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RESUMO 
 

COZENDEY, Tatiane Duarte. Participação da Heme-oxigenase-1 na infecção de macrófagos 

pelo Trypanosoma cruzi: modulação pela fagocitose de células apoptóticas. Rio de Janeiro, 

2010. Dissertação (mestrado em Ciências Biológicas) – Instituto de Biofísica Carlos Chagas 

Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

As células apoptóticas são reconhecidas e fagocitadas por macrófagos, evitando que seja 

desenvolvida uma resposta inflamatória. Previamente nosso grupo mostrou que existe intensa 

apoptose linfocitária em um modelo experimental da infecção da doença de Chagas, causada 

pelo protozoário Trypanosoma cruzi. No presente trabalho, demonstramos que existe uma  

regulação da enzima Heme oxigenase-1 (HO-1), uma proteína que cataboliza a molécula heme 

em biliverdina, ferro (Fe
2+

) e monóxido de carbono (CO). Em nosso modelo, macrófagos 

murinos peritoneais de BALB/c infectados com T. cruzi foram co-cultivados na presença de 

células apoptóticas ou tratados com o indutor da HO-1 (cobalto protoporfirina-CoPPIX), 

exacerbou a replicação do T. cruzi in vitro. Além disso, a indução da HO-1 parece estar 

correlacionada com o aumento da produção de fatores anti-inflamatórios (TGF-β, IL-10 e PGE2), 

e com a diminuição na produção de TNF-  e óxido nítrico (NO). Macrófagos peritoneais 
infectados quando colocados em co-cultura com células apoptóticas na presença do inibidor da 

HO-1 (estanho protoporfirina-SnPPIX), mostrou uma diminuição do número de parasitas e na 

produção de fatores anti-inflamatórios. Observamos também que a biliverdina e a bilirrubina, 

produtos da degradação da heme pela HO-1, agem de forma semelhante à HO-1. Recentemente 

foi sugerido que a HO-1 era transcricionalmente regulada pelo receptor de proliferação 

peroxissomo ativado isoforma gama (PPAR- ). Avaliamos também a participação do antagonista 

PPAR- GW  nas co-culturas de macrófagos peritonais infectados e células apoptóticas e 
com o indutor da HO-1. Nesse sistema, foi observada uma inibição no crescimento dos parasitas. 

Nossos resultados demonstram pela primeira vez, que a expressão da HO-1 por macrófagos, 

pode ser induzida pela fagocitose de células apoptóticas, e desta maneira modular o perfil de 

mediadores pró e anti-inflamatórios, resultando assim, no favorecimento da replicação de do T. 

cruzi.   

 

 

Palavras-chave: T. cruzi, macrófagos, Heme oxigenase-1 
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ABSTRACT 

 

 COZENDEY, Tatiane Duarte. Participação da Heme-oxigenase-1 na infecção de 

macrófagos pelo Trypanosoma cruzi: modulação pela fagocitose de células apoptóticas. Rio 

de Janeiro, 2010. Dissertação (mestrado em Ciências Biológicas) – Instituto de Biofísica Carlos 

Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

Apoptotic cells are rapidly recognized and engulfed by macrophages to avoid an inflammatory 

response. Previously our group have shown lymphocyte apoptosis in experimental model of 

Chagas' disease, an illness caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. Here, we demonstrated 

an up-regulation of heme oxygenase-1 (HO-1), a protein that breaks down the porphyrin ring to 

yield equimolar amounts of biliverdin, free iron (Fe
2+

) and carbon monoxide (CO). Peritoneal 

murine macrophages from BALB/c mice infected with T. cruzi were cocultured with apoptotic 

cells or with single treatment with HO-1 inducer (cobalt protoporphyrin-CoPPIX), is correlated 

with an increased replication of T. cruzi in vitro. Additionally, the induction of HO-1 favored  

the production of anti-inflammatory factors (TGF- , IL-10 and PGE-2), and decreased 

production of pro-inflammatory factors such as TNF-  and nitric oxide (NO). Peritoneal murine 

infected macrophages co-cultured with apoptotic cells in the presence of the HO-1 inhibitor (tin-

protoporphyrin IX-SnPPIX), showed a decrease in the number of parasites as well as in the 

production of anti-inflammatory molecules. We also observed that biverdin and bilirubin, 

products of heme degradation through HO-1, behaved as HO-1. Recently was suggested that 

HO-1 was transcriptionally regulated by Peroxisome proliferator-activared receptors (PPAR- ). 

We also evaluate the participation of PPAR-  agonist, GW9662, in the cultures of infected 

peritoneal macrophages co-cultured with apoptotic cells and with HO-1 inducer. In this system 

we observed an inhibition of parasites growth. Our results suggest for the first time, that the 

expression of HO-1 by macrophages, can be induced by engulfment of apoptotic cells, and can 

modulate the production of pro and anti-inflammatory factors, resulting in the increase of T. 

cruzi. 

 

Key-Words: T. cruzi, macrophages, Heme oxygenase-1 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 – Doença de Chagas 

A doença de Chagas, também conhecida como Tripanosomíase Americana ou 

Tripanosomíase do Novo Mundo, é causada pelo protozoário parasito Trypanosoma cruzi 

(CHAGAS, 1909; Prata, 2001; WHO, 2002) e afeta de 500 milhões de pessoas por ano, em mais 

de 100 países, principalmente países da América Latina, incluindo o Brasil (WHO, 2010). 

 A descoberta da doença por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 1909 representou um 

marco importante na história da ciência porque foram descritas não só as manifestações clínicas 

(fase aguda e crônica), mas também o agente etiológico e seu ciclo evolutivo, o inseto vetor e a 

epidemiologia da doença (DIAS, 1988). 

Dos três ciclos de transmissão vetorial do T. cruzi, o ciclo doméstico é o de maior 

importância epidemiológica, já que perpetua a infecção em seres humanos. O vetor cresce e 

multiplica-se em vários locais das residências com paredes de barro ou tijolo cru e telhados de 

palha ou junco (BARRETO, 1979). O principal vetor de transmissão é o inseto hematófago 

triatomíneo, pertencente à ordem Hemiptera, família Reduviidae e subfamília Triatominae, 

comumente conhecidos como “barbeiros”. Os principais gêneros de importância na transmissão 

são: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrogylus megistus (MONCAYO, 2003; WHO, 

2010).  

A transmissão vetorial ocorre quando o inseto, ao alimentar-se do sangue do hospedeiro 

vertebrado, elimina através das fezes e da urina, as formas tripomastigotas metacíclicas, 

infectando assim, membranas mucosas ou microfisuras da pele (COURA et al., 1994). Porém, a 

mudança na distribuição e no perfil migratório da população rural, fez com que a doença de 
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Chagas passasse a ter um caráter de infecção urbana, podendo ser transmitida por transfusões 

sanguíneas, o que passou a representar uma via importante de novos casos da doença, 

especialmente em grandes cidades (DIAS, et al., 2002). A transmissão pode ainda ocorrer de 

forma congênita, transplante de órgãos e por acidentes de laboratório (MONCAYO, 1997). Uma 

outra forma de transmissão da doença é através da ingestão de alimentos contaminados, como 

por exemplo, o incidente que ocorreu no início de 2005 no município de Navegantes em Santa 

Catarina, onde indivíduos foram infectados pela ingestão de caldo de cana contendo formas 

tripomastigotas metacíclicos. Além deste episódio, outros relatos confirmaram a transmissão oral 

resultando em microepidemias no Pará, onde os triatomíneos eram triturados pelo equipamento 

utilizado para o preparo de suco de açaí (STEINDEL, DIAS & ROMANHA, 2005).  

O T. cruzi é um parasito que apresenta um ciclo de vida complexo (Fig. 1), envolvendo 

vários estágios tanto em mamíferos como nos insetos hematófagos, denominados epimastigotas, 

tripomastigotas e amastigotas. As duas primeiras formas são alongadas e flageladas, enquanto a 

forma amastigota é ovóide e sem flagelo livre (STEINDEL et al., 2005).  

Durante o ciclo do parasito, os tripomastigotas sanguíneos se diferenciam em 

epimastigotas no intestino do hospedeiro invertebrado.  Os epimastigotas se dividem e dão 

origem aos tripomastigotas metacíclicos, forma que não se divide e que é altamente infectiva 

para o vertebrado (BURLEIGH & ANFREWS, 1995). Essa diferenciação de epimastigotas para 

a forma tripomastigota metacíclico pode ser mimetizada in vitro de acordo com o método de 

Contreras e colaboradores (1985).  Os tripomastigotas metacíclicos diferenciados in vitro 

apresentam as mesmas características biológicas observadas nos parasitas oriundos do 

hospedeiro invertebrado (CONTRERAS et al., 1988; LOPES et al., 1995b). 
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   Figura 1: Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi (Steindel et al., 2005. Ciência Hoje 37: 32-38). 

 

Os tripomastigotas infectam uma variedade de células do hospedeiro. Ao penetrarem nas 

células, estes são inicialmente observados nos vacúolos parasitóforos de onde escapam e se 

diferenciam em amastigotas no citoplasma da célula hospedeira. No citoplasma, as formas 

amastigotas se dividem por fissão binária e quando atingem uma determinada densidade, as 

formas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, que rompem a célula e, após serem 

liberados, invadem novas células ou caem na corrente sangüínea, de onde, eventualmente, são 

capturados pelo inseto, dando início a um novo ciclo (BRENER, 1982). Embora qualquer célula 

nucleada de mamífero possa ser parasitada pelo T. cruzi, esses parasitos apresentam preferência 
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por células reticuloendoteliais, nervosas, e musculares, principalmente o coração (revisto por 

TANOWITZ et al., 2009). O inseto vetor ao se alimentar do sangue do hospedeiro infectado, 

ingere as formas tripomastigotas sanguíneas, que se transformam em epimastigota no intestino 

do inseto, e posteriormente se diferenciam na forma infectiva, não divisível, que são as 

tripomastigotas metacíclicas, fechando dessa forma o ciclo deste parasito (revisto por 

TANOWITZ et al., 2009). 

A doença de Chagas é uma enfermidade complexa que apresenta três fases: aguda, 

intermediária e crônica (revisto por PRATA et al., 2001). Em áreas endêmicas, a fase aguda da 

doença atinge principalmente crianças e adolescentes. Essa fase caracteriza-se por febre variável, 

parasitemia patente, linfoadenopatia e hepatoesplenomegalia podendo ainda ser totalmente 

assintomática (revisto por PRATA et al., 2001). Nessa fase os testes sorológicos podem revelar 

anticorpos IgM específicos para o T. cruzi (revisto por UMEZAWA et al., 2000). A mortalidade 

de indivíduos na fase aguda da doença é extremamente rara e quando acontece está relacionada a 

danos cardíacos e/ou meningites e encefalites (revisto por TEIXEIRA et al., 2006). Mesmo sem 

tratamento, a parasitemia normalmente regride devido ao surgimento de uma vigorosa resposta 

imune, envolvendo várias populações celulares, incluindo linfócitos B e T, macrófagos, e células 

NK (revisto por TARLETON, 2007). 

Após a fase aguda, segue-se uma fase clínica denominada intermediária ou 

indeterminada, definida pela ausência de sintomas da doença de Chagas, mas com presença de 

anticorpo IgG específico e/ou demonstração parasitológica. Cerca de 10-30% das pessoas 

infectadas que passaram pela fase intermediária desenvolvem a fase crônica, após períodos de 

tempo que podem variar de poucos meses a décadas. Alguns pacientes podem apresentar quadros 
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clínicos típicos da fase crônica sintomática tais como alterações cardíaca, digestivas (megacólon 

e megaesôfago) e/ou neurológicas (UMEZAWA et al., 2001 ).  

Embora grande parte dos casos crônicos apresente uma evolução lenta e benigna (DIAS 

et al., 1956) uma parcela significativa acaba por falecer devido a problemas cardiovasculares 

(TEIXEIRA et al., 2006). Na América Latina, a doença de Chagas representa a primeira causa de 

lesão cardíaca em jovens e adultos em idade economicamente produtiva (MONCAYO, 2003).  

Com base nas evidências atuais da participação do parasita na patogenia da cardiopatia 

chagásica, tem-se dado ênfase à terapêutica parasiticida. A fase aguda é a ocasião onde o 

tratamento é realmente efetivo, sendo consenso de que o mesmo deve ser instituído nessa fase, 

uma vez que cerca de 50% a 70% dos pacientes podem ser efetivamente curados (revisto por 

DIAS, 1999; revisto por BRENER, 2000). O único parasiticida atualmente no mercado é o 

benzonidazol (BNZ), já que o nifurtimox (NFX) está fora do mercado brasileiro devido à sua alta 

toxicidade. Além da fase aguda, o BNZ é utilizado em pacientes imunossuprimidos (AIDS) com 

reativação parasitária, e em pré- operatório para transplantes cardíacos. Na fase crônica da 

doença o mesmo não é eficiente, portanto não utilizado (revisto por BRENER, 2000). 

