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RESUMO 
 

"Interação do Tripanossoma cruzi com células da resposta imune inata." 
 
A resposta imune inata é o primeiro mecanismo de proteção contra o Trypanosoma cruzi . 
A interação de células inflamatórias com moléculas do parasito pode modular a resposta 
imune inata adaptativa. O objetivo deste trabalho foi analisar o papel desempenhado por 
citocinas e quimiocinas sintetizadas pelas células do sangue total e células mononucleares 
(PBMC), após interação com tripomastigotas da cepa Y do T.cruzi.  Formas tripomastigotas 
da cepa Y foram obtidas a partir de células VERO mantidas em cultura. O sangue de 16 
indivíduos soronegativos para a doença de Chagas foi colhido e processado para cultura. 
PBMCs foram separados  utilizando Ficoll-Hipaque. Após a separação, as células foram 
infectadas com tripomastigotas e incubadas por 24 horas para posterior coleta do 
sobrenadante. Citocinas (IL-12, IL-10 e TNF-α) e quimiocinas (RANTES, MCP-1, MIP-1α 
e MIG) foram avaliados por ELISA. Níveis de nitrito foram detectados utilizando método 
de Griess. A produção de IL-10 foi significantemente maior pelas células do sangue total 
em relação ás células mononucleares (p<0,05). Entretanto, não houve diferença estatística 
quanto aos níveis de IL-12 e TNF-α produzidos pelos dois grupos de células. Células do 
sangue total sintetizaram altos níveis de RANTES, Mig, MCP-1, MIP-1α e nitrito 
comparado aos níveis detectados nos sobrenadantes das culturas de células mononucleares, 
havendo aumento significativo dos níveis de IL-10, TNF-α e Mig   sintetizados por aquelas 
células (p<0,05). Estes dados sugerem que monócitos e neutrófilos agem de forma distinta 
quando estimulados com tripomastigotas. Estas diferenças podem influenciar nos eventos 
iniciais da imunidade anti-T. cruzi, bem como na modulação da resposta imune adptativa. O 
evento final dependerá das propriedades biológicas de cada molécula e a interação entre 
elas. 
 
Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi; quimiocinas; citocinas;resposta imune inata 
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ABSTRACT 
 
The Innate Immune Response is the first mechanism of protection against Trypanosoma 
cruzi. Interaction of inflammatory cells with parasite molecules tiger trypanocidal 
molecules and regulation products that modulate adptative immune response. The 
objective: this work analyzed the role developed by proteins synthesized for the whole 
blood cells (WBC) and mononuclear cells (PBMC) after interaction with trypomastigotes 
of Y strain of T.cruzi. Material and Methods: Trypomastigotes of Y strain were obtained 
from VERO cells maintained in RPMI-1640 supplemented. The blood of 16 seronegatives 
individuals for Chagas’ disease was harvest and processed to culture. PBMCs  were 
separated by Ficoll-Hipaque gradient. After resuspension in the same medium, they were 
plated in 24-well plates and cultured with medium alone or 5 parasites/cell for 24 hours. 
Then, supernatants were colleted. Cytokines (IL-12, IL-10 and TNF-α) and chemokines 
(RANTES, MCP-1, MIP-1α e Mig) were measured by ELISA. Nitric Oxide (NO) was 
determined by Griess’ method. The absorbance was read at 540 nm. Results were analyzed 
with Statview for windows, Mann-Withney and Wilcoxon test. Differences were 
considered statistically significant at P values < 0,05. 
Results: Interleukin-10 was produced at high levels by WBC compared with PBMC. WBC 
produced significant high levels of IL-10 after incubation with trypomastigotes . Production 
of TNF-α, was significant higher on both PBMC and WBC after addiction of  
trypomastigotes. Significant increase in the levels of IL-12 production was observed only 
on PBMCs after T. cruzi  stimulation. 
Determination of the levels of chemokines produced by PBMCs and WBC in the presence 
or the absence of trypomastigotes 
Addiction of trypomastigotes in the cells’ culture induced increase of the MIG’s levels 
produced on WBC. The presence of trypomastigotes in the culture of PBMC or WBC did 
not induce significant increase in the production of RANTES, MCP-1 and MIP-1 α. 
Nitrite levels in culture of PMBC and WBC in the presence or absence of trypomastigotes 
Mononuclear cells and WBC did not produce significant levels of nitrite in the presence  of 
trypomastigotes. However, when analyzing the nitrite’s levels produced by PBMC of each 
individual, it is observed that addiction of the parasite in the culture can induced a 
increasing in the levels produced by this cells. Conclusion: Surface’s molecules of the T. 
cruzi can be inducing the production of cytokines and chemokines by cells of the innate 
immune response probably through the activation of Toll-Like Receptors (TLR). 
The ability to induce IL-12 and TNF-α may contribute to the direction of adaptative 
immune response toward to Th1.  
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INTRODUÇÃO 1 

 2 

1.1 - Trypanosoma cruzi 3 

 Trypanosoma cruzi é um protozoário hemoflagelado da família 4 

Trypanosomatidae, causador da doença de Chagas, zoonose que acomete 16 milhões de 5 

pessoas na América Latina (Brasil. Ministério da Saúde. 2004). Os vetores são 6 

triatomíneos que se infectam ao sugar o sangue de animais contaminados pelo parasito. 7 

Parte do ciclo vital desse protozoário ocorre no triatomíneo e a outra parte no hospedeiro 8 

vertebrado infectado. O ciclo evolutivo de T. cruzi envolve formas proliferativas e formas 9 

altamente diferenciadas com capacidade infectante (Chagas, 1909). Nos triatomíneos 10 

ocorrem as formas esferomastigotas, epimastigotas (proliferativas) e tripomastigotas 11 

metacíclicas. Estes últimos são eliminados junto às fezes após o repasto do inseto vetor e 12 

penetram o hospedeiro através da pele lesada ou mucosas. Chegam ao interior das células 13 

onde ocorre a diferenciação em amastigotas, que por proliferação, formam ninhos.  Após a 14 

diferenciação em tripomastigotas, ocorre a ruptura da célula parasitada e a liberação dos 15 

parasitos no meio extracelular (Brenner & Andrade, 1979).  16 

A primeira diferenciação do parasito no inseto vetor ocorre no estômago, onde 17 

o tripomastigota transforma-se em epimastigota poucas horas após a ingestão. A segunda 18 

diferenciação do parasito no tubo digestivo do vetor se dá quando os epimastigotas se 19 

transformam em tripomastigotas metacíclicos, sendo esta a forma infectante para o 20 

hospedeiro vertebrado (De Souza, 2000; Carlier, Torrico, 2003).  21 

Os triatomíneos apresentam larga variedade de hospedeiros como gambás, 22 

cachorros, gatos, tatus, cabras, ovelhas, que servem como reservatório da doença (Dias, 23 

Laranja, Nóbrega, 1945; Pessoa, 1958; Coura, 1966), o que pode tornar difícil a completa 24 

erradicação da doença de Chagas (Dias, 2000).  25 
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 T. cruzi está entre os mais bem sucedidos parasitos intracelulares. Poucos 1 

protozoários patogênicos comparam-se a ele em termos de virulência e capacidade de 2 

infectar vários tipos celulares (Ramirez e cols , 1998). 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

Figura 01- Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi.Acesso:www.who.int/tdrdiseaseschagas.  17 
 18 

1.2 - Aspectos da doença de Chagas. 19 

A doença de Chagas caracteriza-se por apresentar duas fases clínicas: fase 20 

aguda e fase crônica. A fase aguda é determinada pela presença de tripomastigotas no 21 

sangue do paciente e possui duração variável tanto na infecção humana quanto na 22 

experimental (Prata, 1994). Pode apresentar sinal de porta de entrada aparente como o 23 

Sinal de Romanã (edema ocular bipalpebral unilateral) ou Chagoma de Inoculação. Esta 24 

fase da doença é caracterizada pelo aparecimento de uma miocardite, sendo detectada na 25 

maioria das vezes através de eletrocardiograma. 26 
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O quadro inflamatório nos diversos órgãos apresenta relação com a presença de 1 

parasitos (ruptura dos ninhos de amastigotas), com predominância de células 2 

mononucleares próximas das células parasitadas rompidas. A inflamação tende à diminuir 3 

após a fase aguda (Andrade, 2000).  4 

Passada a fase aguda aparente ou inaparente, o paciente entra então na fase 5 

crônica da doença caracterizada pela virtual escassez de parasitos no sangue ou nos 6 

tecidos, sendo detectados por técnicas imunohistoquimica ou de amplificação de DNA do 7 

parasito (Jones e col., 1993; Vago e col., 1996; Lages-Silva e col., 2001).  8 

A fase crônica apresenta as seguintes formas clínicas: indeterminada, cardíaca, 9 

digestiva ou mista, sendo a indeterminada a mais freqüente. Nesta fase, que pode durar de 10 

10 a 30 anos, os pacientes apresentam exames sorológicos e de xenodiagnósticos positivos 11 

na ausência de parasitemia patente. Ocorre ausência de sinais característicos em exames 12 

radiológicos eletrocardiográficos convencionais (Prata, 1994; Andrade, 2000, Prata, 2001). 13 

Nas outras formas clínicas da fase crônica, surgem sintomas relativos a lesões irreversíveis 14 

no coração, esôfago e /ou cólon, mesmo que a quantidade de parasitos seja escassa 15 

