De Souza 

et al. 2010).  

Outro fato interessante foi o conhecimento da forma epimastigota 

aflagelar de T. caninum ser infectiva para células de mamífero em condições 

experimentais. Isso nos leva a pensar na possibilidade de ser uma estratégia do 

parasito, visto que não haveria necessidade de gasto energético para se 

diferenciar na forma tripomastigota. Isso significa que T. caninum é um parasito 

com muitas chances de infectar – do mesmo modo que T. cruzi, no qual todas 

as formas são infectivas. No entanto T. cruzi tem centenas de espécies de 

mamíferos hospedeiros e T. caninum só o cão (até agora). O fato de, em 

experimentos in vitro, a forma epimastigota de T. cruzi infectar macrófagos de 

camundongos, corrobora esse resultado (Kesller et al. 2017). No entanto, são 

necessários estudos in vivo para obter informações e confirmar qual forma 

infectiva de T. caninum está envolvida no ciclo biológico no hospedeiro 

vertebrado. 

Durante toda a cinética deste estudo, foram observadas amastigotas 

livres interagindo com as células. No primeiro momento em que foi observado 

amastigotas em contato íntimo com as células, levou-se a pensar que as 

amastigotas liberadas eram fruto do rompimento da célula hospedeira. No 

entanto, pelas técnicas de MEV e MET foi possível indicar tanto evasão quanto 

invasão da forma amastigota de T. caninum na célula.  Da mesma forma, estudo 

realizado por Ley et al. (1988) demonstra que a forma amastigota é capaz de 

sustentar a infecção em células, visto que as amastigotas de T. cruzi originadas 

após diferenciação de formas tripomastigotas, foram inoculadas  por 4 h com 

monócitos humanos in vitro e 90% ou mais de amastigotas de origem 
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extracelular foram absorvidas pelas células. Esse evento foi corroborado por 

Burleigh e Andrews (1995) e mais recentemente por Reignout et al. (2019). Fato 

esse que condiz com os resultados adquiridos nessa dissertação, no qual foi 

possível observar amastigotas extracelulares interagindo novamente com a 

célula, sugerindo um novo processo de infecção. Ou seja, é muito provável que 

T. caninum possa sustentar uma infecção por essa estratégia, da mesma 

maneira que T. cruzi.  

 Em T. cruzi, após duas horas de infecção, formas amastigotas escapam 

do vacúolo fagocítico, livres no citoplasma, se dividem e após 4-5 dias, se 

transformam em tripomastigotas (Levy et al. 1988). Com T. caninum foi 

observada, por MCC, a divisão de formas amastigotas dentro de vacúolos, e por 

MET foi observado que no mesmo vacúolo a presença de duas amastigotas, 

sugerindo o processo de divisão. No entanto, não foi observada mudança de 

forma evolutiva no citoplasma da célula e sim liberação da forma amastigota pela 

célula, mudança de forma das amastigotas para epimastigota aflagelar no meio 

extracelular e interação de amastigotas livres com a célula. O que leva a pensar 

que seja uma estratégia de evasão do parasito da célula para burlar o sistema 

imune da célula hospedeira. 

Em estudo de interação entre Trypanosoma copemani e células PtK2 e 

Vero, foi observada a infecção, a interiorização de amastigotas, mas não 

observaram o aumento da quantidade de amastigotas. Adicionalmente, como 

essas formas amastigotas não foram observadas em processo de divisão, foram 

consideradas como amastigota-like. Os autores apontam para uma infecção, 

mas possivelmente sem ciclo intracelular. Trypanosoma copemani é conhecido 

por infectar marsupiais e está inserido no mesmo clado filogenético de T. 

caninum (Cooper et al. 2018). Diferente de T. copemani, aqui nesta dissertação, 

foi possível observar a divisão intracelular das formas amastigotas de T. 

caninum.  

Apesar da utilização do Soro Fetal Bovino (SFB) ser uma questão 

bastante discutida, a comunidade científica ainda não chegou em um consenso 

de qual seria a melhor alternativa para sua substituição (Baker 2016; Van der 

Valk et al. 2018). Por esse motivo, foi decidido realizar também os experimentos 

com meio suplementado com Albumina Sérica Bovina (BSA). Nas duas 

condições na suplementação do meio de cultura (BSA e SFB), foram observados 
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os mesmos eventos principais: adesão, interiorização e interação de 

amastigotas. Em relação a quantidade de células em cada condição, foram 

observadas diferenças no experimento realizado com a linhagem celular DH82. 