A insuficiência cardíaca chagásica é tratada de acordo com as regras desta síndrome, isto 

é, restrição de sódio e uso de diuréticos e digitálicos. O transplante de coração, apesar da 

reativação e possibilidade de neoplasias e rejeição, tem demonstrado benefícios aos pacientes 

chagásicos crônicos quando comparado com outras cardiopatias (revisto por PRATA, 2001). 

 

1.2 – Resposta Imune ao T.cruzi 

Diferentes aspectos da doença de Chagas humana podem ser reproduzidos em diferentes 

animais de laboratório. Nas últimas décadas, a melhor compreensão da resposta imunológica em 
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animais experimentalmente infectados pelo T. cruzi está relacionada com a utilização de 

diferentes linhagens de camundongos. Como conseqüência do seu uso intenso, os resultados 

obtidos com o modelo murino representam hoje a mais detalhada descrição celular, molecular e 

fenomenológica disponível para o sistema imune de mamíferos. Com relação à doença de 

Chagas, o estudo histopatológico sistemático realizado em diferentes linhagens de camundongos 

infectadas pelo T. cruzi demonstrou incidência de lesões crônicas, inflamatórias e degenerativas 

no músculo cardíaco. Essas características, aliadas a grande disponibilidade de ferramentas 

biotecnológicas de análise, tornaram o camundongo o modelo experimental mais explorado para 

o estudo da resposta imune ao T. cruzi (LOPES & DOSREIS, 2000). 

Estudos realizados com modelo murino de infecção pelo T. cruzi têm demonstrado que os 

mecanismos humorais e celulares das respostas imunes, inata e adquirida são importantes para o 

controle dessa infecção e redução da parasitemia na fase aguda (ANDRADE, 1991; BERNER, 

1994).  

A migração de diversos tipos celulares, em especial de macrófagos, estimulado pela 

presença do T. cruzi, inicia uma série de interações moleculares que mobilizam a resposta imune 

inata do hospedeiro (KRETTI & BRENER, 1982; ALIBERTI et al., 1996). A produção de 

citocinas pró-inflamatórias como fator de necrose tumoral (TNF-  e interleucina-12 (IL-12), 

pelos macrófagos ativados induzem de maneira sinérgica a produção de interferon-gama (IFN- ) 

pelas células “natural killer” (NK). Este juntamente com o TNF- , ativa a expressão da enzima 

óxido nítrico sintase induzida (iNOS) em macrófagos e a produção de NO com atividade tóxica 

sobre o T. cruzi, resultando na inibição da replicação intracelular (ALIBERTI et al., 1996; 

MUÑOZ-FERNANDEZ & FRESNO, 1992; OSWALD et al., 1992; TARLETON, 1988). 
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Devido aos efeitos antagônicos de algumas citocinas no processo imunológico, há várias 

evidências de que a resposta imune inata ao T. cruzi se auto-regula, reduzindo a ativação dos 

macrófagos e a produção local de NO. Ensaios in vitro, demonstram que a IL-10 e o fator de 

crescimento transformante-beta (TGF- ) inibem a produção de NO e a atividade tripanocida de 

macrófagos infectados e ativados por IFN-  (GAZZINELLI et al., 1992). A produção de IL-10 é 

necessária para neutralizar os efeitos inflamatórios das citocinas do tipo 1 produzidas durante a 

infecção, reduzindo a toxicidade da própria resposta imune do hospedeiro (HUNTER et al., 

1997) e tem sido considerada um importante modulador das funções dos macrófagos contra o T. 

cruzi (SILVA et al., 1992). Estudo realizado in vivo mostrou que a administração de TGF-  

recombinante durante o curso da infecção em camundongos B6D2, naturalmente resistentes à 

infecção com clone C2 da cepa Tulahuen do T. cruzi, tornaram-se suscetíveis, com aumento da 

parasitemia e mortalidade (SILVA, TWARDZIK & REED, 1991). 

Dados recentes da literatura mostram que macrófagos podem ser fenotipicamente polarizados 

pelo microambiente dando origem a programas funcionais específicos. Essa polarização pode ser 

classificada amplamente em dois grupos principais: macrófagos classicamente ativados (ou M1), 

nos quais os estímulos de ativação são IFN-  e LPS, e o macrófagos ativados alternativamente 

(ou M2) quando tratados com IL-4 (STEIN et al., 1992; GORDON, 2003). Posteriormente os 

macrófagos do tipo M2 foram subdivididos em M2a (após exposição a IL-4 ou IL-13), e M2b 

(quando expostos a complexos imunes em combinação com IL-1  ou LPS) e M2c (tratados com 

de IL-10, TGF-  ou glucocorticóides). Os macrófagos M1 exibem potentes propriedades 

microbicidas e promovem uma forte resposta Th1 mediada por IL-12, enquanto os macrófagos 

M2 estão implicados com as funções efetoras associadas à resposta Th2 (MARTINEZ et al., 

2008). Todos esses tipos de macrófagos podem ser encontrados em diversas condições como nas 
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respostas imunes a diferentes patógenos, tumores e doenças autoimunes (revisto por STEMPIN 

et al., 2010). Durante a infecção com parasitos como Leishmania, Plasmodium e T. cruzi, uma 

resposta pró-inflamatória dependente de IFN-  dá origem ao desenvolvimento de macrófagos 

classicamente ativados necessários para o controle da parasitemia, especialmente durante a fase 

aguda da infecção. Fatores como IL-10, TGF-  (GORDON, 2003) e a fagocitose de células 

apoptóticas (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000),  exercem efeito antagônico em macrófagos 

classicamente ativados, induzindo a ativação alternativa e desativação de macrófagos. Além 

dessas, citocinas como IL-4 e IL-13 também desempenham um efeito antagônico em macrófagos 

classicamente ativados, induzindo a expressão de arginase-1 nessas células. A expressão de 

arginase-1 induz uma alteração no metabolismo da arginina, dando origem a L-ornitina, 

precursora de poliaminas. Na infecção pelo T. cruzi a atividade da arginase-1 não é 

necessariamente induzida por IL-4. Foi demonstrado que a cruzipaína, um antígeno do T. cruzi, 

induz a expressão dessa enzima em células J774 e o pré-tratamento dessas células com um 

inibidor da arginase, o N-omega-hidroxi-L-arginina resulta numa diminuição acentuada na 

replicação de amastigotas (STEMPIN et al., 2004). Estudos in vitro mostraram que a fagocitose 

de células apoptóticas por macrófagos, mediada pelo receptor de vitronectina desencadeou a 

cascata bioquímica envolvendo a produção de PGE2 e TGF- . A geração de poliaminas, como 

putrescina, catalizada pela enzima ornitina decarboxilase (ODC), resultou na exacerbação da 

replicação do T cruzi in vitro (LOPES et al., 2000). 

Vários estudos demonstraram que células T CD4
+
 e T CD8

+
 desempenham um papel 

crucial ao T. cruzi, reduzindo os níveis de parasitemia e mortalidade em camundongos infectados 

com o parasita. A depleção de quaisquer dessas sub-populações de linfócitos T promove o 

aumento da susceptibilidade à infecção (TARLETON, 1995; TARLETON, 1996; KUMAR & 
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TARLETON, 1998). Camundongos deficientes de células T CD4
+
, obtidos por mutação dos 

genes que codificam as moléculas de classe II do complexo principal de histocompatibilidade 

são altamente susceptíveis à infecção pelo T. cruzi (TARLETON et al., 1996). Segundo os 

autores a presença dos linfócitos T CD4
+
 seriam importantes não só para auxiliar as células B a 

produzirem anticorpos protetores, mas também para promover a atividade tripanicida dos 

macrófagos. 

O T. cruzi é capaz de invadir e se multiplicar dentro de uma grande variedade de células. 

Uma vez dentro das células, os parasitos escapam do fagolisossoma e se multiplicam no 

citoplasma. Essa localização favorece o processamento das proteínas do parasito e apresentação 

por moléculas de MHC de classe I que pode ser reconhecido por células T CD8
+
 efetoras 

(TARLETON et al., 1996). Estudos realizados com camundongos deficientes para o gene 2 

microglobulina, e portanto, desprovidos de resposta de célula T CD8
+
, se mostraram mais 

susceptíveis a infecção pelo T. cruzi do que os animais controles (TARLETON et al., 1996). 

Outro estudo, onde foram utilizados camundongos deficientes de ambas sub-populações de 

linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
, mostrou que os animais são ainda mais susceptíveis à infecção pelo 

T. cruzi, apresentando intenso parasitismo tecidual e ausência de inflamação nos tecidos 

(TARLETON et al., 1996).  

A fase aguda da infecção pelo T. cruzi é caracterizada por uma imunossupressão e por 

uma intensa ativação policlonal de linfócitos T e B in vivo, que parece não estar relacionada aos 

antígenos do parasito. Linfócitos T obtidos de camundongos na fase aguda da infecção são 

incapazes de proliferar em resposta a mitógenos como a concanavalina A (Con-A) e a anticorpos 

monoclonais anti-Thy 1, assim como a antígenos do próprio parasito (revisto por MINOPRIO  et 

al., 1989; DE OLIVEIRA, 1991). 
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Inúmeros trabalhos mostraram que essa supressão da resposta imune na fase aguda se 

deve a uma redução na secreção de IL-2 (HAREL-BELLAN, 1983; TARLETON, 1988b) e na 

deficiência da expressão do receptor para IL-2 (IL-2R) (BELTZ, SZTEIN & KIERSZENBAUM, 

1988; KIERSZENBAUM et al., 1991). Apesar de ser uma característica central na infecção pelo 

T. cruzi, o déficit na produção de IL-2 não explica a baixa resposta proliferativa dos linfócitos T, 

uma vez que a adição de IL-2 exógena recupera apenas parcialmente a resposta 

(ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1995; HAREL-BELLAN et al., 1985). 

Foi sugerido que outros processos podem estar envolvidos na imunossupressão observada 

na infecção pelo T. cruzi, como a anergia de células T (SOONG & TARLETON, 1992) e/ou um 

defeito intrínseco no processo de ativação de linfócitos T CD4
+
, que levaria a apoptose 

linfocitária. 

 

1.3 - Apoptose 

Em 1964, foi proposto o termo "morte celular programada" para designar um tipo de 

morte celular que ocorre de forma não acidental (LOCKSHIN & WILLIAMS, 1964). Em 1972, 

Keer e colaboradores, sugeriram o termo apoptose para indicar esse tipo de morte celular (KERR 

et al., 1972). A apoptose está envolvida em diversos processos biológicos, como no 

desenvolvimento, diferenciação, proliferação/homeostase, regulação e função do sistema imune e 

na remoção de células defeituosas. Alterações no processo de apoptose podem dar origem a 

diversas patologias, como por exemplo, neoplasias, doenças autoimunes e desordens 

neurodegenerativas (GEWIES, 2003).    

De forma geral, a apoptose é um fenômeno bastante rápido: ocorre retração da célula 

causando a perda da aderência com a matriz extracelular e células vizinhas. As organelas 
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celulares mantêm a sua morfologia, com exceção das mitocôndrias que podem apresentar ruptura 

da membrana externa. A cromatina sofre condensação e se concentra junto à membrana nuclear, 

que se mantém intacta. A seguir, a membrana celular forma prolongamentos “blebs” e o núcleo 

se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da membrana 

celular aumentam de número e tamanho, e se rompem, originando os corpos apoptóticos.  Uma 

característica marcante da morte por apoptose é a interiorização das células apoptóticas, por 

macrófagos e células dendríticas imaturas, mas também por outros fagócitos não profissionais, 

incluindo fibroblastos e células endoteliais, epiteliais, e células do tecido muscular liso. A 

fagocitose das células apoptóticas nos tecidos é rápida, eficiente, e protege os tecidos dos efeitos 

danosos do conteúdo intracelular liberado (FADOK et al., 1992; ZIEGLER & GROSCURTH, 

2004; PLATT et al., 1998; VANDIVIER et al., 2006). A deficiência no reconhecimento ou 

remoção dessas células tem como conseqüência a necrose secundária ou citólise pós-apoptótica 

com liberação de constituintes de células para os tecidos, que são pró-inflamatórios e pró-

imunogênicos (SCOTT, 2001).  

