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FREITAS, Alex Gomes. EFEITOS DA HIPÓXIA NA INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS 
PELO Trypanosoma cruzi. Rio de Janeiro, 2010. Dissertação (Mestrado em Ciências 
Biológicas – Biofísica) – IBCCF, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 
2010 

 
 

 Células do sistema imune são submetidas a diversas condições fisiológicas e 

patofisiológicas, incluindo hipóxia tecidual. A adaptação de células do sistema imune a 

condições de hipóxia e as correspondentes mudanças nas suas funções efetoras podem 

proteger tecidos saudáveis dos efeitos nocivos causados por células do sistema imune reativas 

em microambientes teciduais inflamados. A doença de Chagas é causada pelo protozoário 

Trypanosoma cruzi. Há evidências clínicas e experimentais que agregados plaquetários na 

microcirculação cardíaca e áreas hipóxicas estão associadas com a injúria do miocárdio. 

Entretanto, o papel da hipóxia na infecção de macrófagos pelo T. cruzi  ainda não foi 

investigada. Neste estudo, comparamos o efeito de 2% da pressão parcial de oxigênio 

(hipóxia) com a pressão parcial de oxigênio de 21% (normóxia) na infecção de macrófagos 

pelo protozoário parasita T. cruzi. Nossos resultados demonstram que macrófagos peritoneais 

mantidos com condições de hipóxia mostram uma significante diminuição na produção de 

NO, ROS e na replicação do parasita. A hipóxia diminui a efetocitose de uma maneira tempo-

dependente e leva à uma replicação deficiente do T. cruzi em resposta à adição de putrescina. 

Macrófagos peritoneais mantidos em condições de hipóxia e estimulados  por células 

apoptóticas apresentam mudanças no perfil de produção de citocinas, com aumento na 

produção de TNF-α e IL-1β, sem afetar a produção de TGF-β. Nós sugerimos que o TNF-α é 

um importante fator que contribui para a diminuição da replicação do T. cruzi. Nossos 

resultados indicam que a eferocitose modula a replicação do T. cruzi e a produção de citocinas 

mesmo em condições de hipóxia. 
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AbstractAbstractAbstractAbstract    
 
 
FREITAS, Alex Gomes. EFFECT OF HYPOXIA ON MACROPHAGE INFECTION BY 
Trypanosoma cruzi. Rio de Janeiro, 2010. Dissertação (Mestrado em Ciências Biológicas – 
Biofísica) – IBCCF, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010 

 
 

Cells of the immune system are subject to various physiological and 

pathophysiological conditions, including tissue hypoxia. The adaptation of immune cells to 

hypoxia and corresponding changes in their effector functions can protect healthy tissue 

against excessive collateral damage by overactive immune cells in inflamed tissue 

microenvironments. Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. There is 

both clinical and experimental evidence that platelet aggregates in the cardiac 

microcirculation and hypoxic changes are associated with injury of the myocardium. 

However, the role of hypoxia in infection of macrophages by T. cruzi has not been 

investigated. In the present study, we compared the effect of 2% oxygen tension (hypoxia) 

with a normal tension of 21% oxygen (normoxia) on macrophage infection by the protozoan 

parasite Trypanosoma cruzi. Here we show that peritoneal macrophages maintained in a 

hypoxic condition showed a significant decrease on NO and ROS production and on parasite 

replication. Hypoxia diminishes the efferocytosis in a time-dependent manner and led to a 

deficient T. cruzi replication in response to putrescine addition. Peritoneal macrophages 

maintained in a hypoxic condition and stimulated by apoptotic cells showed changes on 

cytokine production profile, with increased production of TNF-α and IL-1β, without affecting 

production of TGF-β. We suggest that TNF-α is an important factor that contributes to the 

decrease of T. cruzi replication. Taken together, our results indicate that efferocytosis 

modulates T. cruzi replication and production of cytokines, even under hypoxic conditions.



 
 

1.1.1.1. IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução    
 

1.1 – DOENÇA DE CHAGAS : ASPECTOS GERAIS 

 

Cerca de 100 anos após a primeira descrição feita por Carlos Chagas, a doença de 

Chagas também conhecida como Tripanossomíase Americana (CHAGAS, 1909) continua 

sendo um sério problema de saúde pública na região das Américas que se estende desde o 

México até a Argentina, e é considerada a causa significante de morbidade e mortalidade em 

muitos países da região das América do Sul e Central. (MONCAYO & SILVEIRA, 2009). 