(Andrade, 1979; 1983; Brener, Z. e Krettli, A. U. 1990).  16 

Como citado anteriormente, na doença de Chagas, T. cruzi desenvolve nos 17 

hospedeiros vertebrados dois estágios do seu ciclo de vida que são biológica e 18 

morfologicamente distintos, com capacidade de ativar moléculas e células do sistema 19 

imune. Os tripomastigotas extracelulares são formas flageladas e não proliferativas, que 20 

circulam no sangue e são alvos potenciais de anticorpos e da lise mediada por 21 

complemento, assim como, da fagocitose e morte por fagócitos ativados. Vários grupos já 22 

mostraram a presença de anticorpos anti-T. cruzi em pacientes e modelos experimentais 23 

(Brener, Z.; Gazzinelli, R.T. 1997),   o que demonstra a importância no controle da 24 

infecção (Aliberti, e cols, 1999; Teixeira, e col,. 2006). Ao penetrar nas células do 25 

hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas (forma 26 
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replicativa do parasito) no citoplasma da célula hospedeira formando pseudocistos. Nesta 1 

forma intracelular o sistema imune reconhece preferencialmente a célula infectada através 2 

de epítopos do parasito apresentados no contexto do complexo de histocompatibilidade 3 

principal (CHP). Os linfócitos T CD8+ citotóxicos (CTLS) ao reconhecerem antígenos do 4 

parasito, controlam a replicação do parasito destruindo a célula infectada. As células T 5 

CD8+ e células denominadas natural killers (NK) participam da imunidade adaptativa e 6 

inata, respectivamente, e utilizam mecanismos similares para a destruição de seus “alvos”, 7 

embora exista o envolvimento de receptores distintos e da regulação da expressão de 8 

moléculas citolíticas, que é constitutiva nas células NK, mas regulada nas CTLs. As CTLs 9 

e as NK podem destruir seus “alvos” tanto pela liberação por exocitose de constituintes dos 10 

grânulos citolíticos, como a perforina e as granzimas, como pelo engajamento de 11 

receptores de superfície celular, tais como os membros da família dos receptores do fator 12 

de necrose tumoral (TNFR), incluindo o CD95 (ou Fas) (revisado por Lieberman, 2003). 13 

Outra função crucial das células T CD8+ é a produção de interferon gama (IFN-14 

γ), citocina essencial para a atividade protetora destas células (revisto por Tarleton, 1991).  15 

Citocinas do perfil Th1, como IFN-γ, estão freqüentemente associadas à 16 

resistência a doenças parasitárias, como a doença de Chagas e a leishmaniose, entre outras 17 

(Brandonisio e col,, 2001; Laucella e col., 2004; Dessein e col., 2004; Filisetti e col., 2004; 18 

Mary e col 1999). Estas citocinas inflamatórias podem ativar fagócitos a produzirem 19 

substâncias oxidantes, como o óxido nítrico (NO), que levam à destruição do parasito 20 

(revisto por Silva, Machado, Martins, 2003). A associação de IFN-γ e fator de necrose 21 

tumoral alfa (TNF- α) induz a ativação da enzima sintase induzível de óxido nítrico (iNOS) 22 

que catalisa a reação de produção de óxido nítrico na infecção pelo T. cruzi (Chandrasekar 23 

e col., 1998). 24 

IFN-γ e TNF-α modulam a expressão de outro grupo de moléculas, as 25 

quimiocinas, também envolvidas no recrutamento celular e no controle do parasitismo de 26 
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macrófagos pelo T. cruzi (Aliberti e cols., 2001). Porém, na fase crônica da infecção 1 

chagásica, este perfil de citocinas pode estar contribuindo para a formação das lesões da 2 

fase crônica (Fresno e col., 1997; Bahia-Oliveira e col., 1998; dos Santos e col., 2001, 3 

Gomes e col., 2003). 4 

Vários trabalhos têm mostrado a participação não somente das células T CD8+, 5 

mas também das células T CD4+ e das células B, no aumento da sobrevida assim como no 6 

controle do parasitismo, durante a infecção chagásica (Tarleton, R. L.1990; Tarleton, R. L. 7 

e cols, 1992; Tarleton, R. L. e cols. 1994; Tarleton, R. L. e cols. 1996; Rottenberg e 8 

col.,1993; 1995; Kumar e Tarleton, 1998) . As células T CD4+ direcionam e potencializam 9 

mecanismos efetores, incluindo a mudança de isotipos de anticorpo, e ativação de fagócitos 10 

e células T CD8+. Estas últimas são capazes de reconhecer as células infectadas e destruí-11 

las, passando a ser um importante mecanismo efetor no controle do parasitismo. Alguns 12 

trabalhos propõem que na fase crônica da doença de Chagas, as células CD4+ respondam 13 

de forma deletéria contra antígenos próprios, desencadeando reações inflamatórias de 14 

cunho auto-imune, sendo estas responsáveis pela manutenção da intensa miocardite 15 

crônica (Ribeiro dos Santos e cols., 1991; Dos Santos e cols., 1992; 2001). No entanto, em 16 

pacientes cardiopatas crônicos, a miocardite é formada principalmente pelas células T 17 

CD8+ (Reis e col., 1993a; Higuchi e col., 1993; 1997; D D Reis., 1993). 18 

1.3 – O processo de adesão e invasão de T.cruzi na célula hospedeira 19 

A interação T. cruzi-célula hospedeira inicia-se com a adesão do parasito à 20 

superfície celular da mesma, entretanto, nem todos os parasitos que estão aderidos a essa 21 

superfície permanecem fixos a ela. O grau de adesão varia de acordo com a cepa do 22 

parasito, com a forma evolutiva (nem todas as formas evolutivas aderem na célula 23 

hospedeira) e com o tipo celular hospedeiro (de Carvalho, T. U. 2008). 24 

O processo de adesão e invasão da célula hospedeira pelo parasito envolve a 25 

participação de diversas moléculas de superfície do parasito ancoradas em moléculas GPI 26 
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(glicosilfosfatidilinositol) de membrana (Previato e col, 1985; Yoshida e col, 1989; 1 

Schenkman e col, 1993; revisão em Acosta Serrano e col, 2001). 2 

Formas tripomastigotas de T. cruzi, não sintetizam ácido siálico, (Schauer e 3 

col., 1983), mas possuem glicoproteínas de ação enzimática localizadas na superfície da 4 

membrana denominadas transialidades responsáveis pela captação deste ácido siálico na 5 

célula hospedeira através de moléculas do tipo mucinas ligadas por âncora de GPI na 6 

superfície do parasito (Previato e col, 1985; Yoshida e col, 1989; Schenkman e col, 1993; 7 

revisão em Acosta Serrano e col, 2001). Este fenômeno é importante para o processo de 8 

interação com a célula hospedeira e interiorização do parasito (Rodriguez e col.,1999). 9 

Existe uma família de moléculas presentes na superfície do parasito 10 

denominada Tc85 que participa do processo de invasão celular. Esta molécula pertence a 11 

uma família multigênica, com pelo menos alguns componentes envolvidos no processo de 12 

adesão do parasito na célula hospedeira com a laminina (Abuin e col., 1989; Giordano e 13 

col., 1994). As moléculas Tc85 presentes na superfície do T. cruzi, ao se ligarem a 14 

receptores específicos na membrana das células hospedeiras, promovem alterações do 15 

citoesqueleto e facilitam a entrada do parasito (Magdesian e col., 2001). 16 

Diversos tipos de carboidratos podem estar envolvidos no processo de adesão e 17 

invasão da célula hospedeira pelo T. cruzi  (revisão em  Zingales & Colli, 1985), sendo que 18 

além de lipopeptidiofosfoglicana (LPPG), foram descritos sialoglicolipídios, lipídios 19 

sulfatados em epimastigotas (Petry e col, 1987) e glicoinositolfosfolipídios (GIPLs) em 20 

formas tripomastigotas (Heise e col., 1996, Ropert e col., 2002). 21 

A LPPG é um glicosilinositolfosfolipíde extremamente abundante na superfície 22 

de epimastigotas (Alves & Colli, 1975), sendo o primeiro a ser isolado em 23 

tripanosomatídios (Lederkremer, e col., 1976; 1980). A LPPG também é encontrada em 24 

tripomastigotas metacíclicos, embora em menor quantidade e somente em 15% da 25 

população de parasitos (Golgher e col., 1993). É considerada uma 26 
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glicoinositolfosfoceramida (Lederkremer e col., 1978) e acredita-se que o componente 1 

ceramida esteja envolvido na capacidade de bloquear a ativação de células T (Gomes e 2 

col., 1995; Lopes & Dos Reis, 1996). 3 

A cruzipaína está relacionada com a invasão de células pelo T. cruzi 4 

(Scharfstein e col., 2000). Em epimastigotas, a cruzipaína parece estar ligada a processos 5 

de degradação, com localização no sistema endossomal-lisossomal (Murta e col., 1990), 6 

mas em tripomastigotas foi descrita como tendo papel na adesão (Souto-Padrón e 7 

col.,1990) e invasão  celular (Meirelles e col., 1992). 8 

Existe uma molécula sensível a tripsina denominada Tc-tox que está envolvida 9 

no mecanismo de escape do parasito do vacúolo parasitóforo (revisão em Andrews, 2002).  10 

As gp82 são moléculas encontradas em tripomastigotas metacíclicos e 11 

relacionadas com invasão desta forma evolutiva (Ramirez e col., 1993). A gp82 liga-se à 12 

célula hospedeira, induzindo um aumento da concentração de cálcio intracelular (Dorta e 13 

col., 1995; Yoshida e col., 2000). 14 

A gp90 é uma proteína N-glicosilada, (Yoshida e col., 1990) com âncora de 15 

GPI, (Shenkman e col.,1988; Guther e col., 1992) também relacionada com a invasão da 16 

célula hospedeira por formas tripomastigotas metacíclicas (Yoshida e col.,1990). 17 