 A eliminação eficiente de uma célula apoptótica pode ser dividida em várias etapas: 

contato entre a célula apoptótica e o fagócito; reconhecimento específico; fagocitose da célula 

alvo, e finalmente a degradação intracelular da célula apoptótica fagocitada. Esses processos 

estão intimamente associados com a liberação de citocinas anti-inflamatórias e indução de 

tolerância ao próprio. Nas etapas de contato e reconhecimento, estão envolvidos três tipos de 

sinais. O sinal “Encontre-me” (Find me signal) são fatores solúveis que induzem a migração dos 

fagócitos até onde estão localizadas as células apoptóticas. Várias moléculas foram identificadas 

como candidatas em potencial para essa função. Algumas delas foram caracterizadas, tais como 

as lisofosfatidilcolinas e a quimiocina quimioatrativa de monócitos, MCP-1 (revisto por 
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NAGAOSA, 2003). O segundo sinal, “Fagocite-me” (Eat-me signal), são moléculas que estão 

expostas na superfície da célula apoptótica, como a fosfatidilserina (PS) – um fosfolipídeo 

normalmente limitado à parte interna da membrana plasmática, que são rapidamente 

reconhecidas pelos fagócitos (FADOK et al., 1992; SAVILL, et al., 2003). Nos últimos 20 anos, 

outras moléculas presentes nas células apoptóticas ou liberadas por elas, têm sido relacionadas 

com o processo de fagocitose como ligantes de carboidratos (por exemplo, aminoaçúcares ou 

manose), lisofosfolipídios, entre outras (GARDAI et al., 2006).  Células viáveis, que não 

apresentam sinais para os fagócitos, expressam em sua superfície, moléculas que inibem o 

processo de fagocitose. Essas moléculas são conhecidas como “não fagocite-me” (don’t eat me 

signal). O CD47, que é uma proteína associada a uma integrina, amplamente distribuída nas 

células viáveis, é uma dessas moléculas (GUIMONT-DESROCHERS, 2009; revisto por 

PAIDASSI et al., 2009).  

 A morte celular por apoptose desempenha papel determinante na homeostasia do sistema 

imune, onde os processos geradores da resposta imune à patógenos e/ou antígenos, precisam ser 

rigorosamente controlados, e muitas vezes extintos, sob pena de efeitos deletérios, irreversíveis 

ao hospedeiro. Alguns autores tem se dedicado ao estudo da apoptose na resposta imune causada 

pela interação de parasitos intracelulares e as células do hospedeiro.  

 

1.4 -Apoptose e doença de Chagas 

 

Em 1995, Lopes e colaboradores descreveram, pela primeira vez numa doença 

parasitária, a morte induzida por ativação de células T CD4
+
 (Activation induced cell death - 

AICD) por apoptose, na doença de Chagas experimental. Os autores verificaram que células T 

CD4
+
 provenientes de baço de camundongos infectados com formas metacíclicas do clone 
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Dm28c do T. cruzi induzidas in vitro eram incapazes de responder a estimulação via TCR/CD3 e 

morriam por apoptose in vitro e que a adição de IL-2 recombinante exacerbou a AICD das 

células (LOPES et al., 1995). Esse mesmo grupo mostrou que a indução de apoptose contribui 

diretamente para a supressão das respostas proliferativas de células T CD4
+
 de animais 

infectados, sugerindo, que a morte celular de células T maduras após a ativação policlonal dos 

linfócitos, poderia ser responsável pela imunossupressão observada durante o curso da infecção 

(LOPES & DOSREIS, 1996). Nunes e colaboradores investigaram o impacto da apoptose de 

linfócitos T na replicação do Trypanosoma cruzi in vitro. Quando macrófagos peritoneais de 

camundongos normais foram infectados e co-cultivados com células T CD4
+
 de camundongos, e 

estimulados com anti-TCR, foi constatado um aumento significativo dos parasitas, sugerindo um 

papel deletério da AICD na infecção pelo T. cruzi. Utilizando-se o mesmo sistema de co-cultura 

de macrófagos peritoneais infectados com células T, verificou-se que quando as células T CD4
+
 

eram provenientes de camundongos gld, não foi observado crescimento acentuado de parasitas 

em macrófagos de camundongos BALB/c normais (LOPES et al., 1999). Foi demonstrado 

também, que moléculas do próprio parasita, como a trans-sialidase, e HSP70, podem induzir 

apoptose de linfócitos do hospedeiro (revisto por LOPES & DOSREIS, 2000). 

Outro modelo utilizado para investigar os efeitos da apoptose na infecção pelo T. cruzi 

consistiu na exposição de macrófagos infectados à células T necróticas e apoptóticas. Neste 

modelo, a presença de células apoptóticas exercebou o crescimento do parasita (FREIRE-DE-

LIMA et al., 2000). O mecanismo envolvido foi relacionado aos efeitos supressivos das células 

apoptóticas sobre a atividade pró-inflamatória dos fagócitos com produção da prostaglandina E2 

(PGE2) e de TGF-  (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). A secreção de TGF-  induz a atividade da 

enzima ornitina descarboxilase (ODC) nos macrófagos com conseqüente síntese de poliaminas, 
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principalmente putrescina, um metabólito que influencia a replicação do T. cruzi e na inibição da 

produção de óxido nítrico (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).  

Os dados mencionados acima, mostram a importância da apoptose na doença de Chagas, 

sugerindo que esse processo pode ser determinante na imunopatogênse da infecção. 

Determinados parasitos contém hemoproteínas ou necessitam de compostos do heme 

durante o seu ciclo de vida. O T. cruzi é incapaz de sintetizar heme, mas precisa dessa molécula 

para o seu crescimento (CICCARELLI, et al., 2007). Os triatomíneos, insetos vetores 

responsáveis pela infecção pelo T. cruzi, ao se alimentarem no hospedeiro invertebrado ingerem 

sangue para satisfazer sua necessidade nutricional (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ et al., 

1982). Uma vez no inseto vetor, esses parasitos se multiplicam e se diferenciam em seu intestino 

que, por conter sangue é muito rico em moléculas de heme, derivado da hemoglobina.   

 

1.5 – Heme-oxigenase-1 e heme 

 

A molécula Heme (ferro protoporfirina IX) é um complexo formado pelo átomo de ferro 

ligado por quatro grupos de porfirinas (revisto por WAGENER et al., 2003). Sua estrutura foi 

confirmada por Hans Fisher, após sua síntese orgânica completa (WATSON, 1965) (Fig.2).  
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                            Figura 2: Estrutura do ferro protoporfirina IX (heme) (WAGENER et al., 2003). 

O heme é sintetizado por todas as células humanas nucleadas a partir de glicina e succnil- 

CoA, e envolve uma série de reações enzimáticas que ocorrem em parte na mitocôndria e em 

parte no citoplasma (Fig.3). A necessidade do heme, varia significativamente entre os diferentes 

tipos celulares e tecidos. A síntese do heme em grandes quantidades, ocorre rapidamente, 

principalmente nas células eritróides na medula óssea,  nos hepatócitos do fígado, e em células 

macrofágicas do baço, uma vez que, a incorporação do heme nas hemoproteínas, como a 

hemoglobina, mioglobina e o citocromo P450, ocorre nesses órgãos  (revisto por WAGENER et 

al., 2003). 
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Figura 3: Biossíntese do heme. A formação do heme a partir da glicina e succinil-CoA envolve a 

participação seqüencial de oito enzimas diferentes: (1) δ-aminolevulinato sintase (ALA-S);  (2) δ-

aminolevulinato dehidratase (ALA-D); (3) porfobilinogênio deaminase (PBGD); (4) uroporfirinogênio 

II sintase (URO-S); (5) uroporfirinogênio II descarboxilase (URO-D); coproporfirinogênio II oxidase 

(CPO); (7) protoporfirinogênio II oxidase (PPO); e (8) ferroquelatase (FC). O heme recém-sintetizado 

pode ser incorporado às hemoproteínas ou pode ser degradado. O acúmulo de heme intracelular ou 

exógeno pode ser prejuducial para as células, pois o heme catalisa a formação de espécies de oxigênio, 

resultando em estresse oxidativo (Adaptado de WAGENER et al., 2003). 

 

O heme está envolvido numa variedade de funções biológicas. Essa molécula pode 

interagir com várias proteínas inativas originando a proteína heme funcional. Em última análise, 

a função da molécula heme, é determinada pelas propriedades das cadeias polipeptídicas ligadas 

a ela. Na hemoglobina e na mioglobulina, o heme é utilizado para o transporte e estocagem de 

oxigênio, respectivamente, enquanto no citocromo, o heme está envolvido no transporte de 
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elétrons, geração de energia e transformação química. Em enzimas como catalases e peroxidases, 

o heme funciona inativando ou ativando peróxido de hidrogênio (H2O2), respectivamente, e no 

triptofano pirolase, o heme catalisa a oxidação do triptofano. Além disso, o heme é indispensável 

para uma variedade de outras sínteses enzimáticas importantes, como a da cicloxigenase (COX) 

e óxido nítrico sintase (NOS) (SEED & WILLOUGHBY, 1997; revisto por WAGENER et al., 

2003).    

A molécula heme também está envolvida em vários processos celulares como 

diferenciação e proliferação celular, e modulação gênica (ABRAHAM et al., 1983; BERI & 

CHANDRA, 1993; SASSA & NAGAI, 1996; PONKA, 1999). Em relação à diferenciação e 

proliferação celular, o heme estimula a diferenciação de neuroblastoma de camundongos, a 

diferenciação de fibroblastos 3T3 em adipócitos e estimula a proliferação de fibroblasto in vitro, 

entre outros (CHEN & LONDON, 1981). No que se refere à modulação gênica em células não 

eritróides, o heme regula a sua própria produção pela diminuição de sua biossíntese e pelo 

aumento do seu metabolismo. O heme controla a expressão de várias proteínas como as globinas, 

enzimas biosintéticas do heme, citocromos, mieloperoxidase, receptor de transferrina, e heme 

oxigenase-1 (HO-1) (GIDARI & LEVERE, 1977). 

Vários trabalhos descreveram a interação da enzima Heme oxigenase-1 (HO-1) com a 

molécula heme (WAGENER et al., 2003). Existem evidências de que o heme esteja envolvido 

na regulação de inúmeros processos fisiológicos e patológicos, como citoproteção, apoptose, e 

inflamação (revisto por MAINES, 1997; revisto por GOZZELINO et al, 2010). No que diz 

respeito à  inflamação, o recrutamento de leucócitos para os tecidos vasculares depende de 

inúmeras moléculas, como moléculas de adesão proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) e 

proteína inflamatória de macrófagos (MIP-1  bem como, E- P- L-selectinas (WAGENER et al, 
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1997; WAGENER et al., 1999) e induzindo a migração de leucócitos, especialmente de 

neutrófilos. (PORTO et al., 2007). 

 O metabolismo do heme está intimamente relacionada com a HO-1, que é uma enzima 

microsomal (MORSE & GHOI, 2005) que cataboliza a molécula heme recém sintetizada ou 

derivada das hemoproteínas, em quantidades equimolares de biliverdina, monoxido de carbono 

(CO) e ferro (Fe
2+

) (DESHANE et al., 2005). Em mamíferos, a biliverdina (BV) é rapidamente 

convertida pela biliverdina redutase em bilirrubina (BR) (revisto por MAINES, 1997) (Fig. 4).  

 

       Figura 4: Esquema da reação de catalização da heme-oxigenase (Adaptado de MORSE & GHOI, 2005). 

 O monóxido de carbono (CO), um dos produtos da degradação do heme pela HO-1, 

desempenha várias funções biológicas. Entre elas podemos citar a citoprotetora e anti-

inflamatória, proteção contra injúria oxidativa, e inibição da proliferação celular. Algumas 

atividades do CO são dependentes da via guanosina monofosfato cíclico (GMPc), como a 

inibição da agregação plaquetária e  o relaxamento do músculo liso (CAO et al., 2008). Outros 

efeitos mediados pelo CO, são independentes do GMPc, e envolvem a cascata de proteínas 

quinases ativadas por mitógeno (MAPK) (MORSE & CHOI, 2005). O íon Fe
2+

, outro produto 

derivado do metabolismo do heme pela ação da HO-1, aumenta a síntese de ferritina, que é uma 

proteína seqüestradora de ferro e têm propriedade citoprotetora. Na ausência de HO-1, a 
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liberação de ferro pelas células pode estar diminuída, contribuindo para a morte celular (MORSE 

& CHOI, 2005). No que se refere a BV, essa desempenha importante função anti-oxidante 

(CHUNG et al., 2009). 

 A heme oxigenase é a isoforma indutível e está inserida dentro do grupo das proteínas de 

choque térmico (SHIBAHARA et al., 1987).  

Até o momento foram descritas três isoformas da enzima HO (HO-1, HO-2, e HO-3), 

essas três isoformas são produtos de diferentes genes (MAINES, 1998). A isoforma HO-1, uma 

proteína de 32-kDa, diferentemente das outras duas, é induzida e pode ser detectada em 

diferentes tecidos. A isoforma HO-2 é constitutivamente expressa, possui peso molecular de 36-

kDa, e está presente em altos níveis no cérebro, testículos e células endoteliais. A isoforma HO-3 

possui peso molecular de 33-kDa e está presente em diferentes órgãos (MAINES, 1998). 