Embora a incidência da doença de Chagas tenha diminuído através da implantação de 

campanhas para a erradicação do vetor transmissor, melhor controle da qualidade de 

componentes sanguíneos e de transfusões de sangue (COURA & DIAS, 2009), estima-se que 

há cerca de 10 milhões de indivíduos infectados na América Latina e entre 100 e 120  milhões 

de indivíduos com potencial risco de contrair a infecção (PAHO, 2007). 

  A doença de Chagas é causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma cruzi 

pertencente da Ordem Kinetoplastida e da família Trypanosomatidae. O T. cruzi é um parasita 

intracelular obrigatório que possui um ciclo de vida heteroxênico, alternando entre estágios 

morfo e fisiologicamente distintos tanto nos hospedeiros invertebrados, insetos triatomíneos, 

como nos hospedeiros vertebrados, o homem e diversos mamíferos (revisado em MARTIM & 

TARLETON, 2004). 

 A transmissão vetorial inicia-se quando o inseto triatomíneo hematófago, ao se 

alimentar, elimina através de suas fezes/ urina as formas infectivas tripomastigotas 

metacíclicas do T. cruzi, o indivíduo ao coçar o local da picada, inocula o parasita através de 

microfissuras presentes na pele (ENGMAN & LEON, 2002). 
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 Ao ultrapassar a barreira epitelial, as formas infectivas tripomastigotas metacíclicas do 

T. cruzi podem invadir diferentes tipos celulares do hospedeiro mamífero, escapar do vacúolo 

parasitóforo e, em seguida, no ambiente citoplasmático celular, diferenciarem-se em formas 

amastigotas replicativas. Após efetuar sucessivas divisões, as formas amastigotas 

diferenciam-se em formas tripomastigotas que, ao romperem as células, são capazes de 

infectar células adjacentes e também, podem ser carreadas pela circulação sanguínea onde 

adquirem a capacidade de infectar outros tecidos distantes do local inicial de infecção. O ciclo 

se completa quando os insetos triatomíneos hematófagos, durante o repasto sanguíneo, 

alimentam-se do sangue contendo as formas tripomastigotas sanguíneas do T. cruzi (revisado 

em MARTIM & TARLETON, 2004). 

A transmissão congênita, a transmissão por transfusão sanguínea e por via oral 

também podem ser consideradas como mecanismos relevantes de infecção pelo T. cruzi 

(WENDEL, 1998; YOSHIDA, 2009). 

 Após o período inicial da infecção pelo T. cruzi, indivíduos entram em uma fase aguda 

que perdura por cerca de 2 a 4 meses e é caracterizada pelo alto grau de parasitemia. Com 

exceção do edema que aparece no sítio inicial da infecção, os sinais e sintomas associados 

com a fase aguda da doença de Chagas são em sua maioria não-específicos, resultando na 

dificuldade de detecção da doença em estágios iniciais (SOSA-ESTANI & SEGURA, 2006; 

BERN et al., 2007). Se no estágio inicial a infecção não é tratada e controlada, indivíduos 

entram na fase crônica, sendo esta transição da fase aguda para fase crônica acompanhada por 

uma marcante diminuição na parasitemia. Isto se deve a uma resposta imune efetiva, que 

mantêm a freqüência da parasitemia abaixo de níveis detectáveis no hospedeiro durante todo o 

período da fase crônica da doença de Chagas. Apesar dos níveis baixos de parasitemia, é 

durante a fase crônica que indivíduos podem desenvolver as formas patológicas mais severas 

da doença de Chagas (ROCHA et al., 2007). 
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 As características clínicas e a evolução da fase aguda e crônica são determinadas pela 

combinação de fatores inerentes ao parasita como tropismo, mecanismo de evasão, modo de 

inoculação, bem como de fatores inerentes ao hospedeiro, como uma resposta imune 

exarcebada (COURA, 2007). 

 

1.2 - RESPOSTA IMUNE À INFECÇÃO PELO TRYPANOSOMA CRUZI 

 

Em modelos experimentais, o T. cruzi é capaz de estabelecer uma infecção crônica 

sem que ocorra uma cura espontânea. Estes achados sugerem um potente mecanismo que foi 

desenvolvido por esse patógeno a fim de evadir a detecção e a sua destruição pelo sistema 

imune. Entre esses mecanismos, está a capacidade do T. cruzi de invadir e se replicar em 

muitos tipos celulares diferentes (LEIRIAO et al., 2004;  DENKERS & BUTCHER, 2005). 