O SFB contribuiu consideravelmente na multiplicação celular, pois na condição 

com BSA havia menos células dispostas pelas lamínulas, apesar da 

multiplicação das células. No tempo de 48 horas, no experimento com a 

linhagem celular DH82, foi observado que na condição com SFB havia uma 

confluência celular com células viáveis, já no cultivo em  macrófagos peritoneais, 

principalmente na condição com meio suplementado com BSA, havia células 

rompidas, com bastante degradação, demonstrando uma interação intensa entre 

parasito e as células plaqueadas. 

As diferenças estatísticas observadas nos eventos de adesão (p-valor 

0.006241) e infecção (p-valor 0.0157) quando comparadas as condições de 

suplementação do meio de cultura (SFB e BSA) nas duas células macrofágicas, 

bem como a diferença observada entre os perfis dos gráficos das taxas de 

adesão entre os dois tipos celulares não interferiram na quantidade de parasitos 

dentro dos vacúolos parasitóforos, uma vez que não existiu diferença estatística 

(p-valor 0.309) neste evento quando comparado o uso de BSA e SFB. Isto 

demonstra o sucesso na infecção celular tanto utilizando BSA ou SFB.  

O Test-T demonstrou que as melhores médias estão na interação em que 

foi utilizado a BSA na suplementação do meio de cultura para as duas células. 

Sendo assim, de acordo com os resultados apresentados, o uso do BSA pode 

ser uma alternativa em relação ao uso SFB, visto que durante os experimentos 

todos os eventos (adesão e infecção) foram observados e que não há diferenças 

estatísticas na quantidade de parasitos interiorizados. A BSA apresenta 

características nutricionais em sua composição que não promove grandes 

variações entre os lotes como na produção do SFB, fator importante na 

reprodutibilidade dos resultados (Zhou et al. 2020; Merlot et al. 2014). No entanto 

é necessário realizar experimentos com outros tipos celulares e parasitos e 

realizar novos testes estatísticos, a fim de confirmar se o uso da BSA realmente 

pode ser um substituto mais favorável do que o SFB nos experimentos de 

infecção experimental parasito-célula. 

T. caninum é descrito como um parasito que parece não causar danos ao 

hospedeiro canino (Madeira et al. 2009; Barros et al. 2012). Os dados de 
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infecção experimental aqui apresentados nos leva a pensar que T. caninum 

infecta também as células do hospedeiro de forma rápida. Consequentemente, 

esse parasito não induziria resposta imunológica a ponto de produzir títulos de 

anticorpos altos nos hospedeiros, como descrito em estudos realizados sobre o 

diagnóstico sorológico utilizando amostras de soro de cães em que a cultura de 

pele foi positiva para T. caninum (Alves et al 2012; Madeira et al. 2014). Como 

demonstrado aqui, o fato de T. caninum entrar rápido na célula e mudar sua 

forma evolutiva, e consequentemente, mudar seus receptores de membrana 

pode ser o motivo da resposta imune baixa e ausência de infiltrado inflamatório 

detectável na histopatologia (Alves et al. 2012; Makino et al. 2020).Quando o 

parasito infecta rapidamente a célula e muda sua forma evolutiva para uma nova 

tentativa de infecção, é capaz de modular respostas distintas do hospedeiro, já 

que ocorre consequentemente a mudança de diversos antígenos de superfície, 

podendo assim usar estratégias diferentes para invadir as células hospedeiras 

(Ley et al.1988). 
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6 CONCLUSÕES 

 T. caninum possui tempo de geração mais curto e alcança picos 

populacionais mais altos em meio axênico do que em cocultivo com a célula 

DH82; 

 

 O uso do cocultivo de T. caninum com a linhagem celular DH82 

confirmou ser uma importante estratégia na diferenciação das formas 

evolutivas tripomastigotas; 

 

 As formas epimastigotas aflagelar e flagelar apresentam ultraestruturas 

comuns a espécies do gênero Trypanosoma, com destaque a intensa 

quantidade de corpúsculos lipídicos; 

 

 Pela primeira vez, é demonstrada a infecção intracelular de T. caninum; 

 

 A forma epimastigota aflagelar de T. caninum é infectiva para células 

macrofágicas em condições experimentais;  

 