Diferente das características observadas nas isoformas HO-2 e HO-3, a HO-1 pode ser 

fortemente induzida em resposta a diversos estímulos oxidativos, incluindo a degradação do 

heme (ALAM et al., 1989), proteínas de choque térmico (STRUCHMANN, 2000), irradiação 

UV (LAVROVSKY et al., 1994), óxido nítrico (FORESTI et al., 1997), citocinas inflamatórias 

(TERRY et al., 1998), mediadores lipídicos (JOZKOWICZ et al., 2002) e metais pesados 

(ALAM et al., 1989). Esta enzima também pode ser induzida por hipóxia, mas este efeito parece 

ser tecido e espécie dependente (MOTTERLINI et al., 2000; SHIBAHARA et al., 2003). 

Somente em alguns poucos tipos celulares a isoforma HO-1 pode ser constitutivamente expressa, 

entre elas as células T regulatórias CD4
+
/CD25

+
 (PAE et al., 2003). 

 

1.6 - HO-1 e inflamação 



22 

 

Dados da literatura mostram que a indução da HO-1 protege o tecido e células contra 

estresse oxidativo, inflamação, rejeição a transplantes, apoptose, e inibe a proliferação celular 

(BROUARD et al., 2000; OTTERBEIN et al., 2000; SONG et al., 2003). O aumento da 

expressão da HO-1 melhora a inflamação, através da sua capacidade de inibir a expressão de 

moléculas de adesão pelas células endoteliais e adesão de leucócitos in vitro e in vivo. Em 

contraste, a inibição da HO-1 aumenta a expressão de moléculas de adesão. (WILLIS et al., 

1996).  

O efeito benéfico e modulador da HO-1 na inflamação foi descrita primeiramente por 

Willis e colaboradores (1996), no modelo de inflamação pleural. Nesse modelo, a inibição da 

HO-1 pela estanho-protoporfirina (SnPPIX), aumentou o infiltrado inflamatório. Por outro lado, 

a indução da HO-1 com a hemina resultou na redução da inflamação. Camundongos nocauteados 

e crianças deficientes da enzima HO-1 exibem fenótipo pró-inflamatório, confirmando, mais 

uma vez a importânica dessa enzima no processo inflamatório (POSS & TONEGAWA, 19997; 

YACHIE et al., 1999; KAPTURCZAK et al., 2004). Por outro lado, a super-expressão da HO-1 

leva a produção de mediadores anti-inflamatórios, como a IL-10,  que além de conferir proteção 

no modelo murino de sepse, também induz o aumento da sua própria expressão (LEE & CHAU, 

2002).  

A indução da enzima HO-1 inibe a inflamação, porém, mediadores pró-inflamatórios 

como TNF- , IL-1, LPS, são potentes indutores da expressão da HO-1 em células endoteliais e 

macrófagos (CAMHI et al., 1998; TERRY et al., 1999; WAGENER et al., 2003; KUNSCH, 

2004). Moléculas de adesão que são componentes chaves para a inflamação como molécula de 

adesão celular-1 (ICAM-1), molécula de adesão vascular-1 (VCAM-1) e selectinas são 

desativadas por indutores da HO-1 (WAGENER et al., 1997; SOARES et al., 2004).  
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Necrose e apoptose podem ocorrer sob condições oxidativas e inflamatórias, o que resulta 

na liberação de grande quantidade de heme, e consequentemente na exacerbação do processo 

inflamatório e injúria celular. O mecanismo pelo qual a HO-1 protege as células da apoptose 

ainda não está claro. Brouard e colaboradores Brouard e colaboradores (2002), motraram que a 

capacidade da HO-1 ou CO de proteger células endoteliais, da apoptose mediada por TNF-  é 

dependente da ativação do fator de transcrição NF -B. A ativação desse fator de transcrição 

promove a expressão de uma série de genes anti-apoptóticos, como por exemplo, c-IAP2 e A1, 

que interagem funcionalmente com CO para prevenir a apoptose de células endoteliais 

(BROUARD et al., 2002).  

Weis e colaboradores (2009) mostraram que o cultivo de macrófagos humanos com o 

lipídio bioativo esfingosina-1 fosfato, liberado por células apoptóticas, induziu o aumento da 

expressão da enzima HO-1, que por sua vez desencadeou sinais anti-apoptóticos  como Bcl-

2/Bcl-XL., assim como de sinais anti-inflamatórios (WEIS et al., 2009).  

Recentemente, foi sugerido que a expressão da HO-1 pode ser regulada 

transcricionalmente pelo receptor de proliferação de peroxissomo ativado isoforma gama 

(Peroxisome proliferator activated receptor gamma – PPAR- ) (KRONKE et al., 2007). O 

PPAR- pertence a uma superfamília de receptores nucleares (ZHANG &YOUNG, 2002) e sua 

principal  atividades biológicasmelhor descrita está relacionada com a regulação do metabolismo 

lipídico. Esses receptores podem ser expressos em macrófagos, células dendríticas, células T, B, 

endoteliais, entre outras, onde desempenham papel nos processos inflamatórios e imunológicos 

(ISSEMAN & GREEN, 1990; WAHLI & BRAISSANT, 1995; GLASS & OGAWAMA, 2006).  

A ativação do PPAR-  através do reconhecimento de células apoptóticas direciona os 

macrófagos para um perfil anti-inflamatório (JOHANN et al., 2006). Recentemente foi 
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observado que a expressão da HO-1 pode ser regulada pela ativação do PPAR  em células 

vasculares humanas, indicando um mecanismo anit-inflamatório desses ligantes de PPAR 

(KRONKE et al., 2007). Devido ao seu papel anti-inflamatório, foi sugerido que esses ligantes 

podem ser utilizados como uma nova estratégia para terapia de doenças cardiovasculares, e no 

tratamento doenças inflamatórias crônicas (KRONKE et al., 2007). 

1.7 – HO-1 e doenças infecciosas 

 O envolvimento da HO-1 nas doenças infecciosas ainda não está bem esclarecido. Nos 

últimos anos, esse assunto vem sendo despertado o interesse de alguns grupos, mas ainda 

existem poucos dados na literatura. 

O modelo experimental mais explorado é o da malária. Entre os resultados mais 

relevantes podemos citar os achados de Pamplona e colaboradores (2007), que usando 

camundongos BALB/c infectados com Plasmodium berghei ANKA, verificaram que o aumento 

da expressão e atividade da HO-1 evitou o desenvolvimento da malária cerebral experimental. 

Entretanto, o mesmo efeito não foi observado em camundongos C57BL/6, onde 100% dos 

animais infectados desenvolveram malária cerebral experimental, devido a menor expressão de 

HO-1 (PLAMPLONA et al., 2007). 

Ainda em relação à participação da HO-1 no modelo experimental da malária foi 

observado que a expressão da HO-1 estava aumentada no fígado de camundongos infectados 

com esporozoítos de Plasmodium berguei ANKA e Plasmodium yoelii, o que ocasionou 

aumento da carga parasitária hepática.  Camundongos deficientes da enzima HO-1 foram 

capazes de controlar a infecção, uma vez que na ausência da HO-1 foi observado um aumento da 

secreção de citocinas inflamatórias (EPIPHANIO et al., 2008). 
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  O envolvimento da HO-1 na tuberculose foi caracterizado recentemente. Já foi descrito, 

que uma das características mais importantes do patógeno causador da tuberculose, 

Mycobacterium tuberculosis (MTB), é sua capacidade de permanecer viável no hospedeiro 

humano por longos períodos em estado de latência, quando não se observam manifestações 

clínicas que permitem sua identificação. Nesta fase da infecção, o bacilo da tuberculose, diminui 

drasticamente seu metabolismo e praticamente não se multiplica como conseqüência da resposta 

imune montada pelo hospedeiro para tentar erradicar a infecção (DUCATI et al., 2006). Este fato 

está relacionado com a expressão de vários genes conhecidos como “genes de dormência”, pelo 

MTB. Recentemente, foi mostrado que a HO-1 é induzida em macrófagos infectados com MTB 

tanto ex vivo quanto in vivo. Para confirmar se a HO-1 estava relacionada com o efeito dos 

“genes de dormência”, macrófagos deficientes para HO-1 quando infectados pelo MTB 

acarretaram  uma redução desses genes. Os resultados de estudos desse grupo sugerem o que 

estabelecimento da infecção latente por esse microrganismo desencadeia a resposta imune do 

hospedeiro, que resulta na indução de HO-1, iNOS e formação de granuloma. 

Consequentemente, o MTB é exposto ao CO derivado da HO-1, ao NO derivado da iNOS e a 

baixos níveis de oxigênio nos granulomas o que leva a ativação dos “genes de dormência” o que 

pode permitir a sobrevivência da bactéria (KUMAR et al., 2008; SHILOH et al., 2008).  

A HO-1 também desempenha um papel no modelo de sepse, como descrito recentemente 

por Chung e colaboradores (2008). O grupo demonstrou que durante a sepse, o CO derivado da 

HO-1 desempenhou um importante papel no processo antimicrobiano sem inibir a resposta 

inflamatória. Camundongos deficientes em HO-1 quando expostos ao modelo de ligadura e 

punção do ceco, que dá origem a um foco de infecção polimicrobiana na cavidade abdominal, 
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apresentaram um aumento na mortalidade comparado com os camundongos selvagens, (CHUNG 

et al., 2008).  

Assim como o trabalho citado acima, Takaki e colaboradores também verificaram o 

efeito benéfico da HO-1 na sepse. A correlação entre o nível de CO e a sobrevivência, está 

relacionada com o efeito benéfico causado pelo aumento da enzima HO-1 em pacientes com 

sepse severa (TAKAKI et al., 2010). 

No que diz respeito aos tripanosomatídeos, foi demonstrado, que infecção por 

Leishmania mexicana pifanoi, induz o aumento da expressão da enzima HO-1. Infecção com 

amastigota realizada na presença de metaloprotoporfirinas, inibidoras da HO-1, resultou na 

produção de superóxido por macrófagos infectados. Dessa maneira, a forma amastigota não 

apenas evita a produção de superóxido durante sua internalização pelos macrófagos, como 

também faz com que estas células se tornem refratárias a produção de superóxido. Dessa forma, 

o aumento da HO-1 favoreceu a infecção pela Leishmania, e o efeito observado no metabolismo 

do heme, pode ser utilizado como mecanismo de escape empregado por outros organismos 

(PHAM et al., 2005). 

Sendo assim, a enzima HO-1 parece ora favorecer o agente infeccioso, ora favorecer o 

hospedeiro, variando o microrganismo observado. 
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RACIONAL 

Na infecção pelo Trypanosoma cruzi, já está bem estabelecido que os compostos 

derivados do heme são necessários para o crescimento do parasito in vitro. Essa necessidade 

nutricional se deve à incapacidade do T. cruzi em sintetizar a molécula heme (CICCARELLI et 

al., 2007). O sucesso da infecção e a manutenção do T. cruzi no hospedeiro vertebrado 

dependem da ação de mediadores intracelulares que podem influenciar na morte ou auxiliar na 

replicação do parasito (LOPES et al., 2000).  

Moléculas produzidas pelos macrófagos participam ativamente da resposta imune e 

podem influenciar no processo inflamatório. Nos últimos anos, nosso grupo descreveu a 

ocorrência de apoptose de linfócitos no curso da infecção experimental do T. cruzi (LOPES et 

al., 1995; FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Recentemente, Weis e colaboradores (2009) 

demonstraram que macrófagos cultivados na presença de sobrenadantes de células apoptóticas 

expressavam a enzima HO-1. O mesmo grupo também sugeriu que esta expressão poderia estar 

envolvida com a ativação alternativa de macrófagos. Essa situação poderia favorecer um 

ambiente propicio para a sobrevivência de parasitos intracelulares.  

A indução farmacológica da HO-1, assim como dos produtos finais do catabolismo do 

heme estão sendo estudados visando sua possível utilização com fins terapêuticos, em diferentes 

modelos experimentais (revisto por GOZZELINO et al, 2010). Na realização deste trabalho 

foram utilizados dois dos produtos da degradação do heme pela HO-1, biliverdina e bilirrubina, 

assim como duas metaloprotoporfirinas IX, uma indutora de HO-1, a CoPPIX e outra inibidora 
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da HO-1, o SnPPIX. As metaloprotoporfirinas IX têm como base a protoporfirina IX como 

encontrada no grupo heme, porém se diferem desta, por apresentar  outro metal no lugar do ferro.   

Como ainda não existe nenhum relato do envolvimento da HO-1 na infecção pelo T. 

cruzi, julgamos importante analisar o efeito modulador dessa enzima no crescimento desse 

parasita in vitro, bem como seu efeito sobre os fatores pró e anti-inflamatórios envolvidos na 

infecção por este parasita. 
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2. OBJETIVO GERAL 

Verificar se a indução da HO-1, pela fagocitose de células apoptóticas por macrófagos 

peritoneais infectados pelo T. cruzi modula a infecção e os mediadores pró e anti-inflamatórios 

envolvidos nessa infecção. 