A infecção pelo T. cruzi desencadeia simultaneamente diversas respostas do sistema 

imune inato e adaptativo, efetuadas por macrófagos, linfócitos B, linfócitos T e citocinas que 

controlam a parasitemia na fase aguda (TEIXEIRA et al., 2002). 

O mecanismo clássico proposto para um modelo de resposta imune na fase aguda da 

infecção pelo T. cruzi envolve a síntese da citocina interleucina-12 (IL-12) por macrófagos. 

Esta citocina ativa as células Natural Killer (NK), que por sua vez respondem sintetizando 

interferon-gama (IFN-γ).  As células NK são uma importante fonte de IFN-γ antes do 

desenvolvimento de uma resposta imune mediada por células T e um importante elemento 

inato da resistência imune do hospedeiro à infecção pelo T. cruzi (GAZZINELLI et al., 1993). 

Estudos mostram que a infecção de macrófagos pelo T. cruzi é capaz de  induzir a 

produção do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (TARLETON, 1988a; RIVERA et al., 

1995; CHANDRASEKAR et al., 1996). SOUZA et al., (2004) demonstraram que a exposição 
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in vitro à formas tripomastigotas do T.cruzi induz a expressão de TNF-α em monócitos de 

pacientes cardíacos. 

O TNF-α, citocina pró-inflamatória produzida por macrófagos participa de forma 

sinérgica tanto com a IL-12 como com o IFN-γ na resistência do hospedeiro durante a 

infecção pelo T. cruzi (OSWALD et al., 1992). Entretanto, o papel do TNF-α na resposta 

imune inata do hospedeiro pode gerar tanto efeitos deletérios como protetores (RUSSO et al., 

1989).  

 O papel protetor do TNF-α foi demonstrado através de estudos envolvendo 

camundongos deficientes geneticamente para esta citocina. Neste modelo, os camundongos 

deficientes para TNF-α apresentaram alta parasitemia e mortalidade quando infectados pelo 

T. cruzi (LIMA et al., 1997). O efeito observado pode ser atribuído, em parte, à uma 

deficiência da expressão de moléculas de adesão pelo endotélio vascular que como resultante 

gera uma incapacidade dos macrófagos e linfócitos de serem direcionados para o tecido 

infectado (DOSREIS, 2000). 

 Em associação com o TNF-α, o IFN-γ produzido por células NK ativa a expressão em 

macrófagos da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) resultando em um aumento da 

produção de NO (GAZZINELLI et al., 1992; OSWALD et al., 1992). 

 O NO é um gás de baixo peso molecular que está envolvida nos mais variados 

processos biológicos. Sua produção ocorre pela catálise enzimática do aminoácido essencial 

L-arginina e é decorrente da ação de uma família de isoenzimas expressas em uma grande 

variedade de células de mamíferos (SPRINGALL, 1995). Em condições homeostáticas o NO 

é produzido em baixas concentrações por enzimas constitutivas e participa de mecanismos 

que estão envolvidos com a sinalização celular e citoproteção (CHEN & DEEN, 2001).  

Por outro lado, o aumento da produção de NO mediante a ação de enzimas induzíveis 

por estímulos inflamatórios gera uma importante função desta molécula na resposta imune, a 
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atividade microbicida (DE GROOTE & FANG, 1995; FANG, 1997, NATHAN & SHILOH, 

2000).  

 Durante a infecção pelo T. cruzi, o NO pode diretamente ou indiretamente modular as 

funções efetoras leucocitárias através de diversos mecanismos. Este processo envolve efeitos 

microbicidas derivados de radicais livres tóxicos como o ânion peroxinitrito (ONOO-) e o 

ânion superóxido (O2
-) que são gerados após a produção de NO. Estes radicais livres tóxicos 

estão envolvidos no controle da parasitemia induzida pelo T. cruzi e diretamente podem matar 

o parasita in vitro (PELUFFO et al., 2004). 