 T. caninum apresenta todas as formas evolutivas do gênero 

Trypanosoma, incluindo a forma amastigota que até então era desconhecida; 

  

 A interação entre T. caninum e as células macrofágicas apresenta como 

características próprias a extrema rapidez (15 minutos) e falta de padrão na 

adesão do parasito, que pode ser realizada por projeções da célula ou de 

forma ativa pelo parasito; 

 

 Ao sair da célula, a forma amastigota se diferencia em epimastigota 

aflagelar no meio extracelular ou interage novamente com a célula numa 

tentativa de reinfecção; 

 

 O fato de que T. caninum é capaz de infectar células e o conhecimento 

da sua forma amastigota são informações inéditas que serão úteis em estudos 

experimentais in vitro e in vivo, estudos de infecção natural e entendimentos 

sobre os métodos diagnósticos deste parasito.  
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8 ANEXOS 

 

 Análise estatística  

 

Modelo Anova Infecção 

aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = dat) 

 

Terms: 

                 Tipo_cel  Tipo_sup     Tempo       Lam Residuals 

Sum of Squares  146667.86   7657.19 110376.95  97663.17  88760.79 

Deg. of Freedom         1         1         6         2        73 

 

Residual standard error: 34.86977 

Estimated effects may be unbalanced 

> summary(mod1) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tipo_cel     1 146668  146668 120.625  < 2e-16 *** 

Tipo_sup     1   7657    7657   6.298   0.0143 *   

Tempo        6 110377   18396  15.130 3.59e-11 *** 

Lam          2  97663   48832  40.161 1.72e-12 *** 

Residuals   73  88761    1216                      

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> shapiro.test(mod1$residuals) # Não rejeitou 

 

 Shapiro-Wilk normality test 

 

data:  mod1$residuals 

W = 0.98002, p-value = 0.2171 

 

Pressupostos: 

 

#Homogeneity of variance 

> leveneTest(res ~ Tipo_cel, data = dat)# não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  1   0.452 0.5033 

      82                

> leveneTest(res ~ Tipo_sup, data = dat) # não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  1  1.3411 0.2502 

      82                

> leveneTest(res ~ Tempo, data = dat) # não rejetou 
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Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  6  0.4415 0.8488 

      77                

> leveneTest(res ~ Lam, data = dat)#rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value    Pr(>F)     

group  2  8.7947 0.0003496 *** 

      81                       

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

 

> ### qto mais perto de 2 o valor DW rejeita-se H0:p = 0 

> ### DW < dl - autocorrelação positiva e DW > (4 - dl) - autocorrelação negativa 

> ### dl é tabelado 

> durbinWatsonTest(mod1) # rejeitou 

 lag Autocorrelation D-W Statistic p-value 

   1       0.3093759      1.367781       0 

 Alternative hypothesis: rho != 0 

> dwtest(mod1) # rejeitou 

 

 Durbin-Watson test 

 

data:  mod1 

DW = 1.3678, p-value = 0.0007382 

alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0 

 

 

##Retirando a lãmina 3 

 

mod1_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = newdat) 

> summary(mod1_new) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tipo_cel     1  55000   55000 120.497 1.93e-14 *** 

Tipo_sup     1   2871    2871   6.291   0.0157 *   

Tempo        6  41391    6899  15.114 1.82e-09 *** 

Lam          1    270     270   0.592   0.4456     

Residuals   46  20997     456                      

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

## Como o fator Lam não foi significativo foi retirado 
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mod1_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo, data = newdat) 

 

> summary(mod1_new) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tipo_cel     1  55000   55000 121.552 1.25e-14 *** 

Tipo_sup     1   2871    2871   6.346   0.0152 *   

Tempo        6  41391    6899  15.246 1.33e-09 *** 

Residuals   47  21267     452                      

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

Pressuspostos: 

 

## Normality 

shapiro.test(mod1_new$residuals) # não rejeitou 

 

Shapiro-Wilk normality test 

 

data:  mod1_new$residuals 

W = 0.98291, p-value = 0.6091 

 

 

#Homogeneity of variance 

 

leveneTest(mod1_new$residuals ~ Tipo_cel, data = newdat)#Não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  1  0.9707 0.3289 

      54                

> leveneTest(mod1_new$residuals ~ Tipo_sup, data = newdat) #Não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value  Pr(>F)   

group  1  3.7467 0.05815 . 