Além destas moléculas de superfície podemos citar várias outras que podem 18 

estar participando do processo de invasão (Shenkman e col., 1991; Araújo Jorge e col., 19 

1992) como algumas moléculas da superfamília das transialidases (Moody e col., 2000; 20 

Turner e col., 2002). Entre as glicoproteínas podemos citar gp83 (Villalta e col., 2001) e gp 21 

35/50 (RUIZ e col., 1998) que estão ancoradas à âncoras de GPI.  22 

 As glicoproteínas de superfície de T. cruzi são importantes para mobilização de 23 

cálcio intracelular, tanto no parasito quanto na célula hospedeira, sendo este fenômeno de 24 

grande importância para o processo de interiorização de T. cruzi. A capacidade do parasito 25 

de invadir células hospedeiras e mobilizar cálcio intracelular varia entre as populações de 26 
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T. cruzi. A diversidade de glicoproteínas na membrana do parasito pode estar relacionada 1 

com a habilidade de invasão de células (Ruiz, e col., 1998; Neira e col., 2002 ). 2 

 3 

1.4 - Fatores do hospedeiro envolvidos no controle da infecção e na 4 

patogênese da doença de Chagas 5 

O óxido nítrico (NO) é o produto de diferentes tipos celulares em mamíferos, 6 

com funções importantes na homeostase e na defesa do hospedeiro. Possui ação citostática 7 

e vasodilatadora durante o processo de reparos e cicatrização regulando a proliferação e 8 

diferenciação de diversos tipos celulares (revisão em Schwentker e col., 2002). O NO é 9 

resultante da ação da enzima NO sintase (NOS) sobre a L-arginina. 10 

O óxido nítrico tem potente ação tripanocida isoladamente ou em associação 11 

com a água oxigenada (Oliveira e col., 1997). Os agentes fisiológicos que regulam a 12 

síntese de NO podem ser divididos em três classes: 1) Agonistas que atuam rapidamente, 13 

ativando a síntese de NO em poucos minutos, principalmente através da NOSc; 2) 14 

Indutores que atuam gradualmente ativam a síntese de NO após algumas horas e 3) 15 

Agentes que suprimem a síntese de NO ( Moncada, 1992; Nathan 1992). Este grupo de 16 

indutores que atuam de forma gradual é principalmente constituído por citocinas. 17 

A NOS é expressa em três formas funcionais: a constitutiva, representada pela 18 

Óxido Nítrico Sintase endotelial (eNOS), Óxido Nítrico Sintase neuronal (nNOS) e a 19 

Óxido Nítrico Sintase induzida (iNOS). As duas primeiras são dependentes de Ca2+ e agem 20 

por curtos períodos de tempo em diferentes tipos celulares, como o endotélio e neurônio. A 21 

iNOS produz NO por longos períodos, tem atividade independente de Ca2+ e é expressa em 22 

resposta a estímulos apropriados sobre macrófagos, neutrófilos, células musculares lisas 23 

vasculares, cardiomiócitos e células de Schwamn (Nathan, 1992). 24 

Utilizando-se bloqueadores específicos para a enzima iNOS, observa-se a 25 

inibição da atividade tripanocida dos macrófagos de camundongos in vitro e in vivo. 26 
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Gazzinelli e col., (1992).; Vespa e col., (1994). Munhoz-Fernadez e col., (1992) sugeriram 1 

que algumas citocinas como interferon-gama (IFN-γ) e fator de necrose tumoral (TNF-α) 2 

estariam envolvidos com a atividade tripanocida de macrófagos de camundongos BALB/c 3 

através de uma mecanismo NO-dependente. 4 

As citocinas apresentam grande importância no curso da infecção da doença de 5 

Chagas (Silva e col., 1992). No ser humano, a resposta imune anti-T.cruzi demonstra que o 6 

padrão da infecção pelo T. cruzi é determinada pela larga extensão de citocinas produzidas 7 

em resposta ao parasito (Silva e col., 1995; Silva e col., 1998; Aliberti e col., 1996; Martins 8 

e col., 1999).  T. cruzi replica-se intracelularmente e pode infectar diferentes tipos de 9 

células sangüíneas, incluindo macrófagos. O aumento dos níveis de citocinas inibe a 10 

replicação do parasito em macrófagos e parece influenciar no resultado da infecção. IFN-γ 11 

é a principal citocina da resposta Th1, com notável capacidade de ativar macrófagos e 12 

inibir replicação intracelular do parasito e a sua produção se dá logo após a adesão e 13 

invasão do parasito na célula hospedeira (Cardillo, 1996; Aliberti e col., 2001).  14 

Outras citocinas como IL-4 (padrão Th2), TGF-β e IL-10 possuem ação anti-15 

inflamatória e são capazes de inibir a ativação dos macrófagos induzidos por IFN-γ, 16 

inibindo tanto a liberação dos metabólicos tóxicos quanto a diferenciação de células Th1, 17 

caracterizando um parasitismo sustentado (Reed e col., 1994; Abrahamsohn, 1998; 18 

Brodskyn & Barral-Neto, 2000).  19 

Uma série de evidências tem demonstrado que a imunidade inata age como um 20 

componente-chave da resistência do hospedeiro contra protozoários, controlando seu 21 

crescimento durante a fase aguda (tripomastigota) da infecção. As células (NK) 22 

desempenham um papel importante nessa fase, influenciando no desenvolvimento da 23 

imunidade celular adquirida (Scott & Trinchieri, 1995). Muitos protozoários induzem a 24 

ativação de células NK em hospedeiros infectados, o que tem sido demonstrado pelo 25 

aumento da atividade lítica das células do hospedeiro contra alvos sensíveis à ação de 26 
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células NK (células K 562 ou NC-37, por exemplo), pelo aumento do número de 1 

populações linfocitárias exibindo marcadores característicos das células NK (CD 16, CD 2 

56, CD 69 no homem). No camundongo, esse aspecto foi também observado pela indução 3 

da síntese de IFN-γ em animais deficientes em células T (Scharton-Kersten, 1995; 4 

Stevenson e col., 1997).  5 

O processo inflamatório tem início após a infecção, caracterizado pela presença 6 

multifocal de infiltrado inflamatório no tecido e recrutamento de células mononucleares, 7 

que normalmente ficam aderidas aos cardiomiócitos e induzindo a miocitolise, e 8 

freqüentemente levando a fibrose intersticial. Embora o parasitismo de tecido seja raro na 9 

fase crônica da infecção, pode haver a produção de antígenos em decorrência da presença 10 

do parasito, resultando em uma resposta imune (Cabral, H.R., e cols.2002,). 11 

Em cada fase da doença de Chagas, existe uma resposta imune específica com 12 

repertório de células, citocinas e outras substâncias, que reduzem a carga parasitária, 13 

auxiliando na defesa do organismo, mas que podem estar envolvidos no desenvolvimento 14 

da patologia. Em conseqüência disto, têm sido realizados muitos trabalhos, principalmente 15 

experimentais, buscando a compreensão dos mecanismos envolvidos na resposta do 16 

hospedeiro frente à infecção (Janeway, 2001). 17 

No início da infecção experimental são observados eventos de caráter clínico 18 

desencadeados pela imunidade inata do hospedeiro, como hepatoesplenomegalia, 19 

linfadenopatia regional, atrofia dos linfonodos mesentéricos e do timo (Ferreira, e col., 20 

2002). Essas alterações são acompanhadas pela ativação policlonal de linfócitos T e B, 21 

hipergamaglobulinemia, seguido por uma imunossupressão da resposta linfocitária e 22 

aumento de processos de apoptose (revisão em Brener & Gazzinelli, 1997; Dos Reis, 23 

1997). O principal papel desenvolvido pela resposta imune no início da infecção é reduzir 24 

e controlar a replicação do parasito através de uma resposta imune efetiva (Lopes e Dos 25 

Reis, 1994).   26 



 23 23 

Os mecanismos imunológicos relevantes tanto para a resistência como para a 1 

patogênese da doença de Chagas são inúmeros e não estão completamente esclarecidos,  2 

envolvendo muitos tipos celulares e mediadores da imunidade inata e adaptativa. De fato, a 3 

infecção pelo T. cruzi ocasiona diversas alterações na homeostasia do sistema imune do 4 

hospedeiro, e a infecção experimental murina pelo T. cruzi tem sido a maior fonte de 5 

conhecimento sobre a sua imunobiologia. As alterações clássicas da infecção experimental 6 

incluem a ativação policlonal de linfócitos B e T em órgãos linfóides secundários, a 7 

hipergamaglobulinemia, e a imunossupressão a antígenos homólogos e heterólogos 8 

(Minoprio e col., 1986; Minoprio e col., 1989). 9 

Quimiocinas são uma superfamília de pequenos polipepitídeos, sendo que a 10 

maioria apresenta cerca de 90 a 130 resíduos de aminoácidos. São as principais moléculas 11 

reguladoras do tráfego leucocitário. São responsáveis pela orientação, pelo processo de 12 

quimiotaxia, pela migração dos leucócitos, ativação de respostas inflamatórias e 13 

participação em outras funções, incluindo a regulação do crescimento dos tumores através 14 

de quatro mecanismos moleculares: 1) antígenos associados aos tumores, 2) resposta 15 

imunológica específica às células tumorais, 3) estimulação da proliferação das células 16 

tumorais e 4) moléculas relacionadas à metástase (Aliberti e col., 2001). Podem ser 17 

agrupadas dentro de quatro principais subfamílias, caracterizadas pela posição de dois 18 

resíduos conservados (domínios) de cisteínas: CXC, CC, C e CXXXC. Os receptores de 19 

quimiocinas pertencem a uma superfamília de rodopsina ligada à proteína G. Cada receptor 20 

tem a capacidade de se ligar a mais de uma quimiocina dentro de uma subfamília. Até o 21 

presente momento 18 receptores tem sido descrito (cinco receptores CXC, 11 CC, 1 C e 1 22 