O NO causa modificações químicas de proteínas contendo resíduos de cisteína e 

tirosina e, é também capaz de se ligar a metaloproteínas que participam de processos 

metabólicos essenciais para o T. cruzi (VENTURINI et al., 2000). A toxicidade do NO é 

dependente da sensibilidade do parasita, que difere entre as cepas de acordo com o 

microambiente. O NO é descrito como uma das principais moléculas efetoras envolvidas na 

destruição das formas amastigotas do T. cruzi pelos macrófagos (NATHAN & SHILOH, 

2000, COLASANTI et al., 2002, SILVA et al., 2003), e na redução da produção de fatores de 

crescimento essenciais para o metabolismo do parasita (CICCARELLI et al., 2007). 

Contraditoriamente, evidências sugerem que cepas de camundongos susceptíveis a 

infecção pelo T. cruzi apresentam um aumento na ativação de macrófagos após o contato com 

o parasita, sugerindo que nestes animais, a infecção com o T. cruzi induz um excesso na 

produção NO e superóxido (RUSSO et al., 1989, CARDONI et al., 1990, ARANTES et al., 

2004).  

  Estes estudos possuem particular relevância dentro do contexto da infecção pelo T. 

cruzi, desde que foi descrito que o parasita é capaz de gerar um bloqueio energético da célula 

do hospedeiro, sem alterar a ultra estrutura organelar da mitocôndria (UYEMURA et al., 

1995). Em suma, mostra uma possibilidade em que o T. cruzi possa controlar a maquinaria 



 6

central responsável pelo metabolismo energético das células do hospedeiro, a fim de acessar 

metabólitos que são cruciais para a proliferação do parasita (SCHWARCZ DE TARLOVSKY 

et al., 1995; BAEZ et al., 2008). 

 SILVA et al., (1991) mostram que durante a fase aguda da infecção pelo T. cruzi, 

células esplênicas de camundongos infectados produzem elevados níveis de fator de 

transformação e crescimento-beta (TGF-β) ativo in vitro. REED et al., (1994) demonstraram 

que células esplênicas de camundongos suscetíveis à infecção pelo T. cruzi produzem maior 

quantidade de interleucina-10 (IL-10) quando comparados com camundongos resistentes à 

infecção pelo parasita. 

 Diversas citocinas podem exercer efeitos antagônicos dentro de um processo 

imunológico. Evidências sugerem que a reposta imune inata contra o T. cruzi pode se auto-

regular, reduzindo a ativação dos macrófagos e a produção local de NO. Estudos in vitro, 

demonstram que a IL-10 e o TGF-β são capazes de inibir a produção de NO e a atividade 

tripanocida de macrófagos infectados pelo T. cruzi e ativados por IFN-γ (GAZZINELLI et al., 

1992).  A IL-10 é capaz de proteger o hospedeiro, neutralizando a toxicidade da resposta 

imune causada por citocinas do tipo Th1 durante a infecção pelo T. cruzi (HUNTER et al., 

1997). 

Durante a fase aguda da infecção pelo Trypanosoma cruzi, ocorre ativação policlonal 

de linfócitos, afetando todas as populações celulares linfóides periféricas (MINOPRIO et al., 

1989). 

Estudos mostram que as células T γδ podem estar envolvidas na modulação da 

intensidade da parasitemia, mortalidade e na resposta inflamatória tecidual e, que este 

mecanismo de modulação se correlaciona com a idade do hospedeiro (CARDILLO et al., 

1993). 
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Embora as células NK exerçam um papel protetor, células T CD4+ e T CD8+ 

funcionais são necessárias para o controle da parasitemia e sobrevivência do hospedeiro na 

fase aguda da infecção pelo T. cruzi (TARLETON, 1995). A atividade imunoprotetora dos 

linfócitos T contra o parasita pode levar à formação de infiltrados inflamatórios e lesões 

teciduais no hospedeiro. (ROTTENBERG et al., 1993; TARLETON et al., 1996).  

A polarização da respostas celular T CD4+ em padrões de produção de citocinas Th1 

ou Th2 durante a infecção pelo T. cruzi não está inteiramente esclarecido. A infecção por T. 

cruzi não resulta em uma resposta polarizada de citocinas do tipo 1 ou 2, tanto IFN-γ como 

IL-10 podem ser secretados simultaneamente por diferentes tipos celulares (REED, 1988; 

MINOPRIO et al., 1989; ZHANG & TARLETON, 1996).  