      54                   

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> leveneTest(mod1_new$residuals ~ Tempo, data = newdat)#Não rejeitou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  6  0.8224 0.5581 

      49                

 

### qto mais perto de 2 o valor DW, rejeita-se H0:p = 0 (Independência) 

### DW < dl - autocorrelação positiva e DW > (4 - dl) - autocorrelação negativa 
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### dl é tabelado 

durbinWatsonTest(mod1_new) # não rejeitou 

dwtest(mod1_new) # não rejeitou 

 

lag Autocorrelation D-W Statistic p-value 

   1      0.06589154      1.851559   0.524 

 Alternative hypothesis: rho != 0 

> dwtest(mod1_new) # não rejeitou 

 

 Durbin-Watson test 

 

data:  mod1_new 

DW = 1.8516, p-value = 0.25 

alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0 

 

  

# Coclusão - Modelo 1 aprovado 

 

Modelo 2 – Nr de parasitas 

 

###Modelo 2 - Nr parasitas 

 

mod2 <- aov(Nrpara ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = newdat) 

summary(mod2) 

            Df  Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tipo_cel     1 1191069 1191069  90.385 1.98e-12 *** 

Tipo_sup     1   13923   13923   1.057    0.309     

Tempo        6  703483  117247   8.897 1.88e-06 *** 

Lam          1     780     780   0.059    0.809     

Residuals   46  606174   13178                      

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

### retirando o Ftaor Lam, como no mod1 

mod2 <- aov(Nrpara ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo, data = newdat) 

 

summary(mod2) 

            Df  Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tipo_cel     1 1191069 1191069  92.231 1.16e-12 *** 

Tipo_sup     1   13923   13923   1.078    0.304     

Tempo        6  703483  117247   9.079 1.35e-06 *** 

Residuals   47  606954   12914                      

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
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## Tipo_sup tb não foi significativo 

 

mod2 <- aov(Nrpara ~ Tipo_cel + Tempo, data = newdat) 

 

summary(mod2) 

            Df  Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tipo_cel     1 1191069 1191069  92.082 9.60e-13 *** 

Tempo        6  703483  117247   9.064 1.25e-06 *** 

Residuals   48  620877   12935                      

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

## Pressupostos 

 

## Normality 

 

shapiro.test(mod2$residuals) #passou 

 

 Shapiro-Wilk normality test 

 

data:  mod2$residuals 

W = 0.97857, p-value = 0.417 

 

#Homogeneity of variance 

leveneTest(mod2$residuals ~ Tipo_cel, data = newdat)# não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  1  1.3607 0.2485 

      54                

> leveneTest(mod2$residuals ~ Tempo, data = newdat) # não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  6  1.7341 0.1329 

      49                

 

#Autocorrelation 

### qto mais perto de 2 o valor DW rejeita-se H0:p = 0 9Independência) 

### DW < dl - autocorrelação positiva e DW > (4 - dl) - autocorrelação negativa 

### dl é tabelado 

durbinWatsonTest(mod2) # Não rejeitou 

dwtest(mod1Trans) # Não rejeitou 
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lag Autocorrelation D-W Statistic p-value 

   1      0.06074757      1.853539   0.612 

 Alternative hypothesis: rho != 0 

> dwtest(mod2) # Não rejeitou 

 

 Durbin-Watson test 

 

data:  mod2 

DW = 1.8535, p-value = 0.2978 

alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0 

 

###Criando o modelo de AOV com as variáveis originais (Adesão) 

mod1 <- aov(Nrpara ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = dat) 

 

 

summary(mod1) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tipo_cel     1    283     283   0.464 0.498993     

Tipo_sup     1   5016    5016   8.217 0.006241 **  

Tempo        6  17929    2988   4.895 0.000607 *** 

Lam          1    311     311   0.510 0.478885     

Residuals   46  28082     610                      

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

###Assumptions 

## Normality 

shapiro.test(mod1$residuals) # Não rejeitou 

Shapiro-Wilk normality test 

 

data:  mod1$residuals 

W = 0.97869, p-value = 0.4218 

 

#Homogeneity of variance 

leveneTest(res ~ Tipo_cel, data = dat)# não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  1  0.2359 0.6292 

      54                

> leveneTest(res ~ Tipo_sup, data = dat) # não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F)   

group  1  3.2322 0.0778 . 