2.1 - Objetivos Específicos 

 Verificar se ocorre a expressão da enzima HO-1 em macrófagos peritoneais infectados ou 

não pelo T. cruzi, co-cultivados na presença ou ausência de células apoptóticas in vitro; 

 Avaliar se a enzima HO-1 interfere na multiplicação do T. cruzi in vitro; 

 Avaliar se a HO-1 exerce algum efeito na secreção de mediadores pró ou anti-

inflamatórios no modelo de infecção in vitro pelo T. cruzi;  

 Verificar se a biliverdina e a bilirrubina, produtos finais da degradação do heme são 

capazes de modular a infecção in vitro pelo T. cruzi; 

 Avaliar o envolvimento do PPAR-  na indução da HO-1.  
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3. MATERIAL & MÉTODOS 

3.1-Animais 

Camundongos machos da linhagem BALB/c, com 6-8 semanas de idade foram obtidos 

do Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL), Fiocruz/RJ, e mantidos em gaiolas 

de plástico com maravalha de pinho, ração e água ad libitum. Todos os procedimentos 

experimentais foram realizados de acordo com as normas para utilização de animais de 

laboratório, estabelecidas pela Comissão de Avaliação de Animais em Pesquisa (CAUAP) do 

Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho. 

3.2- Parasitos 

O clone Dm28c do Trypanosoma cruzi (Contreras et al., 1988) foi utilizado em todas as 

experiências. As formas epimastigotas foram cultivadas, através de passagens sucessivas, em 

meio BHI (Difco/Becton & Dickinson Laboratories, Detroit, USA) suplementado com hemina 

(25 mg/L, Sigma), ácido fólico (20 mg/L, Sigma) e  10% de soro fetal bovino inativado a 56 
˚
C 

(SFB, Gibco-Invitrogen), e mantidas em estufa  BOD a 27
 º
C. As formas metacíclicas do clone 

Dm28c do T. cruzi foram diferenciadas in vitro em meio TAU-P  “Triatomine Artificial Urine”  

(190mM NaCl;  8 mM de tampão fosfato de sódio, pH 6,0;  17 mM KCl; 2 mM CaCl2;  2 mM 

MgCl2;  0,035% de NaHCO3 , com adição de  10 mM de L-prolina; todos da Sigma Chemical 

Co.), segundo o protocolo descrito por Contretas et al., (1985).  

3.3 - Obtenção de células apoptóticas  

Como fonte de células apoptóticas foi utilizada a linhagem de linfócitos T humanas Jurkat, 

mantidas em cultura em meio RPMI 1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 5x10
-5

 M de 

2-mercaptoetanol, 10 µg/ml de gentamicina, 10 mM de  hepes, 1mM de piruvato de sódio e 10% 
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de soro fetal bovino (todos da Gibco-Invitrogen). As células T Jurkat foram lavadas 2x em HBSS 

sem soro, ressuspensas em DMEM suplementado com 1% de nutridoma (Roche Healthcare, 

EUA) distribuídas em garrafas para cultura de células de 25 cm
2
, e em seguida foram expostas a 

irradiação ultravioleta a 254 nm por 10 minutos. Após este período, as células foram cultivadas 

por um período adicional de 2 horas a 37 C em atmosfera úmida contendo 7% de CO2. A 

avaliação do percentual de células apoptóticas pela marcação com anexina V-FITC (BD-

Pharmingem, EUA), e pela contagem com corante vital azul de Trypan mostrou que 80% das 

células estavam apoptóticas (FREIRE-DE-LIMA et al., 2006). As células apoptóticas eram 

adicionadas a cultura de macrófagos 24 horas após serem adicionadas as formas tripomastigotas 

do T. cruzi a cultura, juntamente com os demais estímulos (citados abaixo) numa relação de 3 

células apoptóticas para 1 macrófago (15x10
5
/poço). 

 

3.4 - Obtenção de macrófagos e avaliação da carga parasitária in vitro  

Macrófagos peritoniais murinos residentes foram obtidos de camundongos BALB/c através 

do lavado da cavidade peritoneal com 5 mL de DMEM (Gibco-Invitrogen) suplementado e sem 

soro. As células foram contadas, ajustadas em meio DMEM contendo 10% de SFB e 5x10
5
 

macrófagos foram distribuídos em triplicatas em placa de 24 poços (TPP-Switzerland). As placas 

foram incubadas em estufa a 37
º
C e 7% CO2 por 24 horas para aderência dos macrófagos. Após 

esse período, os macrófagos foram infectados por 24 horas com formas tripomastigotas 

metacíclicas diferenciadas in vitro do T. cruzi numa proporção parasito:célula de 3:1 (15x10
5 

parasitos/poço). No dia seguinte os poços foram lavados com HBSS sem soro para remoção dos 

parasitos não interiorizados e, mantidos em meio DMEM suplementado com 1% de nutridoma. 

Os diferentes estímulos (citados abaixo) foram adicionados a cultura de células. 



33 

 

 

3.5 – Avaliação dos Parasitos 

A multiplicação dos parasitos (tripomastigotas liberados na cultura) foi avaliada após sete 

e onze dias em cultura pela contagem em câmara de Neubauer. Para avaliação das formas 

amastigotas e para coleta dos sobrenadantes das culturas, os macrófagos foram cultivados sobre 

lamínulas de vidro estéreis (Knittel, Alemanha) e submetidos ao mesmo esquema experimental 

descrito anteriormente. As lamínulas foram lavadas com PBS 1X, fixadas em metanol, coradas 

com panótico rápido (Laborclin, Paraná), montadas sobre lâminas em Enthelan
®
 (Merk, EUA) e 

o número de amastigotas por 100 macrófagos foi avaliado em microscopia ótica de imersão 

(Zeiss, Alemanha). 

3.6 – Reagentes 

 Todos os estímulos citados abaixo foram adicionados 24 horas depois da infecção dos 

macrófagos com a forma tripomastigota do T. cruzi, seguindo com a adição das células 

apoptóticas quando necessário.  

 O indutor da enzima HO-1 (CoPPIX), o inibidor da enzima HO-1 (SnPPIX), a biliverdina 

e a bilirrubina, obtidos da empresa Frontier Scientific, foram dissolvidos em NaOH 0,1 N 

(estéril), e diluições seriadas foram realizadas em DMEM suplementado e sem soro, até 

atingirem a concentração desejada (50 M, com exceção da bilirrubina, cuja concentração era de 

25 M) e filtradas. A solução estoque de cada um dos reagentes era mantida protegida da luz, na 

temperatura de -20
º
C. 

 O antagonista sintético do PPAR- , GW9667 (Cayman Chemical) foi dissolvido em 

DMSO e diluído em DMEM suplementado e sem soro, tendo como concentração final 1 M. A 

solução estoque de cada um dos reagentes eram mantidas protegidas da luz, na temperatura de -
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20
º
C. O GW9662 foi utilizado em apenas alguns experimentos, o mesmo foi adicionado na 

cultura no mesmo dia dos demais estímulos, porém, 6 horas antes. 

 O LPS derivado de Salmonella enterica sorotipo typhimurium (Sigma) foi utilizado em 

alguns experimentos de dosagem de citocinas e óxido nítrico, na concentração de 10 g/mL, 

sozinho ou com IFN-  (0,5 ng/mL).  

 O anticorpo anti-TGF-  e seu isotipo controle (eBioscience), foram utilizados na 

concentração de 10 g/mL.  A solução estoque era mantida à -20
º
C. 

3.7 - Dosagens de citocinas por ELISA 

As citocinas TNF- , IL-10 e TGF-  foram quantificadas nos sobrenadantes das culturas 

de células coletados 48 horas após a adição do último estímulo, pelo método imunoenzimático 

do tipo sanduiche (ELISA) utilizando-se o protocolo descrito pelo fabricante. Os sobrenadantes 

foram mantidos a -20 ºC até o momento da utilização. Para dosagem do TGF-β, os sobrenadantes 

foram previamente acidificados com HCl para ativação dessa citocina nos sobrenadantes e 

posteriormente neutralizados com uma solução de NaOH 1,2N e Hepes 0.5 M.  Resumidamente, 

placas de cultura 96 poços (TPP) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais específicos 

para as diferentes citocinas a serem dosadas (50 μl/poço) diluídos em tampão carbonato pH 9 e 

incubadas por 24 horas a 4 ºC. Em seguida, as placas foram lavadas com solução tamponada com 

fosfatos pH 7,2 (PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) (Sigma Chemical Co., EUA) em 

lavador automático de placas (Skan Washer 400, Molecular Devices, EUA). Depois dessa etapa, 

100 L de PBS suplementado com 10% de SFB foram distribuídos nos poços e a placa incubada 

por 2 horas em temperatura ambiente. Após esse período, o PBS + 10% de SFB foi descartado e 

as diferentes concentrações das várias citocinas recombinantes e as amostras a serem testadas (50 
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μl/poço), foram acrescentadas aos poços em duplicatas.  As placas contendo as amostras e a 

curva-padrão foram incubadas ON a 4 ºC. Em seguida, as placas foram lavadas com PBS-T e 

foram adicionados os anticorpos secundários específicos para as citocinas marcados com biotina. 

As placas foram incubadas por 2 horas, a 37 ºC e, a seguir foram lavadas com PBS-T. A reação 

foi revelada com fosfatase alcalina conjugada a estreptoavidina (Southern Biotechnology 

Associates INC. Birmingham, AL) usando paranitrofenol fosfato como substrato (Sigma 

Chemical Co.). A leitura foi realizada por absorbância em 405 nm através de um leitor de ELISA 

(VERSAMax Microplate Reader, Molecular Devices, EUA).  

 

3.8 - Dosagem de prostaglandina (PGE2) por ELISA 

Placas para ELISA foram sensibilizadas com 200 μl de anticorpo de cabra anti-

Imunoglobulina G de camundongo (IgG) diluído em tampão fosfato de potássio a 0,05 M e 

incubadas por 24 horas a temperatura ambiente. Após esta etapa as ligações inespecíficas foram 

bloqueadas com a adição de 200 μl de tampão fosfato de potássio 0,05 M contendo 3% de BSA, 

e a placa foi mantida sob agitação por 4 horas. Após esse período a placa foi lavada com tampão 

fosfato de potássio contendo 0,05% de Tween 20. Em seguida, foram adicionados 50 μl das 

amostras ou de prostaglandina E2 da curva padrão. O anticorpo anti prostaglandina E2 conjugada 

a colinesterase (50 μl) foi adicionado e incubado durante 16 horas. Após esta etapa, a placa foi 

lavada (5x) com Tween 20 a 0,05% em PBS. Em seguida foram adicionados 200 μl do reagente 

de Elman para revelar a reação. A placa foi mantida sob agitação durante 2 horas e a reação 

colorimétrica foi analisada em espectofotômetro de placa a 405 nm. Os dados foram analisados 

com o programa Soft Max Pro, e a dosagem baseada na curva padrão (Cayman Chemical, Amn 

Anbor, MZ). 
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3.9 - Ensaio de produção de óxido nítrico (NO) 

A produção de NO foi avaliada indiretamente pela medida da produção de nitrito (NO2
¯
) no 

sobrenadante das culturas. A concentração de nitrito foi determinada através de reação 

colorimétrica de Griess. Resumidamente, 50 μl do reagente de Griess foram adicionados a 50 μl 

do sobrenadante e após 10 minutos a temperatura ambiente, a absorvância foi determinada (filtro 

de 540nm) em espectofotômetro (GREEN et al., 1982).  

3.10- Ensaio de Western Blot  

 As culturas de macrófagos infectados pelo T. cruzi e co-cultivados com a linhagem de 

células T Jurkat apoptóticas por 24 horas, foram lavadas com PBS, e em seguida, foi adicionado 

1 mL do tampão de lise (Gibco BRL) e incubado por 5 minutos à temperatura ambiente. Para 

assegurar que todas as células distribuídas em triplicatas nas placas de 6 poços (TPP, 

Switzerland) e submetidas aos diferentes estímulos estavam sendo utilizadas, os poços foram 

raspados com auxílio de “cell scraper”. O homogenato de cada uma das triplicatas foi transferido 

para tubos 15 mL e submetidas à centrifugação a 2000 RPM. Os pellets foram ressuspensos em 

solução tampão (20 mM Hepes, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM ditiotreitol, 0.5% triton X-100 

suplementado com coquetel de inibidor de protease – Calbiochem, EUA) e fervidas por 5 

minutos à 100 
0
C e posteriormente separadas por eletroforese em SDS-PAGE 10% a 100 V. As 

proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose em um sistema de blotting (BIO-

RAD, Hercules, CA) por 30 minutos/30 v. A membrana foi incubada por 1 hora com 5% de BSA 

em tampão TBS, para bloquear as ligações não específicas. A membrana foi então incubada a 

temperatura ambiente e incubada com anticorpo primário anti-HO-1 (Santa Cruz - 

Biotechnology, EUA) por 24 horas a 4
0
 C. Posteriormente, a membrana foi lavada 5 vezes com 
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tampão de lavagem (TBS 0,1% Tween 20) e incubada com o anticorpo secundário por 1 hora a 

temperatura ambiente (anti-IgG de coelho marcado com peroxidase– Cayman Chemical 

Company). As reação foi detectada utilizando-se o kit de quimioiluminescência  “ECL Plus 

Western Blotting detection system”  de acordo com as instruções do fabricante (Armersham 

Biosciences). 