A evolução da doença para a fase crônica caracteriza-se pela perda do padrão da 

resposta do tipo Th1 e substituição pelo padrão da resposta do tipo Th2. Durante a infecção 

natural, a redução da resposta Th1 pode ser um fenômeno crítico no estabelecimento de uma 

infecção crônica (DOSREIS, 2000). O predomínio da atividade Th2 na fase crônica da 

infecção pelo T. cruzi deve estar associado à persistência do parasito e à indução de um 

estágio relativamente protetor mantido pela produção de anticorpos líticos (BRENER, 1986). 

A infecção aguda pelo T. cruzi pode ocasionar perturbações da resposta imune e de 

seus processos de regulação (MINOPRIO et al., 1989; BRENER, 1992). Células T isoladas 

do estágio agudo da infecção pelo T. cruzi apresentam uma forte redução de sua reatividade a 

antígenos do parasita e a ativadores policlonais in vitro (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 

1995). Diversos mecanismos de supressão de células T têm sido caracterizados, in vitro, na 

fase aguda da infecção (DOSREIS, 1997). Um desses mecanismos envolve a produção de 

mediadores supressivos por macrófagos ativados. Outro possível mecanismo envolve a 

resposta intrínseca de células T, onde a ativação via TCR-CD3 leva a morte celular 

programada (DOSREIS, 1997). 
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Mecanismos supressores de linfócitos T CD4 podem estar relacionados com a 

atividade secretora de macrófagos ativados, já que a depleção de macrófagos ou o bloqueio da 

síntese de um de seus produtos restauram em parte a proliferação de células T na presença de 

mitógenos (HAREL-BELLAN et al., 1985; TARLETON, 1988b). A citocina IL-10 diminui a 

expressão de moléculas co-estimulatórias como B7-1 e a secreção de IL-12, afetando a 

capacidade de ativação dos linfócitos pelos macrófagos (SILVA et al., 1991; REED et al., 

1994; KAYE, 1995). 

No estágio agudo da infecção, ocorre produção de IFN-γ, que por sua vez através do 

TNF-α, ativa macrófagos a liberarem metabólitos tóxicos derivados do NO que suprimem a 

proliferação de células T (ABRAHAMSOHN & COFFMAN 1995). 

Foi descrito um defeito intrínseco do processo de ativação de células T CD4, associado à 

morte por apoptose (AICD) (LOPES et al., 1995). Estes estudos sugerem que uma atividade 

imunorregulatória está presente na infecção pelo T. cruzi, encontrando-se exacerbada, 

provavelmente, pela excessiva geração de linfócitos ativados (DOSREIS, 2000). Os 

mecanismos reguladores, por um lado limitam o potencial patogênico contra a integridade dos 

tecidos do hospedeiro pelos linfócitos ativados, mas acabam permitindo a persistência do 

parasita levando à cronificação da infecção pelo T. cruzi (DOSREIS, 2000). 

 

1.3 – APOPTOSE E DOENÇA DE CHAGAS 

 

Do Latin effere significa túmulo, sepultura. Eferocitose refere-se ao processo pelo qual 

células apoptóticas têm seus corpúsculos apoptóticos removidos e degradados através da 

formação de eferossomas. O processo de eferocitose possui grande importância na 

manutenção da homeostasia tecidual (HENSON et al., 2001). Células apoptóticas são 

removidas antes que percam a integridade da membrana e seu conteúdo seja liberado no 
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espaço extracelular. Isto previne a exposição do tecido a moléculas intracelulares que podem 

potencialmente causar dano. Incluindo moléculas que podem estimular respostas 

inflamatórias e/ou autoimunes (FINK & COOKSON, 2005). 

A morte celular programada por apoptose é uma resposta biológica relevante para o 

desenvolvimento, renovação tecidual e homeostasia do sistema imune. Defeitos neste 

processo podem ocasionar mecanismos de doença (RUDIN & THOMPSON, 1997). 

 A apoptose pode ser induzida por parasitas unicelulares, dentre eles, inclui-se o T. 

cruzi. Neste contexto, a apoptose de leucócitos do hospedeiro exerce um importante papel 

imunorregulatório (DOSREIS et al., 2007). 

O T. cruzi é capaz de induzir a apoptose de linfócitos B e T (LOPES et al., 1995a; 

MARTINS et al., 1998; ZUÑIGA et al., 2002; de MEIS et al., 2006) causando um importante 

impacto na resposta imune contra o parasita. Além disso, a infecção pelo T. cruzi gera uma 

ativação policlonal de linfócitos (MINOPRIO et al., 1989), que pó si só, é capaz de promover 

apoptose dessas células (WELSH & MCNALLY, 1999). Além disso, antígenos liberados pelo 

T. cruzi induzem a apoptose de linfócitos (LEGUIZAMÓN et al., 1999; MARAÑON et al. 

2000).  