      54                  
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--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> leveneTest(res ~ Tempo, data = dat) # não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  6  1.0884 0.3825 

      49                

leveneTest(res ~ Lam, data = dat)#rejetou 

 

durbinWatsonTest(mod1) # não rejeitou 

dwtest(mod1) # não rejeitou 

lag Autocorrelation D-W Statistic p-value 

   1     -0.00255615      1.879795   0.556 

 Alternative hypothesis: rho != 0 

> dwtest(mod1) # rejeitou 

 

 Durbin-Watson test 

 

data:  mod1 

DW = 1.8798, p-value = 0.2435 

alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0 

 

## Como o fator Lam e Tipo_cel não foram significativos foram retirados 

 

summary(mod1) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tipo_sup     1   5016    5016   8.396 0.005650 **  

Tempo        6  17929    2988   5.002 0.000474 *** 

Residuals   48  28676     597                      

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

###Assumptions 

## Normality 

shapiro.test(mod1$residuals) # Não rejeitou 

 

 Shapiro-Wilk normality test 

 

data:  mod1$residuals 

W = 0.9814, p-value = 0.5376 

 

#Homogeneity of variance 

leveneTest(res ~ Tipo_sup, data = dat) # não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 
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      Df F value  Pr(>F)   

group  1  2.8871 0.09504 . 

      54                   

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> leveneTest(res ~ Tempo, data = dat) # não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  6  0.9235 0.4864 

      49                

### qto mais perto de 2 o valor DW rejeita-se H0:p = 0 

### DW < dl - autocorrelação positiva e DW > (4 - dl) - autocorrelação negativa 

### dl é tabelado 

durbinWatsonTest(mod1) # não rejeitou 

dwtest(mod1) # não rejeitou 

lag Autocorrelation D-W Statistic p-value 

   1      0.03393527      1.808799   0.514 

 Alternative hypothesis: rho != 0 

> dwtest(mod1) # rejeitou 

 

 Durbin-Watson test 

 

data:  mod1 

DW = 1.8088, p-value = 0.2487 

alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0 

 

 

###Criando o modelo de AOV com as variáveis originais (Adesão + Infecção) 

summary(mod1) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)     

Tipo_cel     1   2368  2368.0  14.182 0.000333 *** 

Tipo_sup     1   1962  1962.3  11.752 0.001002 **  

Tempo        6   3553   592.2   3.546 0.003888 **  

Lam          2   2101  1050.6   6.292 0.003013 **  

Residuals   73  12189   167.0                      

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

 

 

#Homogeneity of variance 

> leveneTest(res ~ Tipo_cel, data = dat)# não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value  Pr(>F)   



141 
 

group  1  3.1664 0.07887 . 

      82                   

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> leveneTest(res ~ Tipo_sup, data = dat) # rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value  Pr(>F)   

group  1  4.8754 0.03003 * 

      82                   

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> leveneTest(res ~ Tempo, data = dat) # não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  6  1.6779 0.1377 

      77                

> leveneTest(res ~ Lam, data = dat)# não rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value  Pr(>F)   

group  2  2.8364 0.06447 . 

      81                   

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

lag Autocorrelation D-W Statistic p-value 

   1      -0.1228117      2.232596    0.46 

 Alternative hypothesis: rho != 0 

> dwtest(mod1) # não rejeitou 

 

 Durbin-Watson test 

 

data:  mod1 

DW = 2.2326, p-value = 0.762 

alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0 

 

##Retirando a lãmina 3 

aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo + Lam, data = newdat) 

 

 

summary(mod1_new) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value  Pr(>F)    

Tipo_cel     1    888   888.0   8.916 0.00452 ** 

Tipo_sup     1    736   735.9   7.388 0.00923 ** 

Tempo        6   1332   222.1   2.230 0.05693 .  
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Lam          1     50    50.2   0.504 0.48149    

Residuals   46   4582    99.6                    

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

 

## Como o fator Lam não foi significativo foi retirado  

 

mod1_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup + Tempo, data = newdat) 

 

 

summary(mod1_new) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value  Pr(>F)    

Tipo_cel     1    888   888.0   9.011 0.00429 ** 

Tipo_sup     1    736   735.9   7.467 0.00883 ** 

Tempo        6   1332   222.1   2.253 0.05419 .  