CXXXC). 23 

Estes receptores possuem algumas características em comum, como: domínios 24 

transmembrana, dobras intra e extracelulares, extremidade citoplasmática C-terminal 25 
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contendo um sítio de fosforilação de serina e treonina, e uma extremidade N-terminal 1 

extracelular (Machado e col., 2000).  2 

Certas quimiocinas como RANTES (Regulated upon Activation Normal T cell 3 

Expressed and Secreted), MCP-1 (Proteína quimiotática de macrófagos-1) e MIP-1α 4 

(Proteína inflamatória de macrófagos-1 alfa) podem ser importantes moduladores da 5 

resposta inflamatória e do controle da doença de Chagas. Muitas aparentam engatilhar a 6 

síntese de citocinas pró-inflamatórias, induzindo a produção de NO por macrófagos 7 

durante a infecção por T. cruzi in vitro (Aliberti e col., 1999; 2001). Devido a seu papel de 8 

atração de células para o sítio da lesão, são consideradas muito importantes no processo de 9 

defesa do hospedeiro (Deng e col., 2003). 10 

Imunidade Inata pode ser rápida e não específica, não exige  exposição prévia ao 11 

patógeno, não é modificada por exposições repetidas ao patógeno. Apesar de cada sistema 12 

possuir fatores solúveis e elementos celulares próprios, existe a necessidade de atuação em 13 

conjunto para a máxima eficácia na defesa.  14 

Uma das moléculas envolvidas no reconhecimento são chamados de Receptores 15 

do tipo Toll (TLR). Eles são responsáveis pelo reconhecimento de moléculas específicas 16 

de patógenos (PAMPs), o que representa um importante mecanismo de resistência na 17 

infecção e na modulação da resposta imune inata para adaptativa (Petersen, C.A 2005). 18 

 A resposta imunológica adquirida envolve anticorpos e receptores de linfócitos 19 

T originados de expansão clonal contribuindo para o desenvolvimento da resposta eficiente 20 

contra os agentes infecciosos. Já os receptores do tipo Toll são expressos constitutivamente 21 

pelas células do hospedeiro e estão relacionados com uma resposta imediata a agentes 22 

infecciosos, combatendo a infecção até que resposta adquirida se desenvolva. (Underhill, 23 

D.M 1999). 24 

Seus mecanismos são rápidos, fixos em seu modo de ação e efetivos em 25 

interromper a maioria das infecções em um estágio precoce, no entanto, nem sempre têm a 26 
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capacidade de eliminar a infecção. Suas características são aquelas que ele apresenta por 1 

toda vida, não tendo especificidade nem memória. As células e as moléculas da imunidade 2 

inata identificam classes comuns de patógenos e as destroem com mecanismos que 3 

resistiram ao teste do período evolutivo e são continuamente úteis (Parham, 2001). 4 

Os componentes da imunidade inata são barreiras mecânicas, produtos 5 

secretados, além de incluir fagócitos mononucleares e células Natural Killer (NK). Nesse 6 

também são incluídas proteínas como os componentes do complemento, os quais são dito 7 

ser moléculas solúveis porque estão dissolvidas nos fluidos corporais, ao invés de estarem 8 

associadas ou estocadas em células (Wood; Austyn, 1993). 9 

A resposta imune inata não só exerce uma função protetora importante, como 10 

também serve para iniciar e regular a subseqüente resposta imune adquirida (Abbas; 11 

Lichtman; Pober, 2002). 12 

O sistema imune inato é uma forma antiga e geral de discriminação de perfis 13 

moleculares. O reconhecimento imune inato depende de um número ilimitado de 14 

receptores. Esses receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) estão envolvidos no 15 

reconhecimento de padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs) (Janeway, 16 

2002) alguns autores identificaram os perfis de ligantes endógenos para estes receptores. 17 

Essa foi uma das maiores descobertas e levou à afirmação que tais ligantes seriam os 18 

padrões complementares originais (Seong e Matzinger, 2004) enquanto que os PAMPs de 19 

patógenos apenas tem o sinergismo de uma atividade referenciada no organismo. 20 

Existem os componentes clássicos da imunidade inata, como células dendríticas 21 

(DC), macrófagos e células NK que parecem ter um papel crucial na imunidade parasitária 22 

e principalmente a anti-T. cruzi. Além disso, existem diferentes moléculas de superfície do 23 

parasito têm sido identificadas como indutoras da imunidade inata, dentre elas destacam-se 24 

as âncoras de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), as GPI ligadas covalentemente às 25 
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glicoproteínas semelhantes a mucinas, as GPI-mucinas, e a enzima trans-sialidase (TS) 1 

(Gazzinelli e Denkers, 2006). 2 

A ativação de receptores TLR utiliza uma via de transdução de sinal que 3 

consiste no recrutamento de várias proteínas intracelulares  (MyD88, IRAK e TRAF-6) 4 

que vão desencadear as vias JNK e ERK da cascata MAPK,  envolvidas na ativação dos 5 

factores de transcrição AP-1 e NF-кB (nuclear factor кB), favorecendo a expressão de 6 

genes envolvidos na resposta inflamatória (Abbas &  Lichtman, 2002).  7 

O NF-кB é um fator de transcrição que é ativado em resposta a sinais de TCR e 8 

que é essencial na síntese de citocinas (Abbas e Lichtman, 2002). As proteínas NF-кB são 9 

importantes na transcrição de muitos genes em vários tipos de células, particularmente nas 10 

células do sistema imunitário (Abbas e Lichtman, 2002).  11 

       A ativação das APCs via os TLRs 2, 4, 6 e 9 levam à indução de genes de 12 

citocinas pró-inflamatórias como TNF, IFN-γ, IL-12, controlando a replicação do parasito 13 

(Campos e Gazzinelli, 2004) 14 

Cada TLR liga-se uma variedade de PAMPs que funcionam como marcadores 15 

moleculares de agentes patogênicos. Até agora, 11 membros da família TLR (TLR1-16 

TLR11) foram identificados em mamíferos. TLR1, TLR2, TLR6, TLR4 e TLR5 17 

(localizados na membrana plasmática) e TLR3, TLR7, TLR9 (localizados na superfície 18 

celular). O TLR2 está envolvido na resposta a uma grande variedade de bactérias que 19 

incluem os componentes destes microrganismos a camada de peptideoglicanos. Outro tipo 20 

de receptor o TLR3 reconhece dsRNA, que é um produto viral e o TLR9 que reconhece 21 

material  encontrado no genoma de bactérias e vírus, mas não de vertebrados. O TLR7 22 

reconhece compostos farmacêuticos de nome Imiquimod (também conhecido como 23 

Aldara, R-837 ou S-26308) e Resiquimod (também conhecido como R-848 ou S-28463) 24 

(Kanae & Hiroaki, 2006). 25 
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A resposta imune é geralmente classificada em três grupos. Os membros do 1 

TH-1 inclui as interleucinas que são produzidas pelos macrófagos, monócitos e células 2 

dendríticas e todos estas presentes na Imunoglobulina (Ig). Os membros do TH-2 estão 3 

associados as moléculas dos patógenos (LPS, peptidodeoglicanos, etc). Um terceiro TH-3 é 4 

constituído por proteínas que são exclusivamente citosólicas. Os receptores (TLR) 5 

sinalizam o sistema imunológico contra microorganismos invasivos tanto para a imunidade 6 

inata e adaptativa em invertebrados e vertebrados (Taro e Shizuo, 2005). Trabalhos 7 

recentes demonstraram que a participação do receptor TLR-4 na resistência à infecção pelo 8 

T. cruzi (Oliveira e col., 2004). Os mecanismos responsáveis pela maior resistência dos 9 

animais que expressam a molécula TLR- 4 em resposta  a cepa Y de T. cruzi depende da 10 

produção in vivo e in vitro das citocinas sabidamente envolvidas na resposta imune ao 11 

parasito (Lonsdale-Eccles e col., 1995).  12 

É importante destacar o papel do fator diferenciação mieloide (MyD88), que é 13 

uma proteína essencial para a função de TLRs, é importante no controle da parasitemia e 14 

da infecção em relação ao  T. cruzi  (Campos & Gazzinelli., 2004).  15 

Componentes clássicos da imunidade inata, como células dendríticas (DC), 16 

macrófagos e células NK parecem ter papel crucial na imunidade anti-T. cruzi. Além disso, 17 

diferentes moléculas de superfície do parasito têm sido identificadas como indutoras da 18 

imunidade inata, dentre elas destacam-se as âncoras de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), as 19 

GPI ligadas covalentemente às glicoproteínas semelhantes a mucinas, as GPI-mucinas, e a 20 

enzima trans-sialidase (TS) como já citado no texto anteriormente (revisado por Gazzinelli 21 

e Denkers, 2006). 22 

Diversos estudos vêm demonstrando o envolvimento dos TLRs na infecção 23 

pelo T. cruzi. De fato, na infecção experimental pelo T. cruzi, Campos e colaboradores 24 

(2001) observaram que os macrófagos de camundongos deficientes de TLR2 (TLR2-/-) 25 

não produziam citocinas pró-inflamatórias após estimulação com GPI. T. cruzi possui a 26 
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capacidade de evadir dos mecanismos de defesa da célula hospedeira. Isto pode ser 1 

determinado por alterações imunológicas básicas como apresentação de antígenos e 2 

funções imuno-reguladoras bem como modificações das vias de sinalização celular, 3 

facilitando a evasão da resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro (Sacks & Sher, 4 