A apoptose leva à uma rápida e silenciosa remoção de células mortas por células 

adjacentes e fagócitos profissionais (RAVICHANDRAN & LORENZ, 2007). A eferocitose 

de células apoptóticas gera efeitos imunosupressivos, que bloqueiam a secreção de IL-12 

(VOLL et al., 1997) e induz a secreção de TGF-β pelos macrófagos (FADOK et al., 1998). 

Macrófagos infectados com T. cruzi apresentam um aumento na replicação de parasitas 

quandos expostos à linfócitos apoptóticos (NUNES et al., 1998; FREIRE-DE-LIMA et al., 

2000). O T. cruzi não é capaz de sintetizar putrescina, uma poliamina essencial para o 

crescimento do parasita. Por isso, depende da putrescina produzida pelas células do 

hospedeiro para o seu crescimento intracelular (ARIYANAYAGAM et al., 2003).  
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Linfócitos apoptóticos são capazes de se ligar à receptores de vitronectina expressos 

em macrófagos, levando à produção de prostaglandina E2 (PGE2) e TGF-β pelo macrófago. 

Estes fatores induzem as atividades, Arginase (JOHANN et al., 2007) e Ornitina 

Decarboxilase (ODC) que resulta, em última análise, na síntese de putrescina, que funciona 

como fator de crescimento essencial para o T. cruzi (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Este 

efeito deletério das células apoptóticas é abolido por inibidores da síntese de prostaglandinas e 

pela utilização de anticorpos neutralizantes contra TGF-β (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). 

 

1.4 - HIPÓXIA : ASPECTOS GERAIS 

 

O oxigênio molecular possui uma grande importância dentro de diversos processos 

celulares, dentre os quais o mais notável é a produção de ATP pelo processo de fosforilação 

oxidativa mitocondrial das células de mamíferos. A homeostasia de O2 requer um estreito 

limite, a fim de evitar possíveis danos causados pela hiperóxia ou o bloqueio de processos 

metabólicos das células pela hipóxia. A hipóxia é definida com uma condição de reduzida 

pressão parcial de oxigênio (pO2) relativa à presente na atmosfera. A hipóxia é relevante não 

somente em quadros patológicos, mas também no âmbito fisiológico (SEMENZA, 2001b; 

SITKOVSKY & LUKASHEV, 2005). 

No aspecto fisiológico, os compartimentos teciduais diferem em sua extensão e grau 

de vascularização resultando em variações no nível de oxigenação. A hipóxia fisiológica 

reflete o microambiente normal do tecido, sua vascularização e geometria. A pO2 tecidual é 

proporcional à distância do capilar sanguíneo mais próximo. Estudos envolvendo diferentes 

metodologias demonstram que a pO2 em diferentes tecidos é normalmente baixa e pode ser 

considerada hipóxica (VANDERKOOI et al., 1991). A pO2  nos compartimentos teciduais é 

menor do que a pO2 presente no ar atmosférico inspirado ao nível do mar que corresponde à 
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21Kpa, 159 mmHg ou a concentração de 21% de O2 (VANDERKOOI et al., 1991; 

CALDWELL et al., 2001). 

Em condições patológicas, a hipóxia gera uma adaptação no tecido alterado e é 

resultante da disfunção da rede vascular que como conseqüência, diminui o aporte sanguíneo 

tecidual (Revisado por SEMENZA, 2001c). A hipóxia no contexto patológico é encontrada 

em diversas situações como tumores malignos, reações inflamatórias, tecidos isquêmicos e 

doenças obstrutivas pulmonares (BJÖRNHEDEN et al.,1999; HARRIS, 2002; VAUPEL & 

HÖCKEL, 2003; LE et al., 2004; DISTLER et al., 2004). A hipóxia cria microambientes 

únicos, condicionando o fenótipo e função de diferentes tipos celulares que resultam em 

importantes sinais que são capazes de promover a angiogênese para o restabelecimento do 

aporte de oxigênio, a ativação de fontes alternativas para obtenção de energia e recrutamento 

de leucócitos efetores para o quadro patológico (SEMENZA, 2001c; PUGH & RATCLIFFE, 

2003; NIZET & JOHNSON, 2009). 