 

3.11 - Análise Estatística 

 Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM). As análises 

estatísticas foram realizadas no programa Prism 4 (Sigma) para Windows  utilizando o método 

“One-way ANOVA”. 
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4. RESULTADOS 

4.1 - Indução da expressão da enzima HO-1 em macrófagos co-cultivados com células 

apoptóticas 

Existem poucas informações a respeito da participação da HO-1 na infecção pelo T. cruzi, 

investigou-se os possíveis efeitos moduladores dessa enzima na infecção experimental por este 

parasita. Nesse sentido, o primeiro passo foi avaliar a expressão da enzima HO-1 em macrófagos 

infectados ou não, na presença de células apoptóticas, através da técnica de Western Blot. Os 

resultados mostraram, que a infecção pelo T. cruzi por si só, induziu a expressão da enzima HO-

1 em quantidades basais bem como observado pelos macrófagos não infectados. Por outro lado, 

nas culturas de macrófagos, infectados ou não pelo T. cruzi, e co-cultivados com células 

apoptóticas, verificou-se um aumento significativo da expressão da HO-1 (Fig. 5). 

 

Figura 5: A fagocitose de células apoptóticas por macrófagos aumenta a expressão da enzima HO-1. 

Macrófagos peritoneais de camundongo BALB/c foram infectados ou não pelo T. cruzi e co-cultivados na presença 

ou ausência de células apoptóticas em placa de 6 poços por 24 horas. Após este período, as células foram lisadas e o 

conteúdo proteico avaliado quanto à expressão de HO-1 por Western Blot. A figura mostra o resultado de um 

experiência representativa. 

 

 



39 

 

 

4.2 - Ativação da enzima HO-1 favorece a replicação do T. cruzi in vitro 

O próximo passo foi avaliar o efeito dessa enzima sobre a replicação do T. cruzi in vitro. 

Com esse objetivo, macrófagos infectados pelo parasito foram co-cultivados com células 

apoptóticas, com células apoptóticas na presença do inibidor da HO-1 (estanho protoporfirina - 

SnPPIX), com o inibidor somente, e com o indutor da HO-1 (cobalto protoporfirina – Co PPIX). 

Foi observado que o tratamento com células apoptóticas exacerbou a replicação do 

parasita como avaliado pela contagem das formas tripomastigotas viáveis nos sobrenadantes das 

culturas, após 7 e 11 dias de incubação. A adição do indutor da HO-1 aos macrófagos infectados, 

resultou num efeito similar. Por outro lado, o tratamento com o inibidor da HO-1 na presença ou 

ausência de células apoptóticas foi capaz de controlar o crescimento dos parasitas in vitro (Fig. 

6A e B). Mostrando que o inibidor da HO-1 na presença das células apoptóticas reverteu o efeito 

observado quando macrófagos infectados pelo T. cruzi eram co-cultivados na presença de células 

apoptóticas. 



40 

 

 

Fig. 6 – A indução da enzima HO-1 e as células apoptóticas exacerbam a replicação do T. cruzi in vitro. 

Macrófagos peritoniais de camundongos BALB/c (5x10
5
) foram infectados com T. cruzi (15x10

5
) e 24hs depois 

foram tratados com o indutor da HO-1 (CoPPIX, 50 M), com o inibidor (SnPPIX, 50 M), com o inibidor (SnPPIX, 

50 M) na presença de células apoptóticas (APO, 15x10
5
), ou somente com células apoptóticas. A carga parasitária 

foi determinada em câmara de Neubauer pela contagem das formas tripomastigotas viáveis liberadas no 

sobrenadante. Resultados representativos (médias ± SD de triplicatas) de três experiências independentes. Os 

asteriscos indicam (***) p ≤ 0,001, (**) p≤ 0,01 e (*) p ≤ 0 0,05 em relação ao controle. 
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Com o objetivo de avaliar se o número de parasitas livres no sobrenadante era um reflexo 

do número de formas amastigotas, macrófagos foram cultivados e infectados sobre lamínulas e 

submetidos aos mesmos tratamentos. Os resultados apresentados na figura 6 confirmam que a 

fagocitose de células apoptóticas ou a presença do indutor da HO-1 favoreceu a replicação das 

formas amastigotas do T. cruzi in vitro. Entretanto, a adição do inibidor da HO-1 sozinho ou em 

associação com as células apoptóticas foi capaz de controlar o crescimento das formas 

intracelulares (Fig. 7 A). Em contraste, não foi observado diferença significante entre o número 

de macrófagos infectados submetidos aos diferentes tratamentos, mostrando que a infecção não 

influenciou no número de amastigotas (Fig. 7 B). 
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Figura 7: HO-1 exacerbou a replicação da carga parasitária intracelular. Macrófagos peritoniais de 

camundongos BALB/c (5x10
5
) cultivados sobre lamínulas foram infectados com T. cruzi (15x10

5
) e 24hs depois 

foram tratados com o indutor da HO-1 (CoPPIX, 50 M), com o inibidor (SnPPIX – 50 M), com o inibidor 

(SnPPIX, 50 M) na presença de células apoptóticas (APO, 15x10
5
), ou somente com células apoptóticas. Três dias 

após, as lamínulas foram fixadas, coradas e o número de amastigotas foi avaliado por microscopia óptica. Os 

resultados (médias ± SD de triplicatas) apresentados são representativos de três experiências realizadas 

separadamente. (A) Número de amastigotas/100 macrófagos. (B) Percentual de macrófagos infectados. Os 

resultados da figura (A) apresentam significância estatística quando se compara os valores obtidos em a e b.  

 

4.3 – A atividade da HO-1 modula a produção de fatores anti-inflamatórios. 

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a HO-1, assim como a fagocitose 

das células apoptóticas modulam a infecção pelo T. cruzi in vitro.  Nossos resultados estão de 

acordo com os dados da literatura que mostraram que a interação das células apoptóticas com 

macrófagos infectados favorecia a replicação do T. cruzi que era mediada por TGF-  e PGE2 
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(FREIRE-DE-LIMA et al., 2000), Nesse sentido decidimos avaliar o possível envolvimento da 

atividade da enzima HO-1 na modulação da produção de fatores anti-inflamatórios. 

A avaliação da produção de fatores anti-inflamatórios como citocinas IL-10 e TGF-  e o 

mediador lipídico PGE2 pelos macrófagos peritoneais infectados com T. cruzi e cultivados com 

CoPPIX, SnPPX, células apoptóticas/SnPPIX, ou células apoptóticas somente, mostrou que 

houve um aumento da produção de todos estes fatores nos sobrenadantes das culturas 

estimuladas com células apoptóticas e com o indutor da HO-1 (Fig. 8 A, B e C). Como controle 

positivo da produção desses fatores anti-inflamatórios os macrófagos foram estimulados com 

LPS pelo mesmo período de tempo. Nessas mesmas condições foi possível observar que na 

presença da célula apoptótica, o inibidor da HO-1 reverteu a produção de TGF- , IL-10 e PGE2  

observada nas culturas de macrófagos co-cultivados com células apoptóticas somente (Fig. 8 A, 

B, e C). A presença do inibidor da HO-1 não acarretou em nenhuma alteração na produção 

desses fatores, apresentando níveis semelhantes aos sobrenadantes dos poços controle 

(macrófagos infectados sem qualquer estímulo). 
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Figura 8: Produção de moléculas anti-inflamatórias induzida pela HO-1. Macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c (5x10
5
) infectados com formas tripomastigotas do T. cruzi (15x10

5
), foram cultivados por 48 

horas com LPS (controle positivo, 1ng/mL), com células APO, com CoPPIX (50 M), com SnPPIX (50 M), ou com 

APO (15x10
5
)+SnPPIX (50 M). A produção de TGF-  (A),  IL-10 (B) e PGE2 (C) foi avaliada nos sobrenadantes 

por ELISA. Cada coluna representa a média ± desvio padrão da média (SD) dos resultados obtidos de triplicatas de 

um experiência representativa de 3 realizadas separadamente. Os asteriscos indicam (***) p ≤ 0,001, (**) p≤ 0,01 

em relação ao controle e (*) p ≤ 0 0,05 comparado aos valores observados nas culturas na presença de células 

apoptóticas somente e células apoptóticas com o inibidor da HO-1. 

 

 

 

4.4 – Avaliação da produção de TNF-  e NO induzida pela enzima HO-1. 

Com o objetivo de estudar a ação da enzima HO-1 na produção de moléculas pró-

inflamatórias realizamos experimentos para obtenção de sobrenadantes de culturas de 

macrófagos infectados pelo T. cruzi estimulados (Figs. 9 B e D) ou não (Figs. 9 A e C) com LPS 

e IFN-  e tratados com os diferentes estímulos como descritos nas figuras. Os resultados 

mostraram que quando os macrófagos não foram cultivados na presença de LPS e IFN-  não 

houve aumento significativo da produção de TNF-  e NO em relação as culturas controle 

estimuladas somente com LPS (Figs 9 A e C). Contudo, foi observado que a diminuição de TNF-

 e NO quando macrófagos infectados pelo T. cruzi eram co-cultivados com células apoptóticas 
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foi revertida quando essas células eram colocadas na presença do inibidor da HO-1. A indução 

da HO-1 pela fagocitose de células apoptóticas bem como pelo CoPPIX foi incapaz de favorecer 

a produção de TNF-  e NO (Fig. 9 A e 9 B), mesmo quando os macrófagos eram estimulados 

com LPS/IFN-  (Fig. 9 A e 9 B). Sugerindo que a indução da HO-1 pela fagocitose das células 

apoptóticas regula negativamente a produção de TNF-  e NO pelos macrófagos infectados. 
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Figura 9: Avaliação da produção de TNF-  e NO induzida pela enzima HO-1. Macrófagos peritoneais  de 

camundongos BALB/c (5x10
5
) infectados com formas tripomastigotas do T. cruzi (15x10

5
) e cultivados em meio 

somente, estimulados (Figs. 8 B e D) ou não (Figs. 8 A e C) com LPS e IFN-  (10 g/mL e 0,5 ng/mL, 

respectivamente) na presença dos diferentes estímulos como mostrado nas figuras. Após 48 horas de cultura a 

produção de TNF-  e NO nos sobrenadanes foi avaliada. Os resultados apresentados  (média ± SD de triplicatas) 

são de um experimento representativo. Os asteriscos indicam (***) p ≤ 0,001, (*) p ≤ 0 0,05 em relação ao controle 

de macrófagos infectados cultivados com meio somente (Figs. A e C). Os resultados da figuras 8 B e D apresentam 

significância estatística quando comparados aos valores obtidos em a e b. Resultados semelhantes foram obtidos em 

outros dois experimentos independentes.  
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4.5 – A produção do TGF-  pelo indutor da HO-1 favorece a replicação do T. cruzi. 

Os estudos que avaliaram a atividade biológica do TGF-  mostraram que essa citocina 

age como desativador de muitas funções desempenhadas por macrófagos, como por exemplo, 

inibindo a síntese de iNOS, e por sua vez bloqueia a produção de NO por macrófagos ativados 

(LIEW et al., 1990). A presença do TGF-  afeta a capacidade tripanocida de macrófagos 

ativados, o que representa um mecanismo de escape do parasito. Com base nessas informações, 

questionamos se a produção de TGF-  pelos macrófagos infectados e tratados com das células 

apoptóticas (Fig. 10 A) ou cultivados na presença o indutor da HO-1 (Fig. 10 B) estava 

exarcebando a replicação do parasita. Para isso, foi adicionado o anticorpo neutralizante às 

culturas de macrófagos infectados co-cultivados com células apoptóticas ou tratados com indutor 

da HO-1. Nossos resultados revelaram que na presença do anticorpo anti-TGF-  houve uma 

diminuição do número de formas tripomastigotas nessas culturas. Esses resultados confirmam o 

papel determinante do TGF-  como um importante mecanismo de escape do T. cruzi. Indicando 

que a enzima HO-1 parece agir de maneira dependente de TGF- . 
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Figura 10: A produção de TGF-  induzida pela HO-1 favorece o crescimento do T. cruzi.  Macrófagos 

peritoniais de camundongos BALB/c (5x10
5
) foram infectados com T. cruzi (15x10

5
)e 24hs depois foram incubadas 

com células apoptóticas (APO, 15x10
5
), células apoptóticas na presença de atincorpo anti-TGF-  (10 g/mL), ou 

células apoptóticas na presença do isotipo controle do anti-TGF-  (A), e tratados com indutor da HO-1 (CoPPIX, 

50 M), na presença anticorpo anti-TGF- , ou CoPPIX na presença do isotipo controle (B). A determinação da carga 

parasitária foi realizada com auxílio de câmara de Neubauer em micróscopio optico. Os resultados apresentados  

(média ± SD de triplicatas) são de um experimento representativo. Os resultados  apresentaram significância 

estatística quando comparado aos valores obtidos em a e b. Resultados semelhantes foram obtidos em outros dois 

experimentos independentes. 
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4.6 – Efeito dos subprodutos do heme, biliverdina e bilirrubina, na replicação do T. cruzi e 

na produção de moléculas pró e anti-inflamatórios. 