Residuals   47   4632    98.5                    

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 

## Normality 

> shapiro.test(mod1_new$residuals) # rejeitou 

 

 Shapiro-Wilk normality test 

 

data:  mod1_new$residuals 

W = 0.9416, p-value = 0.009095 

 

#Homogeneity of variance 

 

#Homogeneity of variance 

> leveneTest(mod1_new$residuals ~ Tipo_cel, data = newdat)#Não rejeitou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value  Pr(>F)   

group  1  3.1162 0.08317 . 

      54                   

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> leveneTest(mod1_new$residuals ~ Tipo_sup, data = newdat) # rejeitou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value   Pr(>F)    

group  1  8.2883 0.005708 ** 

      54                     

--- 
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Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> leveneTest(mod1_new$residuals ~ Tempo, data = newdat)#Não rejeitou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value Pr(>F) 

group  6  0.9717 0.4543 

      49     

durbinWatsonTest(mod1_new) # não rejeitou 

 lag Autocorrelation D-W Statistic p-value 

   1      -0.1240749      2.224066   0.528 

 Alternative hypothesis: rho != 0 

> dwtest(mod1_new) # não rejeitou 

 

 Durbin-Watson test 

 

data:  mod1_new 

DW = 2.2241, p-value = 0.7402 

alternative hypothesis: true autocorrelation is greater than 0 

            

 

Modelo sem o Tempo 

 

mod1_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup, data = newdat) 

> mod1_new 

Call: 

   aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel + Tipo_sup, data = newdat) 

 

Terms: 

                Tipo_cel Tipo_sup Residuals 

Sum of Squares   888.018  735.875  5964.089 

Deg. of Freedom        1        1        53 

 

Residual standard error: 10.60802 

Estimated effects may be unbalanced 

> summary(mod1_new) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value  Pr(>F)    

Tipo_cel     1    888   888.0   7.891 0.00694 ** 

Tipo_sup     1    736   735.9   6.539 0.01345 *  

Residuals   53   5964   112.5                    

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> ## Normality 

> shapiro.test(mod1_new$residuals) # rejeitou 

 

 Shapiro-Wilk normality test 
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data:  mod1_new$residuals 

W = 0.93513, p-value = 0.00484 

 

> #Homogeneity of variance 

> leveneTest(mod1_new$residuals ~ Tipo_cel, data = newdat)# rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value    Pr(>F)     

group  1  12.319 0.0009129 *** 

      54                       

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> leveneTest(mod1_new$residuals ~ Tipo_sup, data = newdat) # rejetou 

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median) 

      Df F value   Pr(>F)    

group  1  7.2325 0.009504 ** 

      54                     

 

Modelo sem Tipo_sup 

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> mod1_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel + Tempo, data = newdat) 

> mod1_new 

Call: 

   aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel + Tempo, data = newdat) 

 

Terms: 

                Tipo_cel    Tempo Residuals 

Sum of Squares   888.018 1332.357  5367.607 

Deg. of Freedom        1        6        48 

 

Residual standard error: 10.57474 

Estimated effects may be unbalanced 

> summary(mod1_new) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)    

Tipo_cel     1    888   888.0   7.941 0.0070 ** 

Tempo        6   1332   222.1   1.986 0.0862 .  

Residuals   48   5368   111.8                   

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> ## Normality 

> shapiro.test(mod1_new$residuals) # rejeitou 

 

 Shapiro-Wilk normality test 
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data:  mod1_new$residuals 

W = 0.90542, p-value = 0.000341 

 

Modelo só com celula 

 

> mod1_new <- aov(Nrinfec ~ Tipo_cel, data = newdat) 

> mod1_new 

Call: 

   aov(formula = Nrinfec ~ Tipo_cel, data = newdat) 

 

Terms: 

                Tipo_cel Residuals 

Sum of Squares   888.018  6699.964 

Deg. of Freedom        1        54 

 

Residual standard error: 11.13882 

Estimated effects may be unbalanced 

> summary(mod1_new) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value  Pr(>F)    

Tipo_cel     1    888   888.0   7.157 0.00986 ** 

Residuals   54   6700   124.1                    

--- 

Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

> ## Normality 

> shapiro.test(mod1_new$residuals) # rejeitou 

 

 Shapiro-Wilk normality test 

 

data:  mod1_new$residuals 

W = 0.88933, p-value = 9.425e-05 

 

 

Test-t  

 

Tipo_sup Tipo_cel n mean sd 

BSA DH82 21 69,43 46,98 

BSA Macrófago 21 142,29 70,07 

SFB DH82 21 39,62 23,15 

SFB Macrófago 21 133,90 84,06 
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