 

1.5 – O FATOR DE TRANSCRIÇÃO HIF-1 

 

A resposta a hipóxia requer um alto nível de coordenação e seu mecanismo inclui um 

amplo espectro de ações que vão desde variações na expressão enzimática (que adaptam a 

produção de energia em situações com pouca disponibilidade de oxigênio), até a regulação de 

genes que estão envolvidos com a sobrevivência celular em circunstâncias adversas. Nos 

mamíferos, a resposta hipóxica inclui, entre outras, adaptações da função respiratória, 

hemodinâmica, do metabolismo intermediário e da função renal que são influenciados pela 

ação de hormônios, de fatores de transcrição e da atividade enzimática (CARAMELO et al., 

2006). 
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Os estímulos gerados pela hipóxia são transmitidos e mediados por fatores de 

transcrição. HIF-1 do inglês (Hypoxia inducible factor - 1) (SEMENZA, 1999) é considerado 

o principal mediador da adaptação celular a variações na pO2 tanto em células normais como 

em células tumorais (WANG & SEMENZA, 1993a; CARMELIET et al., 1998; KUNG et al., 

2000; KOJIMA et al., 2002;  CRAMER et al., 2003; WALMSLEY et al., 2005). 

A descoberta de HIF-1 como regulador da homeostasia do oxigênio surgiu como 

conseqüência de estudos envolvendo mecanismos moleculares que modulam a transcrição do 

gene para eritropoietina (EPO) em resposta a hipóxia (SEMENZA et al., 1991a; SEMENZA 

et al., 1991b; JIANG et al., 1997). Estudos posteriores demonstraram que HIF-1 é um fator de 

transcrição que regula a expressão de mais 100 genes envolvidos em diversos mecanismos nas 

células dos mamíferos e participa no controle do metabolismo, da angiogênese, do tônus 

vascular, da diferenciação celular e apoptose (LEWIS et al., 1999; BURKE et al., 2002; 

MURDOCH et al., 2005). 

HIF-1 é um fator de transcrição heterodimérico que é composto por duas subunidades 

HIF-1α e HIF-1β (WANG et al., 1995). A proteína HIF-1β é expressa constitutivamente e não 

é controlada pela variação na pO2. Por outro lado, a subunidade HIF-1α é a responsável pela 

regulação molecular de HIF-1 em função da pO2 ( JIANG et al., 1997; PUGH et al., 1997 ). 

A proteína HIF-1α possui quatro domínios distintos. A extremidade N- terminal 

contém um domino bHLH (basic helix-loop-helix) e um domínio PAS (Per-Arnt-Sim)  que 

são mediadores da dimerização com a sub-unidade HIF-1β e posterior ligação ao DNA na 

sequência consenso (5’-CGTGC-3’) no sítio de iniciação do promotor de uma variedade de 

genes. (WANG et al., 1995). 

A extremidade COOH-terminal da subunidade HIF-1α contém um domínio 

dependente de oxigênio (ODD), no segmento dos resíduos 401-603 e participa no controle da 

estabilidade protéica em função da variação da pO2. Outros dois domínios, conhecidos como 
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domínios de transativação (TADs) estão relacionados com o mecanismo de transativação da 

sub-unidade HIF-1 α (JIANG et al., 1997).  

A translocação da subunidade HIF-1α para o núcleo, e sua posterior heterodimerizacão  

com a sub-unidade  HIF-1β é essencial para a ligação de  HIF-1 a co-ativadores que são 

necessários para a ativação da transcrição de genes alvo (LANDO et al., 2002). 

Em condições de normóxia, HIF-1α sofre modificações pós-tradução por ação de 

enzimas hidroxilases (PHD1-3, FIH-1), as quais são responsáveis por hidroxilar resíduos de 

Prolina nas posições 402/564 e de Asparagina na posição 803 que se localizam nos dominios 

ODD e TADs (IVAN et al., 2001; JAAKKOLA et al., 2001; MASSON et al., 2001; YU et 

al., 2001; LANDO et al., 2002). 

Estas modificações permitem a união da proteína supressora de tumor von Hippel 

Lindau (pVHL) aos sítios hidroxilados de HIF-1α formando parte do complexo E3 ubiquitina-

ligase que resulta na ubiquitinação e degradação via proteassoma (HUANG et al., 2002; OHH 

et al., 2000). A hidroxilação do resíduo Asparagina na posição 803 foi descrita recentemente e 

constitui um impedimento estérico para a união do co-ativador CBP/p300 com a subunidade 

HIF-1α (LANDO et al., 2002).  