2002). O parasito consegue escapar da ação microbicida do macrófago através do 5 

fagolisossomo, modulando o perfil de citocinas secretadas ao nível da transcrição. Existe 6 

uma mucina ancorada em GPI na superfície do parasito denominada AgC10 capaz de se 7 

ligar e induzir a secreção de IL-1β e não IL-12 ou TNF-α que seriam as condições normais 8 

para a defesa contra o parasito (De Diego e col., 1997; Zambrano-Villa e col., 2002). A 9 

gp160, glicoproteína de superfície de tripomastigotas de T. cruzi, inicialmente identificada 10 

por Martins e colaboradores (1985) e posteriormente purificada por Norris e col., (1989), 11 

mostrou-se muito importante na regulação do sistema complemento do hospedeiro. Esta 12 

glicoproteína liga-se a C3b e C4b, bloqueando a formação da cascata por inibição da C3 13 

convertase, enzima central da cascata do complemento (Norris e col., 1991; 1994). 14 

É possível que mecanismos imunológicos envolvidos na interação conjunta de 15 

células do sistema imune, além da susceptibilidade genética diferencial do hospedeiro, gere 16 

uma patologia altamente complexa, impondo dificuldades para o desenvolvimento de 17 

vacinas e imunoterapias eficientes. O desenvolvimento de estratégias terapêuticas visando 18 

a regulação da funcionalidade celular e da modulação de componentes inflamatórios, 19 

associado às drogas anti-parasitárias, seriam alvos importantes no tratamento da doença de 20 

Chagas. Sendo assim, conhecer os fenômenos decorrentes da interação de formas 21 

tripomastigotas do Trypanossoma cruzi com células da resposta imune inata tem grande 22 

importância para o entendimento dos primeiros eventos da relação parasita hospedeiro. 23 

No parasito T. cruzi, já identificaram, que os receptores do tipo Toll 2 reconhecem a ancora 24 

(glicosilfosfatidilinositol) GPI dos protozoários, ou seja, os gligolipídeos dominantes na 25 

superfície dos protozoárias. Além disto, estão sendo estudados animais geneticamente 26 
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modificados e deficientes em diferentes receptores do tipo Toll ou alternativamente 1 

moléculas adaptadoras responsáveis pela sinalização desses receptores. Esses estudos, no 2 

modelo experimental, são necessários para comprovar se eles estariam envolvidos 3 

diretamente, no controle da infecção deste parasita ou no desenvolvimento da Doença de 4 

Chagas, já que é de conhecimento que algumas moléculas do sistema imune com atividade 5 

pró-inflamatória são criticas para essa patologia (Hiroaki e col,. 2000).  6 
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2- OBJETIVOS 1 

 2 

2.1- Objetivo Geral:  3 

- Analisar a interação do Trypanosoma cruzi com células da resposta imune inata; 4 

 5 

 2.2 - Objetivos Específicos: 6 

 7 

-Avaliar os níveis de TNF-α, IL-12, IL-10, RANTES/ CCL5, MIG / CXCL9, MCP-8 

1/CCL2 e MIP-1α/CCL3 no sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue 9 

periférico de indivíduos soronegativos para doença de Chagas em reposta à exposição a 10 

formas tripomastigotas vivas de Trypanosoma cuzi;  11 

 12 

- Avaliar os níveis de nitrito no sobrenadante de cultura de células mononucleares do 13 

sangue periférico de indivíduos soronegativos para doença de Chagas em reposta à 14 

exposição a formas tripomastigotas vivas de Trypanosoma cuzi. 15 



 31 

3- JUSTIFICATIVA 1 

 2 

Fatores celulares e moleculares do hospedeiro estão envolvidos na resistência à 3 

infecção por T. cruzi, bem como em processos patogênicos, destacando-se a produção de 4 

quimiocinas, citocinas e de óxido nítrico (Nathan, 1992; Tarleton e col., 1992; Munhoz-5 

Fernandez e col., 1992; Gazzinelli e col., 1992; Petray e col., 1994; Vespa e col., 1994; 6 

Silva e col., 1995; Cardillo e col., 1996; Villalta e col., 1998; Aliberti e col., 1999; Silva, 7 

1999; Scianni, 2001).  8 

Os mecanismos imunológicos relevantes tanto para a resistência como para a 9 

patogênese da doença de Chagas são inúmeros e não estão completamente esclarecidos, 10 

especialmente aqueles envolvendo células da resposta imune inata (GOMES, J.A.S. e cols. 11 

2003) 12 

Sabendo-se da grande importância da relação T. cruzi-célula hospedeira, este 13 

trabalho visa realizar uma análise da interação da forma tripomastigotas da cepa Y de T. 14 

cruzi com células do sistema imune inato, avaliando a resposta de células mononucleares 15 

do sangue periférico e de células do sangue total frente a formas vivas de tripomastigotas , 16 

considerando a síntese de citocinas e quimiocinas (IL-12, TNF-α, IL-10, MIG, MIP-1α, 17 

MCP-1 E RANTES) bem como a produção de óxido nítrico. 18 
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4.0 MATERIAL E MÉTODOS 1 

 2 

4.1 - Obtenção dos parasitos 3 

Formas tripomastigotas da cepa Y foram obtidas através de punção cardíaco em 4 

camundongos infectados cedidos pelo Laboratório de parasitologia da UFTM. O sangue foi 5 

coletado em tubo estéril de 15 mL junto à meio RPMI(GIBCO) suplementado. Fez-se a 6 

centrifugação a 115 g por 5 minutos à temperatura ambiente. Coletou-se o sobrenadante e 7 

centrifugou a 800 g por 20 minutos a 5 ºC. Posteriormente  estes parasitos foram colocados 8 

em cultura de células VERO CCL8s, que foram gentilmente cedidas pela Profa Neide 9 

Maria da Silva da Disciplina de Histologia da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), 10 

utilizados na infecção dos PBMCs. 11 

4.2 - Obtenção e cultivo de células para coleta de sobrenadante 12 

 Foram utilizadas células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e de sangue 13 

total de 16 indivíduos com idade entre 20 e 45 anos saudáveis com sorologia negativa para 14 

doença de Chagas. Estes indivíduos foram convidados a participar deste estudo e 15 

assinaram o termo de consentimento. 16 

O protocolo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa (CEP) / UFTM com 17 

o N° 0905 no ano de 2007. 18 

As populações celulares foram obtidas da seguinte forma: 19 

Foram coletados 10 mL de sangue venoso em presença de heparina (5U de heparina por 20 

mL de sangue) colocados em tubos plásticos cônicos de 50 mL  na presença de Ficoll-21 

Hipaque (PHARMACIA) com densidade de 1,073. Os tubos foram centrifugados a 400 g 22 

por 20 minutos a 18ºC. Após a centrifugação, a capa leucocitária de células 23 

mononucleares, na interface, entre a solução de Ficoll e o plasma, foi coletado com o 24 

auxílio de uma pipeta graduada e transferido para outro tubo cônico de 50 mL. O excesso 25 
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de Ficoll foi removido por centrifugação, lavando-se as células por três vezes, com 30ml 1 

de meio RPMI (GIBCO) incompleto em cada lavagem, a 200 g a 4ºC por 15 minutos. As 2 

células foram ressuspensas em meio RPMI (GIBCO) suplementado com 5% de soro fetal 3 

bovino inativado, com 80 mg/dL de gentamicina e 2β mercaptanol,  para os ensaios de 4 

produção de sobrenadantes a uma concentração de 2 X 106 células/mL. A quantidade de 5 

células obtidas foi determinada por contagem em câmara de Neubauer. A viabilidade 6 

celular foi determinada utilizando-se o teste de exclusão em solução de Turk. Todos os 7 

procedimentos foram realizados em condições estéreis, utilizando-se capela de fluxo 8 

laminar, com exceção da contagem de células, que é realizada por amostragem. 9 

Para a obtenção de leucócitos totais, foram coletados também 10 mL de sangue 10 

venoso em presença de heparina (5U de heparina por mL de sangue) colocados em tubo 11 

plásticos cônicos secos a quantidade de 1,5 mL de sangue total na presença de 6,0 mL de 12 

meio RPMI (GIBCO), os tubos foram centrifugados a 400 g por 20 minutos a 18ºC. Após a 13 

centrifugação, a capa leucocitária do sangue total foi retirada e procedeu-se da mesma 14 

maneira já citada anteriormente, as células também foram ressuspensas em meio RPMI 15 

(GIBCO) suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado, com 40 mg/dL de 16 

gentamicina e 2β mercaptanol,  para obtenção de sobrenadantes a uma concentração de 2 X 17 

106 células/mL. A quantidade de células obtidas foi determinada também por contagem em 18 

câmara de Neubauer e a viabilidade celular também foi determinada utilizando-se o teste 19 

de exclusão em solução de Turk. 20 

As células mononucleares e de sangue total obtidas como descrito acima foram 21 

ressuspendidas a concentração de 2,5x106 parasitos/poço em meio RPMI incompleto e 22 

incubadas por 24 horas em estufa incubadora com atmosfera enriquecida com 5% de CO2. 23 

Um ml da suspensão celular foi distribuído em cada orifício de placa de 24 poços. As 24 

células foram incubadas em presença de formas tripomastigotas vivas de cepa Y do 25 
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Trypanossoma cruzi, por 24 horas em estufa incubadora a 37ºC com atmosfera enriquecida 1 

com 5% de CO2. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em freezer -70ºC, até a 2 

análise.  3 

4.3 - Ensaio Imunoenzimático 4 

As concentrações das citocinas TNF-α / IL-12 / IL10, assim como as 5 

quimiocinas MIG / MCP-1 / MIP-1 α / RANTES foram mensuradas por ELISA do tipo 6 

sandwich. Placas de 96 poços de fundo chato de alta sensibilidade (NUNC – Maxisorp, 7 

Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com 50 µl de anticorpo primário monoclonal  8 

anti TNF- α, anti IL-12, anti IL-10 e  das as quimiocinas MIG / MCP-1 / MIP-1 α / 9 

RANTES em tampão carbonato bicarbonato pH 9,4 por 18 horas a 4°C. Posteriormente, 10 

foram lavadas com PBS/Tween a 0,05 % em lavadora automática, bloqueadas com 200µl 11 

de PBS/BSA 2% (4 horas/temperatura ambiente) e lavados novamente com PBS/Tween 12 

0,05%.  13 

As amostras de sobrenadantes de cultura, diluídas 1:1 em PBS/BSA 2% foram 14 

adicionadas à placas e, paralelamente, realizada a curva padrão com diluição seriada das 15 

respectivas citocinas e quimiocinas recombinantes. As amostras juntamente com a curva 16 

foram incubadas por 18 horas a 4°C. Os poços foram então lavados com PBS/Tween e 17 

distribuídos uma quantidade de  70 µl/poço com o respectivo anticorpo monoclonal 18 

secundário conjugado à biotina, permanecendo por duas horas a temperatura ambiente e 19 

lavando-se subseqüentemente com solução de PBS/Tween. Após esta etapa, foram 20 

pipetados 100µl,  poço de fosfatase alcalina conjugada à estreptavidina em PBS/BSA 2%, 21 

permanecendo por duas horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram 22 

lavadas com PBS/Tween adicionando-se, em seguida, 100µl/poço do substrato indutor de 23 

atividade enzimática p-nitrophenyl fosfato. A absorbância foi mensurada em leitor de 24 

microplacas com filtro de 405 nm (Biorad 2550 Reader EIA., USA).  25 
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4.4 -  Dosagem de Óxido Nítrico 1 

Para dosagem de nitrito utilizou-se reação de Griess (Green et al., 1981), 2 

preparada misturando-se na proporção de 1:1 da solução de sulfanilamida (Sigma) a 1% 3 

com solução de naftilenodiamida (Sigma) a 0,1% ambas em ácido fosfórico 2,5% (Merck, 4 

Brasil). Para dosagem usaram-se 50 µl de sobrenadante de cada poço. A absorbância em 5 

550 nm foi lida (BIORAD) e a concentração de nitrito determinada em referência à curva 6 

padrão de 0,078 a 10·µM de NaNO2.  7 

4.5 - Análise estatística 8 

As variáveis contínuas foram submetidas a testes de normalidade. Foram 9 

aplicados os testes de Mann Whitney ou Kruskal Walis para duas ou três variáveis de 10 

grupo respectivamente. Foi considerado significativo o valor de p <0,05 e os valores 11 

encontrados da mediana. 12 
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5.  RESULTADOS  1 

     2 

O sangue de 16 indivíduos com sorologia negativa para doença de Chagas foi colhido 3 

para fracionamento celular e posterior cultivo. Foram avaliados os níveis de IL-12, IL-10, TNF-α, 4 

MCP-1, MPI-1α, RANTES e MIG, bem como os níveis de nitrito produzidos por células 5 

mononucleares do sangue periférico e de sangue total após a interação ou não com formas 6 

tripomastigotas vivas de T. cruzi. 7 

No sobrenadante de culturas de PBMC sem estímulo com o parasito, os níveis de IL-12 8 

variaram de não detectado a 331 pg/ml com mediana de 105,75 pg/ml. Entretanto, após adição dos 9 

parasitos vivos, os níveis foram significantemente maiores, variando de não detectado a 565 pg/ml 10 

com mediana de 221 pg/ml.  11 

Não houve diferença significativa entre a síntese de IL-12 antes e depois da adição 12 

parasitos vivos nas culturas de leucócitos. Os níveis de IL-12 sintetizados na ausência de estímulo 13 

variaram de não detectado a 221 pg/ml com mediana de 93,3 pg/ml e na presença de formas 14 

tripomastigotas variou de não detectado a 238 pg/ml com mediana de 153 pg/ml na presença. Estes 15 

resultados são mostrados na figura 4. 16 

 17 

  18 
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Figura 4: Níveis de IL - 12 produzidos por células 
mononucleares e leucócitos de indivíduos soro negativos para 
Doença de Chagas, 18 horas após a infecção com as formas 
tripomastigotas. * diferença significativa (p <0,05). A linha da 
horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25 a 
75 % e a linha vertical o percentil de 10 a 90 %.

0

100

200

400

500

IL
-1

2

PBMC SANGUE

T.cruzi

MEIO

*

 1 

 2 

Os níveis de IL-10 sintetizados por células mononucleares cultivadas na ausência de 3 

estímulo com tripomastigotas vivos variaram de não detectado a 3090 pg/ml com mediana de 1470 4 

pg/ml. Nestas mesmas células, após a adição de formas tripomastigotas de T. cruzi os níveis 5 

variaram de não detectado a 1380 pg/ml com mediana de 353 pg/ml. Desta forma, não foi 6 

observado diferença estatística entre os dois grupos.  7 

Nas culturas de células do sangue total houve diferença significativa entre os grupos 8 

com estímulo e sem estímulo prévio, sendo que após a adição de tripomastigotas, os níveis 9 

produzidos variaram de 29,9 pg/ml a 4220 pg/ml com mediana de 946 pg/ml. Em relação á cultura 10 

não estimulada, os níveis variaram de 982 pg/ml a 3670 pg/ml com mediana de 928,5 pg/ml.  11 

Estes resultados são ilustrados na figura 5. 12 
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Figura 5: Níveis de IL - 10 produzidos por células 
mononucleares e leucócitos de indivíduos soro negativos para 
Doença de Chagas, 18 horas após a infecção com 
tripomastigotas. * Sangue total com leucócitos acrescido de 
meio X Sangue total com leucócitos acrescido de meio mais 
tripomastigotas (p <0,05), linha da horizontal representa a 
mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura vertical o
percentil de 10 a 80 %.
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Houve diferença estatística entre os níveis de TNF-α produzidos por células 4 

mononucleares do sangue periférico cultivados na ausência ou na presença de tripomastigotas 5 

vivos. Na ausência de estímulo, os níveis de TNF-α variaram de não detectado a 1480 pg/ml com 6 

mediana de 521 pg/ml. Nestas mesmas células, após a adição de formas tripomastigotas de T. cruzi 7 

os níveis variaram de 262 pg/ml a 3420 pg/ml com mediana de 1555 pg/ml.  8 

Nas culturas de células do sangue total, houve diferença significativa com valores 9 

significativamente maiores após a adição de tripomastigotas, variando de 36 pg/ml a 1590 pg/ml 10 

com mediana de 472 pg/ml, na ausência de estímulo e 262 pg/ml a 3420 pg/ml com mediana de 11 

1555 pg/ml na presença de formas tripomastigotas.  12 

Estes resultados são ilustrados na figura 6. 13 
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 1 
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Verificamos que na cultura de células mononucleares cultivadas na ausência de 3 

estímulo prévio com tripomastigotas vivos, os níveis de MIG variaram de 14,5 pg/ml a 36,6 pg/ml 4 

com mediana de 17,8 pg/ml. Nestas mesmas células, após a adição de formas tripomastigotas de T. 5 

cruzi os níveis foram significantemente maiores, variando de 16,7 pg/ml a 71,9 pg/ml com mediana 6 

de 18,5 pg/ml.  7 

 Nas culturas de células do sangue total, houve diferença significativa entre o grupo 8 

com estímulo e sem estímulo, onde níveis superiores de MIG foram produzidos após a adição de 9 

tripomastigotas, o que variou de 16,2 pg/ml a 71,9 pg/ml com mediana de 19,8 pg/ml na ausência 10 

de estímulo e 18,9 pg/ml a 127 pg/ml com mediana de 34,15 pg/ml na presença de formas 11 

tripomastigotas.  12 

Estes resultados são ilustrados na figura 7. 13 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500
T

N
F

-

PBMC SANGUE

T.cruzi

MEIO

Figura 6: Níveis do TNF- produzidas por células mononucleares 
e leucócitos de indivíduos soro negativos para Doença de 
Chagas, 18 horas após a infecção com tripomastigotas. * 
Diferença significativa (Manm Whitney) (p <0,05), linha da 
horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % 
e a leitura vertical o percentil de 10 a 90 %.
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 4 

A análise dos níveis de RANTES produzidos por células mononucleares mostrou que não 5 

houve diferença estatística entre os grupos estimulados com tripomastigotas e o grupo sem 6 

estímulo. Em culturas de PBMC cultivados na ausência de estímulo, os níveis de RANTES 7 

variaram de 884 pg/ml a 3600 pg/ml com mediana de 2565 pg/ml. Nestas mesmas células, após a 8 

adição de formas tripomastigotas de T. cruzi os níveis de RANTES variaram de 1400 pg/ml a 3480 9 

pg/ml com mediana de 2560 pg/ml.  10 

Nas culturas de células do sangue total não houve diferença significativa entre os grupos 11 

com estímulo e sem estímulos quanto aos níveis de RANTES produzidos pelas células. Após a 12 

adição de tripomastigotas, estes níveis variaram de 2550 pg/ml a 3640 pg/ml com mediana de 3475 13 

pg/ml e na ausência do estímulo variaram de 2230 pg/ml a 3630 pg/ml com mediana de 3310 14 

pg/ml.  15 

Figura 7: Compara ç ão entre os n í veis de MIG produzidas 
por c é lulas mononucleares e leuc ó citos de indiví duos  
negativos para Doen ç a de Chagas, 18 horas ap ó s a 
infec ç ão com tripomastigotas. *Diferen ç a significativa 
(p <0,05). A linha da horizontal representa a mediana, a 
barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura vertical o 
percentil de 10 a 90 %. 
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Estes resultados são ilustrados na figura 8. 1 