 

Com base nos resultados anteriores, no qual demonstramos a importância da indução da 

enzima HO-1 na infecção pelo T. cruzi e na produção de moléculas pró e anti-inflamatórias 

questionamos se a biliverdina (BV) e bilirrubina (BR) desempenhariam algum papel no nosso 

sistema experimental. Tanto a BV quanto a BR, produtos do catabolismo do heme pela HO-1, 

possuem atividades anti-oxidantes e anti-inflamatória (HAYASHI et al., 1999).  

Com o intuito de verificar o efeito da BV e BR na replicação do T. cruzi e na produção de 

moléculas pró e anti-inflamatórias utilizamos o mesmo sistema dos experimentos anteriores, 

onde além dos estímulos testados anteriormente, foram acrescentadas essas duas moléculas. Os 

resultados da Fig. 11 revelaram que a adição tanto de BV quanto de BR aumentou o número de 

tripomastigotas viáveis nessas culturas. É importante ressaltar que resultados similares foram 

observados quanto ao número de amastigotas no interior de macrófagos infectados (Fig. 12). 
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Figura 11: A adição exógena de BV e BR também favorece o crescimento do T. cruzi in vitro. Macrófagos 

peritoneais  de camundongos BALB/c (5x10
5
) infectados com formas tripomastigotas do T. cruzi (15x10

5
) e 

cultivados em triplicatas em placas de 24 poços na presença dos estímulos já utilizados anteriormente e na presença 

de BV (50 M) e BR (25 M) adicionados separadamente. Sete dias após a adição dos estímulos o número de 

tripomastigotas foi avaliado no sobrenadante dessas culturas em câmara de Neubauer por miroscopia optica. Os 

valores apresentados são de uma experiência representativa de três realizadas separadamente. Os asteriscos indicam 

(**) p≤ 0,01 e (*) p ≤ 0 0,05 comparados aos poços controle de macrófagos infectados cultivados somente com meio 

de cultura. 
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Figura 12: Exarcebação da carga parasitária intracelular induzida por BV e BR. Macrófagos peritoneais  de 

camundongos BALB/c (5x10
5
) foram cultivados sobre lamínulas em triplicatas em placas de 24 poços e infectados 

com formas tripomastigotas do T. cruzi (15x10
5
), na presença dos estímulos já utilizados anteriormente e na 

presença de BV (50 M) e BR (25 M) adicionados separadamente. Três dias após o início das culturas, as lamínulas 

foram lavadas, fixadas, coradas, montadas e o número de amastigotas em 100 macrófagos avaliado por microscopia 

optica. Os valores apresentados são de uma experiência representativa de três realizadas separadamente. Os 

asteriscos indicam (***) p ≤ 0,001 e (**) p≤ 0,01 comparados aos poços controle de macrófagos infectados 

cultivados somente com meio de cultura. 

 

 

 Como já citado, o TGF-  é umas das citocinas envolvidas na desativação de macrófagos e 

consequente eliminação da atividade microbicida. Dessa forma,  avaliamos a produção dessa 

citocina quando macrófagos peritoneais infectados foram cultivados na presença de LPS, 

células apoptóticas, BV ou BR. Os resultados mostraram que houve aumento da produção de 

TGF-  em todos os tratamentos quando comparado com os poços controle (macrófagos 

infectados com T. cruzi) (Fig. 13). Efeito similar da produção de TGF-  foi observado quando 

células apoptóticas eram colocadas em co-cultura com macrófagos infectados pelo T. cruzi 

(Fig. 8 A). 
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Figura 13: A produção de TGF-  é induzida por BV e BR. Macrófagos peritoneais  de camundongos BALB/c 

(5x10
5
) infectados com formas tripomastigotas do T. cruzi (15x10

5
) foram cultivados por 48 horas com LPS 

(controle positivo, 10 g/mL), com células apoptóticas (15x10
5
), BV (50 M) e BR (25 M). A produção de TGF-  

foi avaliada nos sobrenadantes das culturas por ELISA. Cada coluna representa a média ± desvio padrão da média 

(SD) dos resultados obtidos de triplicatas de um experiência representativa de 3 realizadas separadamente. Os 

asteriscos indicam (**) p≤ 0,01 em relação ao controle e (*) p ≤ 0 0,05 comparado aos valores observados nas 

culturas infectadas com T. cruzi na presença de meio apenas. 

 

 

Adicionalmente, foi avaliado também a produção de TNF-  e NO. Como esperado, BV e  

BR por si só não foram suficientes para induzir a produção destes fatores inflamatórios por 

macrófagos infectados (Fig. 14 A e B). Resultados semelhantes foram observados nos 

macrófagos co-cultivados com células apoptóticas. Quando os macrófagos infectados pelo T. 

cruzi foram cultivados com  LPS+IFN- , na presença de BV e BR, não houve alteração nos 

níveis de TNF-  (Figs. 15 A e B) e NO (Figs. 15 C e D). Para investigar se o TGF-  produzido 

estaria bloqueando o efeito da BV e da BR sobre a produção de TNF-  e NO, foram adicionados 

as culturas o anticorpo neutralizante anti-TGF-  e seu respectivo isotipo controle. De fato 

neutralização do TGF-  anulou o efeito exercido pela BV e BR na produção desta citocina, o que 
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favoreceu então, a produção de TNF-  (Figs. 15 A e B) e NO (Figs. 15 C e D) nos macrófagos 

cultivados na presença de LPS e IFN- . 

  

Figura 14: Ausência de produção de TNF-  e NO na presença de BV e BR. (A) Macrófagos peritoneais  de 

camundongos BALB/c (5x10
5
) infectados com formas tripomastigotas do T. cruzi (15x10

5
) foram cultivados com 

com LPS (controle positivo, 10 g/mL), com células apoptóticas (APO, 15x10
5
),  BV (50 M), ou BR (25 M), 

durante 48hs. Após este período, os sobrenadantes foram coletados e a produção de TNF-  (Fig. 13 A) e NO (Fig. 

13 B) avaliadas.  Os resultados apresentados  (média ± SD de triplicatas) são de um experimento representativo. Os 

resultados  apresentaram significância estatística quando comparado aos valores obtidos em a e b. Resultados 

semelhantes foram obtidos em outros dois experimentos independentes. 
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Figura 15: A neutralização do TGF-  permitiu a produção de TNF-  e NO por macrófagos infectados pelo T. 

cruzi. Macrófagos peritoneais  de camundongos BALB/c (5x10
5
) infectados com formas tripomastigotas do T. cruzi 

(15x10
5
) foram cultivados em meio somente, ou estimulados com LPS e IFN-  (10 g/mL e 0,5 ng/mL, 

respectivamente) na presença dos diferentes estímulos como mostrado nas figuras. Após 48 horas de cultura a 

produção de TNF-   (Figs. A e B) e NO (Figs. C e D) foi avaliada nos sobrenadanes. Os resultados apresentados  

(média ± SD de triplicatas) são de um experimento representativo. Os resultados apresentam significância estatística 

quando comparado aos valores obtidos em a e b. Resultados semelhantes foram obtidos em outros dois experimentos 

independentes. 

 

 

 

 

 

 

 

4.7 - Envolvimento do PPAR-  na ativação da HO-1 
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A ativação do receptor nuclear PPAR-  em macrófagos murinos, induzida pela fagocitose 

de células apoptóticas, já foi evidenciado por diferentes grupos (JOHANN et al., 2006; FREIRE-

DE-LIMA et al., 2006). Mas recentemente, foi caracterizado que o receptor nuclear PPAR-  

modula a ativação da enzima HO-1 em células endoteliais humanas (Kronke et al., 2007).  

Para avaliar o papel do PPAR-  no modelo experimental utilizado, macrófagos 

peritoneais infectados foram previamente tratados por 6 horas com GW9662, um antagonista do 

PPAR- . Em seguida foram adicionados às culturas os demais estímulos (células apoptóticas ou 

indutor da HO-1).   

Após sete dias de incubação, foi avaliado o número de tripomastigotas viáveis nas 

culturas. Como mostram os resultados da figura 16 A, o GW9662 foi capaz de abolir o efeito 

imunossupressor, induzido pela fagocitose de células apoptóticas. Além disso, na presença do 

antagonista do PPAR- , foi verificado que esta molécula neutralizou o efeito do indutor da HO-1 

(Fig. 16 B). Em ambos os casos, o bloqueio do receptor PPAR-  resultou numa diminuição do 

número de formas tripomastigotas nas culturas.  

Nossos resultados sugerem que o PPAR-  pode participar dos efeitos imunomoduladores 

desencadeados pela ativação da HO-1, induzida pela fagocitose de células apoptóticas. 
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Figura 16: Efeito do antagonista do PPAR- , GW9662,  sobre o crescimento do T. cruzi in vitro. Macrófagos 

peritoneais  de camundongos BALB/c (5x10
5
) infectados com formas tripomastigotas do T. cruzi (15x10

5
) foram 

cultivados por 24 horas e posteriormente estimulados com GW9662 (1 M). Seis horas depois foram adicionados os 

estímulos como células apoptóticas (APO, 15x10 ) (A). ou indutor da HO-1 (CoPPIX, 50 M) (B). A determinação 

da carga parasitária foi realizada em micróscopio optico com auxílio de câmera de Neubauer. Os resultados 

apresentados  (média ± SD de triplicatas) são de um experimento representativo. Os resultados  apresentaram 

significância estatística quando comparado aos valores obtidos em a e b. Resultados semelhantes foram obtidos em 

outros dois experimentos independentes.  
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5. DISCUSSÃO 

No processo de morte por apoptose, a célula apresenta características como agregação da 

cromatina, condensação citoplasmática nuclear, partição da membrana em corpos apoptóticos, o 

qual contém organelas morfologicamente intactas. Essas células apoptóticas, podem ser 

reconhecidas e removidas eficientemente por fagócitos profissionais (macrófagos e células 

dendríticas imaturas), semi-profissionais (fibroblastos) e não-profissionais (células endoteliais e 

fibras musculares) (HENSON & HUME et al., 2006). O pronto reconhecimento dos corpos 

apoptóticos pelos fagócitos se dá graças a presença de moléculas expressas unicamente na 

superfície das células apoptóticas, tais como a fosfatidilserina, calreticulina, entre outras (revisto 

por PAIDASSI et al., 2009).  

A remoção de células apoptóticas por fagócitos exerce um importante papel no 

desenvolvimento e manutenção da homeostase tecidual, além de controlar a intensidade da 

resposta imunológica e participar ativamente da resolução da inflamação (FADOK et al., 2001; 

HUYNH et al., 2002; HOFFMANN et al., 2005 FREIRE-DE-LIMA et al., 2006; ERWIN & 

HENSON, 2007).  

 Nosso grupo tem demonstrado nos últimos anos, que no curso da doença de Chagas 

experimental, ocorre uma intensa morte celular, caracterizada como apoptose linfocitária 

(LOPES et al., 1995; FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Resultados obtidos anteriormente em 

nosso laboratório demonstraram que a interação de células apoptóticas, mas não as células 

necróticas, com os macrófagos infectados pelo T. cruzi, exercem um importante papel na 

multiplicação das formas intracelulares, de uma maneira dependente da produção dos fatores 

anti-inflamatórios (TGF-  e PGE2). Além da produção desses dois mediadores anti-
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inflamatórios, também ocorre a indução da expressão da enzima arginase e atividade ODC, 

levando a produção e ao acúmulo de poliaminas, que funcionam como um importante fator para 

a multiplicação das formas amastigotas no interior dos macrófagos (FREIRE-DE-LIMA et al., 

2000; LOPES et al., 2000). Adicionalmente foi demonstrado que além da produção dos 

mediadores anti-inflamatórios, a fagocitose das células apoptóticas, inibe a produção de fatores 

inflamatórios e microbicidas, como o TNF-  e NO respectivamente (FREIRE-DE-LIMA et al., 

2000; FREIRE-DE-LIMA et al., 2006). 

 Dados da literatura mostram que a expressão da HO-1 pode ocorrer quando macrófagos 

humanos são cultivados com sobrenadantes de células apoptóticas. Os autores demonstraram que 

nesse modelo, a presença da proteína esfingosina-1-fosfato (S1P), foi responsável pelos efeitos 

observados.  

No presente trabalho, investigamos a modulação da expressão da enzima HO-1 em 

macrófagos peritoneais infectados pelo T. cruzi e co-cultivados com células apoptóticas in vitro, 

e avaliamos o crescimento do parasita, assim como a produção de mediadores pró e anti-

inflamatórios.  

 A importância da indução da enzima HO-1 já foi demonstrada em outras infecções com 

parasitas intracelulares como Plasmodium berghei e Plasmodium yoelii (PAMPLONA et al., 

2007; EPIPHANIO et al., 2008). E nossos resultados revelaram que a infecção de macrófagos 

por este parasita, induziu uma expressão basal dessa enzima, enquanto que a interação de 

macrófagos infectados ou não pelo parasita, co-cultivados com células apoptóticas foi capaz de 

induzir o aumento da expressão da HO-1. No presente trabalho demonstrou pela primeira vez 

que a atividade da enzima HO-1, é aumentada, quando macrófagos murinos infectados pelo T. 

cruzi quando co-cultivados com células apoptóticas.  Esta atividade foi relacionada com a 
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proliferação das formas amastigotas intracelulares, resultando mais tarde em uma maior 

liberação de formas tripomastigotas presentes nos sobrenadantes das monocamadas de 

macrófagos infectados.  

Nós observamos o favorecimento da replicação dos parasitas intracelulares quando houve 

o contato dos macrófagos infectados com células apoptóticas. Verificamos também, efeito 

semelhante na exacerbação da replicação do T. cruzi in vitro, quando foi adicionado o indutor da 

HO-1 (CoPPIX) usado como controle positivo. A confirmação desses dados foi obtida quando 

utilizamos o inibidor da HO-1 (SnPPIX) juntamente com células apoptóticas. Nesse sistema 

observamos uma redução no número de parasitas, quando comparados ao observado na presença 

das células apoptóticas sozinhas. 

 Diferente das enzimas HO-2 e HO-3 que são constitutivamente expressas, em condições 

fisiológicas normais, a maioria das células expressam baixos ou níveis indetectáveis da enzima 

HO-1 (WAGENER et al., 2003). Entretanto, a expressão da HO-1 pode ser induzida por 

diferentes estímulos (DESHANE et al., 2005; LI et al., 2007: CHUNG et al., 2009). A ativação 

da HO-1 está envolvida em vários processos fisiológicos e patológicos por apresentar atividade 

citoprotetora, ou devido ao seu papel modulador na inflamação (OTTERBEIN et al., 2000; 

RICCHETTI et al., 2004). Nossos resultados estão de acordo com o anteriormente observado 

que mostram o papel imunomodulador da HO-1 (KIM et al., 2006; OROZCO et al., 2007; KIM 

et al., 2009; WEISS et al., 2009). No modelo utilizado, a indução da enzima HO-1 favoreceu a 

produção de fatores anti-inflamatórios como TGF- , IL-10 e PGE2, e inibiu a produção de TNF-

 bem como do NO. Estes resultados estão de acordo com os achados prévios do nosso grupo 

que detectaram a produção desses fatores anti-inflamatórios no sistema de co-cultivo de 

macrófagos infectados pelo T. cruzi e células apoptóticas (FREIRE-DE-LIMA, et al., 2000). 
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Quando adicionamos o inibidor do HO-1, o SnPPIX, nas nossa culturas, a produção dos fatores 

TGF-  e PGE2, foi bloqueada. 

O TGF-  é reconhecidamente o principal mediador anti-inflamatório produzido por 

macrófagos em resposta a fagocitose de células apoptóticas, ou liposomos, contendo 

fosfatidilserina (FADOK et al., 1998b; HUYNH et al., 2002; HOFFMAN et al., 2005; FREIRE-

DE-LIMA et al., 2006; XIAO et al., 2008). A utilização de anticorpo neutralizante desta 

citocina, ou a utilização de linhagens celulares que não expressam o receptor II para o TGF-  

não apresentam os efeitos supressores mediados pela fagocitose das células apoptóticas  em 

modelos in vitro e in vivo (HUYNH et al., 2002; HOFFMAN et al., 2005; FREIRE-DE-LIMA et 

al., 2006).  

A expressão de iNOS é o resultado de uma resposta inflamatória localizada ou difusa 

resultante de uma infecção ou dano tecidual (CERQUEIRA et al., 2002). A indução da iNOS é 

regulada positivamente por citocinas pró-inflamatórias e negativamente por citocinas anti-

inflamatórias como o TGF-  e a IL-10. O NO resultante da ativação de iNOS tem capacidade 

tripanocida em macrófagos infectados (DOSREIS & LOPES, 2000; FREIRE-DE-LIMA et al., 

2006).  

Para verificarmos se a liberação do Trypanosoma cruzi pelo indutor da HO-1 era 

dependente de TGF-  utilizamos um anticorpo neutralizante dessa citocina nas culturas de 

macrófagos infectados, e verificamos que houve uma diminuição do número dos tripomastigotas 

liberados. Adicionalmente, confirmarmos os achados de Freire-de-Lima e colaboradores (2000) 

que observaram que a neutralização do TGF-  nas culturas de macrófagos infectados co-

cultivados com células apoptóticas também foi capaz de reduzir o número de parasitas. Esses 
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dados sugerem que a liberação do T. cruzi parece ser dependente de TGF-  produzido por 

macrófagos em resposta ao indutor da HO-1. 

 

O papel dos mediadores TNF-  e NO está intimamente relacionado com processos 

inflamatórios e com a atividade microbicida de macrófagos (GAZZINELLI et al., 1992b; 

OSWALD et al., 1992; OSWALD & JAMES, 1996). No presente trabalho não foi possível 

detectar a produção de TNF-  e NO, quando os macrófagos foram estimulados com células 

apoptóticas, ou na presença do ativador da HO-1 (CoPPIX). Quando os macrófagos foram 

estimulados com LPS/INF- e a essas culturas foram adicionadas células apoptóticas, ainda 

assim não foi possível verificar a produção dessas fatores pró-inflamatórios. Já a inibição da HO-

1 pela SnPPIX, promoveu a secreção de TNF-  e NO em macrófagos ativados com LPS/IFN- , 

mesmo quando o inibidor estava na presença de células apoptóticas.  

Ainda existe muita especulação em relação ao papel apresentado pela biliverdina e 

bilirrubina, dois dos produtos gerados pela degradação do heme pela HO-1. Tem sido proposto 

que a ação citoprotetora da BV e BR parece contribuir para o efeito benéfico da HO-1 contra 

uma variedade de doenças inflamatórias. Essa hipótese tem sido sugerida pela observação de que 

quando ocorre administração exógena de BV e BR, observa-se uma proteção nos modelos de 

lesão de isquemia e reperfusão, de rejeição de órgãos transplantados, e na sepse severa, assim 

como em lesões vasculares associados com o desenvolvimento de hiperplasia (revisto por 

GOZZELINO et al., 2010).  

  Como o presente trabalho mostrou o envolvimento da HO-1 e como essa enzima é 

responsável por catalisar o heme em CO, Fe
2+

, BV e BV, decidimos averiguar se esses dois 

últimos produtos poderiam modular o crescimento do T. cruzi no neste modelo experimental in 
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vitro, assim como modular a produção de fatores pró ou anti-inflamatórios. De maneira 

semelhante ao observado quando células apoptóticas eram co-cultivadas com macrófagos 

infectados pelo T. cruzi, o tratamento com BV e BR também favoreceu a multiplicação de 

formas amastigotas intracelulares e, conseqüentemente a liberação de formas tripomastigotas nos 

sobrenadantes das monocamadas de macrófagos infectados. O aumento da produção do TGF-  

também estava associado ao crescimento de parasitas induzido pela BV e BR. Como já 

mencionado anteriormente, essa citocina atua como desativadora de macrófagos propiciando a 

multiplicação do parasito (FADOK et al., 1998; McDONALD et al., 1999; HUYNH et al., 2002; 

HOFFMAN et al., 2005; FREIRE-DE-LIMA et al., 2006). Como esperado, a adição dos 

produtos BV ou BR nas culturas de macrófagos infectados, não foram suficientes para induzir a 

produção de TNF-  e NO, porém, estes estímulos foram capazes de inibir a produção destes dois 

mediadores inflamatórios, por macrófagos murinos infectados pelo T. cruzi cultivados na 

presença LPS/IFN- . Estes resultados descrevem pela primeira vez, a produção de citocinas anti-

inflamatórias por macrófagos tratados com BV e BR. A participação do CO e do Fe
2+

 em nosso 

sistema experimental ainda precisa ser elucidado.  

Recentemente, Kronke e colaboradores (2007), descreveram a participação do PPAR-  na 

ativação da HO-1 por células endoteliais humanas. A ativação do PPAR-  um receptor nuclear 

ativado por ligantes, tem sido implicada com diversos mediadores anti-inflamatórios 

(ZINGARELLI & COOK, 2005). A expressão do PPAR-  em macrófagos murinos induzida pela 

fagocitose de células apoptóticas, ou pelo tratamento com lipossomos contendo PS, já foi 

caracterizada (FREIRE-DE-LIMA et al., 2006; JOHANN et al., 2006; RAMOS et al., 2007). 

Com base nesses dados, avaliamos o possível envolvimento do PPAR-  na modulação da do 
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crescimento do T. cruzi, induzido pela ativação da HO-1 em macrófagos peritoneais infectados. 

Nossos resultados demonstraram, que o antagonista de PPAR-  (GW9662), reduziu de forma 

marcante o número de parasitos, induzida pela fagocitose ou pelo tratamento com CoPPIX . 

Estes resultados sugerem, que o PPAR-  e a HO-1 podem estar participando do mecanismo 

imunossupressor induzido pela fagocitose de células apoptóticas.  

Os nossos resultados demonstram pela primeira vez, que a expressão da HO-1 por 

macrófagos, pode ser aumentada pela fagocitose de células apoptóticas, e desta maneira modular 

o perfil de mediadores pró e anti-inflamatórios, favorecendo a produção dos fatores anti-

inflamatórios, resultando assim, no favorecimento da replicação de parasitos intracelulares, como 

o T. cruzi.  Os efeitos imunomoduladores descritos em nossos resultados, também podem ser 

mediados pelo uso dos produtos gerados a partir da degradação do heme pela HO-1, como BV e 

BR.  Por último, nossos dados também sugerem que o receptor nuclear PPAR-  pode estar 

envolvido nestes mecanismos de modulação, atuando como um ativador e/ou amplificador da 

ativação da HO-1 por macrófagos infectados pelo T. cruzi que fagocitaram células apoptóticas. 
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6. CONCLUSÕES 

 A indução da HO-1 pela fagocitose de células apoptóticas, exacerbou o 

crescimento parasitos. 

 A produção de fatores anti-inflamatórias (TGF- , IL-10 e PGE2), e 

inibição de citocina inflamatória (TNF- ) e do fator microbicida (NO) também foi 

observada pela indução da HO-1 através da fagocitose de células apoptóticas.  

 O crescimento do T. cruzi nas culturas foi dependente de TGF-  

produzido por macrófagos em resposta a HO-1. 

 Os sub-produtos da degradação do heme pela enzima HO-1, biliverdina e 

bilirrubina, também favoreceram o crescimento dos parasitos, pelo aumento de fatores 

anti-inflamatórios (TGF- , IL-10 e PGE-2) e diminuição dos fatores pró-inflamatórios. 

 A BV e BR não induziram a produção de TNF-  e NO pelos macrófagos 

infectados pelo T. cruzi. 

 A inibição do crescimento dos parasitas, em macrófagos tratados com 

células apoptóticas ou com o indutor da HO-1 estava relacionado com o bloqueio do 

PPAR-  pelo seu antagonista, GW9662.  
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MODELO PROPOSTO 

 

Figura 17: Participação da Heme-oxigenase-1 na infecção de macrófagos pelo Trypanosoma cruzi:         

modulação pela fagocitose de células apoptóticas. A fagocitose de células apoptóticas induz o aumento da 

expressão da enzima HO-1, que por sua vez favorece o aumento do número de amastigotas, bem como de 

tripomastigotas liberados na cultura, favorece o aumento de fatores anti-inflamatórios como TGF- , IL-10 e PGE2 e 

diminuição de fatores pró-inflamatórios como TNF-  e fator microbicida NO. Por outro lado, a inibição da HO-1 

(utilizando inibidor da HO-1, SnPPIX) acarreta a diminuição de tripomastigotas liberados na cultura, replicação de 

amastigotas, e produção de fatores anti-inflamatórios e promove o aumento da produção de fatores pró-

inflamatórios. Sugerimos uma participação do PPAR-  na ativação e/ou ativação da HO-1. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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