 2 

 3 

 4 

Os níveis de MIP-1α produzidos por PBMC cultivados na ausência de estímulo 5 

variaram de 1780 pg/ml a 4160 pg/ml com mediana de 3110 pg/ml. Nestas mesmas células, após a 6 

adição de formas tripomastigotas de T. cruzi não houve diferença significativa com níveis  7 

variando de 1210 pg/ml a 4240 pg/ml com mediana de 3205 pg/ml. Analisando as culturas de 8 

células do sangue total, verificou-se que não houve diferença significativa após a adição de 9 

tripomastigotas. Os níveis de MIP-1α no sobrenadante das culturas na ausência de estímulo 10 

variaram de 2860 pg/ml a 4020 pg/ml com mediana de 3510 pg/ml e na presença de estímulo com 11 

tripomastigotas vivos variaram de 3020 pg/ml a 4420 pg/ml com mediana de 3625 pg/ml.  12 

Estes resultados são ilustrados na figura 9. 13 

 14 

Figura 8: Compara ç ão entre os n í veis de RANTES produzidas 
por cé lulas mononucleares e leucócitos de indiv ííduos soro 
negativos para Doenç a de Chagas, 18 horas ap ós a infecç ão 
com tripomastigotas. A linha da horizontal representa a 
mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura vertical o
percentil de 10 a 80 %.
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Os níveis de MCP-1 em sobrenadante de cultura de PBMC cultivados na ausência de estímulo 4 

variaram de não detectado a 1630 pg/ml com mediana de 879 pg/ml. Nestas mesmas células, após 5 

a adição de formas tripomastigotas de T. cruzi os níveis não foram significantemente, variando de 6 

não detectado a 693 pg/ml com mediana de 335,5 pg/ml. Nas culturas de células do sangue total 7 

não verificou-se diferença significativa entre os níveis de MCP-1 produzidos. Após a adição de 8 

tripomastigotas os níveis variaram de  não detectado a 1250 pg/ml com mediana de 679 pg/ml e na 9 

ausência de estímulo  os níveis variaram de 15,1 pg/ml a 1660 pg/ml com mediana de 697,5 pg/ml. 10 

Estes resultados são ilustrados na figura 10. 11 

 12 

Figura 9: Compara ç ão entre os níveis          de MIP - 1 
produzidas por c é lulas mononucleares e leuc ó citos de 
indiv í duos soro negativos para Doenç    a de Chagas, 18 horas 
ap ó s a infec ç ão com tripomastigotas. Sangue total com 
leuc ó citos acrescido de meio. A linha da horizontal 
representa a mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % e a 
leitura vertical o percentil de 10 a 90 %. 
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Figura 10: Comparação entre os níveis de MCP-1 produzidas 
por células mononucleares e leucócitos de indivíduos soro 
negativos para Doença de Chagas, 18 horas após a infecção 
com tripomastigotas. Sangue total com leucócitos acrescido 
de meio X Sangue total com leucócitos acrescido de meio 
mais tripomastigotas (p <0,05), linha da horizontal representa 
a mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura 
vertical o percentil de 10 a 80 %.
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Os níveis de nitrito detectados nos sobrenadantes de cultura de células mononucleares 2 

sem estímulo prévio variaram de 14 nMol a 31 nMol com mediana de 22 nMol. Nestas mesmas 3 

células, após a adição dos parasitos os níveis variaram de 12 nMol a 28 nMol com mediana de 21 4 

nMol, não havendo diferença estatística entre os dois grupos. 5 

Nas culturas de células do sangue total, não se observou diferença significativa entre os 6 

grupos com estímulo e sem estímulo.  Após a adição de formas tripomastigotas, os níveis de nitrito 7 

detectados variaram de 23 nMol a 6400 nMol com mediana de 1310 nMol sendo que os níveis 8 

detectados na ausência de estímulo variaram de 28 nMol a 7620 nMol com mediana de 1500 nMol 9 

Estes resultados são ilustrados na figura 11. 10 
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Figura 11 : Comparação entre os níveis de nitrito produzidos 
por células mononucleares e leucócitos de indivíduos soro 
negativos para Doença de Chagas, 18 horas após a 
infecção com tripomastigotas. Sangue total com leucócitos 
acrescido de meio X Sangue total com leucócitos acrescido 
de meio mais tripomastigotas, linha da horizontal representa 
a mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura 
vertical o percentil de 10 a 80 %.
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6- DISCUSSÃO 1 

 2 

Células da resposta imune inata são as primeiras células a serem recrutadas no 3 

sítio de infecção e pouco se conhece do resultado da interação destas células com formas 4 

tripomastigotas de Trypanossoma cruzi. 5 

Moléculas de superfície do T. cruzi podem induzir a produção de citocinas e 6 

quimiocinas por células da resposta imune inata, provavelmente através da ativação de 7 

Receptores Toll-Like (TLR) modulando a resposta imunológica contra este parasito 8 

(Almeida e Gazzinelli, 2001; Campos e col., 2001; Coelho e col., 2002; Medeiro e col., 9 

2007). 10 

Neste estudo, analisamos a produção de citocinas (IL-12, TNF-α, IL-10) e 11 

quimiocinas (MIG, MCP-1, RANTES e MIP-1 α), bem como óxido nítrico por células 12 

mononucleares e do sangue total envolvidos na regulação da resposta imune inata antes e 13 

após o estímulo com formas tripomastigotas vivas de T. cruzi.  14 

Nosso trabalho demonstrou que o estímulo com tripomastigotas vivos de T. 15 

cruzi induziu o aumento da síntese de IL-12 nas culturas de células mononucleares. 16 

Entretanto, não houve diferença estatística entre os grupos com estímulo e sem estímulo 17 

nas culturas de células do sangue total.  18 

O papel desenvolvido pelas citocinas pró e antiinflamatórias na patogênese da 19 

Doença de Chagas é extremamente importante para a modulação da resposta imune.  20 

Formas tripomastigotas de T. cruzi são capazes de induzir significativamente a produção 21 

de IL-12 por células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de indivíduos normais, 22 

provavelmente devido à habilidade das glicoproteínas do tipo mucina de tripomastigotas se 23 

ligarem a receptores específicos na célula hospedeira e induzirem a produção desta citocina 24 

(Camargo, 1997).  25 

Sabe-se que a IL-12 é uma citocina importante para estimular a produção de 26 

IFN-γ e diferenciação de células T em Th1. Assim, a IL-12 passa a ser considerada 27 



 46 46 

essencial para o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva contra patógenos 1 

intracelulares. Uma maneira eficiente de se escapar da destruição pelo sistema de defesa do 2 

hospedeiro passa a ser o controle da expressão de IL-12 pelo parasito. A influência da IL-3 

10, IL-12 e do IFN-α e do IFN-γ na regulação autócrina de macrófagos tem sido 4 

amplamente descrita (Di Marzo, 1994; Bastos e col.,  2002). Esta citocina pode ainda 5 

influenciar na capacidade de apresentação de antígeno pelos macrófagos peritoneais, uma 6 

vez que o tratamento destas células com rIL-12 potencializa a apresentação de um antígeno 7 

tumoral pouco imunogênico (Grohmann, e cols. 2001).  8 

Não observamos diferença significativa entre os grupos sem estímulo e com 9 

estímulo em relação aos níveis de IL-10 produzidos por células mononucleares. 10 

Entretanto, o estímulo com tripomastigotas induziu aumento da síntese de IL-10 por 11 

células do sangue total.  12 

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória produzida por macrófagos e por alguns 13 

linfócitos. Esta citocina inibe a produção de IFN-γ pelo linfócito T e de várias citocinas e 14 

quimiocinas pelos macrófagos, bloqueando as funções acessórias destas células na ativação 15 

de células T (Trinchieri, 1997). IL-10 pode diminuir a liberação dos metabólicos tóxicos e 16 

inibir a diferenciação de células Th1, caracterizando um parasitismo sustentado (Reed e 17 

cols., 1994; Abrahamsohn, 1998; Brodskyn & Barral-Neto, 2000).  18 

Apesar de detectarmos altos níveis de IL-10 em culturas de células do sangue total 19 

infectadas com tripomastigota da cepa Y de T. cruzi (de natureza virulenta e patogênica), 20 

alguns autores consideram que a indução da síntese de IL-10 pelo parasito seja um 21 

mecanismo de escape da resposta imune, embora essa síntese não esteja diretamente 22 

relacionada com a virulência do parasito e a alta produção da mesma não tem um papel na 23 

persistência do mesmo na célula hospedeira (WILLE e cols., 2001). 24 
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Em nosso estudo observou-se que a adição de tripomastigotas na cultura 1 

induziu aumento da síntese de TNF-α nas culturas de células mononucleares e de sangue 2 

total. 3 

TNF-α é uma citocina que atua em processos inflamatórios e imunes, também 4 

regula o crescimento e diferenciação em alguns tipos celulares.  Apresentam efeitos 5 

parácrinos e endócrinos, liberado por macrófagos e monócitos ativados, linfócitos T e B, 6 

fibroblastos e miocardiócitos (Finkel e col., 1992; Machado e col., 2000). Pode ainda atuar 7 

na ativação da iNOS induzindo a produção de óxido nítrico pelos macrófagos, importante 8 

mecanismo de destruição do parasito intracelular (Silva e col., 1995).  9 

A produção do TNF-α pode ser induzida diretamente pelo parasito ou por seus 10 

antígenos de superfície, sendo dependente da ativação do fator de transcrição NF-kB, como 11 

mostrado por Ropert e col. (2002). 12 

As quimiocinas são substâncias quimioatractantes produzidas pelo organismo que 13 

atuam na modulação e controle da resposta imunológica através de diferentes células da 14 

resposta imune inata e adaptativa.  15 

De modo geral, as CXC quimiocinas atuam sobre os neutrófilos e as células T e B, 16 

enquanto as CC quimiocinas atuam sobre um espectro mais amplo de populações celulares, 17 

como monócitos, basófilos, eosinófilos, células T, células dendríticas e células natural 18 

killer, não atuando sobre os neutrófilos. Provavelmente todos os tipos celulares, como 19 

células endoteliais, cardiomiócitos, fibroblastos, megacariócitos, células T, macrófagos, 20 

etc, quando estimulados de forma apropriada e dependente da natureza do estímulo 21 

produzem vários tipos de quimiocinas simultaneamente (Denney e col. 1999). 22 

Macrófagos humanos infectados com tripomastigotas de T. cruzi são capazes 23 

de produzir algumas quimiocinas como: CCL5/RANTES, CCL3/MIP-1α, CCL4/MIP-1β 24 

and CCL2/MCP-1 (Villalta e col. 1998, Aliberti e col. 1999).Em nosso estudo verificamos 25 

que nas culturas de células mononucleares e de células do sangue total os níveis de MIG 26 
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foram estatisticamente significativos entre os grupos sem estímulo prévio com 1 

tripomastigota em relação ao grupo com estímulo, o qual produziu maior quantidade desta 2 

quimiocina. Trabalho anterior mostrou que pacientes com a forma esofágica da doença de 3 

Chagas produziam maiores níveis de MIG em relação ao pacientes que apresentavam 4 

apenas refluxo gastroesofágico. Além disso, outro estudo mostrou que níveis elevados de 5 

MIG foram detectados em pacientes que apresentavam a forma cardíaca da doença quando 6 

comparados aos níveis detectados em soro indivíduos saudáveis. Estes dois trabalhos 7 

mostram o importante papel de MIG no controle da infecção por T. cruzi (Talvani e col., 8 

2004; Crema e col., 2006). 9 

Trabalho realizado por Coelho e col. (2002) demonstrou que importante papel 10 

das moléculas (tGPI) de T. cruzi que estão ancoradas na membrana do parasito no 11 

recrutamento de diferentes células da resposta imune em camundongos. Macrófagos 12 

quando ativados pelo parasito sintetizam IFN-gama o qual induz a produção de MCP-1 13 

por estas células. Neste trabalho, os autores demonstram a importância desta quimiocina 14 

no recrutamento de leucócitos in vivo e ativação de macrófagos in vitro. M nosso estudo, 15 

níveis significativos de |MCP-1 foram sintetizados por células mononucleares e por 16 

células do sangue total após a adição do parasito em cultura, o que comprova o papel desta 17 

quimiocina na regulação da infecção pelo T. cruzi. 18 

Não foi detectada diferença estatística quanto aos níveis de RANTES e MIP-1 19 

alfa produzido pelas culturas de ambas as células antes a após estímulo com 20 

tripomastigotas. Embora essa diferença não exista, sabe-se que estas duas quimiocinas 21 

participam ativamente do processo de fagocitose por macrófagos ativados por pelo 22 

parasito, além de induzir a cascata de ativação que promove a expressão de moléculas de 23 

superfície de macrófagos importantes para o reconhecimento de antígenos de superfície do 24 

parasito por estas células (Lima e al., 1997; Villalta e cols., 1998; Villalta e cols., dados 25 

não publicados).  26 
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 Foi demonstrado que a infecção experimental de camundongos com a cepa 1 

Colombiana pode agir na regulação de quimiocinas e conseqüentemente na modulação da 2 

resposta imunológica nas fases da doença em coração e em macrófagos. A análise dos 3 

RNAm de quimiocinas mostra que as quimiocinas CXCL9 (MIG) e CXCL10 (IP10), bem 4 

como CCL2 (MCP-1) e CCL5 (RANTES) foram expressas durante a fase aguda da doença 5 

de Chagas, entretanto, os transcritos para CCL9, CCL10 e CCL5 permaneceram elevados 6 

durante a fase crônica da doença (Hardison e cols., 2006). Este dado demonstra que as 7 

quimiocinas podem participar do direcionamento da resposta imune inata para resposta 8 

imune adaptativa. 9 

Óxido nítrico é uma substância capaz de inibir o crescimento ou eliminar 10 

diversos tipos de microorganismos. Sua síntese pode ser regulada pela ação sinérgica entre 11 

duas citocinas, IFN-gama e TNF-alfa, favorecendo a eliminação de parasitos como T. cruzi 12 

via macrófagos humanos (Muñoz-Fernandez e col., 1992; Gazzinelli e col., 1992; James, 13 

1995, Villalta e col. 1998) demonstrou através de infecção de macrófagos humanos com 14 

tripomastigotas da cepa Tulahuen que quimiocinas do grupo CC como RANTES, MIP-1a e 15 

MIP-1b desempenham papel tripanocida importante através da indução da síntese de NO.  16 

Em nosso estudo, os níveis de nitrito detectados nas culturas de PBMC foram 17 

baixos e não houve diferença significativa entre os níveis produzidos pelas culturas de 18 

células mononucleares e células do sangue total antes e após o estímulo com formas 19 

tripomastigotas de T. cruzi. 20 

Os níveis de TNF-α observados após a adição do parasito em ambas as culturas de 21 

células tenha sido elevado, este isoladamente não foi capaz de estimulas a produção de 22 

NO. Considerando o papel desta citocinas na regulação da síntese de nitrito por células da 23 

resposta imunológica, é possível que os baixos níveis de nitrito obtidos nas culturas de 24 

PBMC possam ser atribuídos à baixa capacidade destas células expressarem iNOS.  25 
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Estes resultados mostram que o parasita, ao entrar em contato com células da 1 

Resposta Imune Inata, é capaz de ativá-las na liberação de mediadores, quimiocinas e 2 

citocinas, com potencial par iniciar a resposta imune antiparasitária e influenciar o 3 

desenvolvimento da resposta imune adaptativa. 4 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 1 

 2 
A interação existente entre o T. cruzi e a célula hospedeira pode envolver 3 

moléculas de superfície especializadas capazes de induzir a ativação de vias de sinalização 4 

importantes para o desencadeamento da Resposta Imune Inata necessária para controlar a 5 

replicação do parasito nos momentos iniciais da infecção. Alguns destes mediadores são 6 

ainda decisivos para o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa, que 7 

determinará, tanto os mecanismos de combate ao parasita, como aqueles envolvidos na 8 

formação das lesões da fase crônica da doença e Chagas. 9 

Os nossos resultados nos permitem concluir que:  10 

 O contato de formas tripomastigotas vivas com as células da resposta imune inata, 11 

levou ao aumento da expressão de mediadores que atuam de forma oposta na 12 

regulação da resposta imune.  13 

 O resultado deste balanço poderia ser decisivo para o desenvolvimento da infecção. 14 

 Outros estudos são necessários para melhor compreender os fenômenos aqui 15 

evidenciados. 16 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
TERMO DE ESCLARECIMENTO 

 
Você está sendo convidado a participar do estudo Interação do 

Tripanossoma cruzi com células da resposta imune inata. Os 

avanços na área da saúde ocorrem através de estudos como este, por isso a sua participação 

é importante. O objetivo deste estudo é Avaliar a resposta de neutrófilos e monócitos frente 

a antígenos de  Trypanossoma cruzi . Analisar a síntese de  óxido nítrico, citocinas e 

quimiocinas em resposta á infecção por T. cruzi e caso você participe, será necessário: fazer 

exame de sangue para sorologia para Trypanossoma cruzi  (Doença de Chagas). Não será 

feito nenhum procedimento que lhe traga risco de vida , contudo você poderá ter algum 

desconforto quando receber uma picada para colher o sangue do seu braço. 

Você poderá ter todas as informações que quiser e poderá não participar da 

pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuízo no seu 

atendimento. Pela sua participação no estudo, você não receberá qualquer valor em 

dinheiro, mas terá garantia de que todas as despesas necessárias para a realização da 

pesquisa não serão de sua responsabilidade.  Seu nome não aparecerá em qualquer 

momento do estudo, pois você será identificado com um número. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APÓS ESCLARECIMENTO 

 

Eu,   __________________, li e / ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi 

para que serve o estudo e qual  procedimento a que serei submetido. A explicação que 

recebi esclarece os riscos e benefícios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper 

minha participação a qualquer momento , sem justificar minha decisão. 

Sei que meu nome não será divulgado, que não terei despesas e não receberei 

dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo. 

 

Uberaba,   ................/.................../..................... 

 

 

_____________________________________      ____________________ 
        Assinatura do voluntário ou responsável legal                Documento de identidade 
 
 
 
_______________________________   ______________________________ 
        Assinatura do pesquisador responsável                          Assinatura do pesquisador orientador 
 
 
 
 
Telefone de contado dos pesquisadores: ___(34) 3332-1234  __e _    (34) 3318-5289_____ 
                 (34) 3332-0939      e       (34) 3318-5299 
 

 
Em caso de dúvida em relação a esse documento, você pode entrar em contato com 

o Comitê Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Triângulo Mineiro (UFTM), pelo 

telefone (34)3318-5854. 
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Baixar livros de Meteorologia
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