Em condições de normóxia, diversas citocinas e fatores de crescimento ativadores de 

receptores do tipo tirosina cinases (RTKs) são também capazes de induzir a expressão da 

subunidade HIF-1α, repercutindo no aumento dos níveis deste fator transcricional. De uma 

maneira geral, o mecanismo pelo qual as citocinas e os fatores de crescimento são capazes de 

induzir a expressão da subunidade HIF-1 α em condições de normóxia inclui um aumento na 

síntese protéica. Por outro lado, na hipóxia, o aumento da expressão é devido a uma 

diminuição da taxa de degradação de HIF-1α. (ZELZER et al., 1998; FELDSER et al., 1999; 

HELLWIG-BURGEL et al., 1999; ZHONG et al., 2000; GORLACH et al., 2001; SPINELLA 

et al., 2002). 
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1.6 – EFEITOS DA HIPÓXIA EM MACRÓFAGOS 

 

As células do sistema imune inato e adaptativo exercem suas funções efetoras nas mais 

variadas condições fisiológicas e patofisiológicas, incluindo em tecidos profundamente 

hipóxicos. O sucesso na resolução de quadros patológicos dependem da sobrevivência das 

células do sistema imune frente a variações na pO2. ao longo de diferentes  microambientes 

teciduais (SITOKOVSKY & LUKASHEV, 2005). 

Células de origem mielóide apresentam meia vida curta e são rapidamente mobilizadas 

para responder a mudanças na integridade tecidual ou entrada de microorganismos 

patogênicos. Macrófagos são células cruciais do sistema imune inato e servem como 

localizadores e agentes ativos na erradicação de patógenos,  impedindo o estabelecimento de 

uma infecção sistêmica (NIZET & JOHNSON, 2009; WALMSLEY et al., 2009). 

Diversos estudos sugerem que os macrófagos podem ser estimulados por fatores 

derivados do microambiente tecidual presente em diversas situações patológicas. Estes fatores 

são capazes de modificar o fenótipo dessas células, direcionando para atividades específicas 

de tecido (MURDOCH et al., 2008). 

Um desses fatores é a hipóxia resultante de uma perfusão vascular insuficiente de um 

determinado tecido. A hipóxia é capaz de alterar diversos parâmetros relacionados com a 

atividade dos macrófagos, dentre os quais a morfologia, expressão de marcadores de 

superfície, viabilidade celular e fagocitose (LEWIS et al., 1999). (TABELA 1). 
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Tabela 1. ATIVIDADE CELULAR DE MACRÓFAGOS MODIFICADA PELA HIPÓXIA 

Função relacionada à atividade de 

macrófagos 
Referência 

Morfologia CAZIN et al., 1990; ANGERMULLER 

et al., 1995. 

Marcadores de superfície celular SCANNELL et al., 1993; GYETKO et 

al., 1994; SCANNELL et al., 1995; 

SCANNELL et al., 1996 NEGUS et al., 

1998 

 

Viabilidade celular RYMSA et al., 1990; RYMSA et al., 

1991; 

TSUKAMOTO et al., 1996; GRAEBER 

et al., 1996 ; YUN et al., 1997; GUIDA 

et al., 1998. 

Fagocitose DU et al., 1998, LEEPER-WOODFORD 

et al.,1992 

 

 

O extravasamento de monócitos é um processo que ocorre no início da resposta 

inflamatória, a migração pelo endotélio é regulada por um conjunto de fatores de adesão e 

quimiotáticos que são expressos pelo endotélio e pelas células adjacentes (IMHOF & 

AURRAND-LIONS, 2004; BAGGIOLINI & LOESTSCHER, 2000). De acordo com o sítio 

inflamatório, os monócitos encontram variações descrescentes na pO2 tecidual. Estes 

monócitos se acumulam em áreas avasculares e hipóxicas de tecidos nos mais variados 
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quadros patológicos, tais como tumores sólidos, sítios isquêmicos, inflamação crônica e sítios 

de infecção bacteriana (BAGGIOLINI & LOESTSCHER, 2000, MANTOVANI et al., 2004). 

Estudos recentes demonstraram o sinergismo entre a resposta hipóxica e a resposta 

imune inata. Estes estudos surgiram a partir da observação que células fagocíticas de origem 

mielóide em condições de hipóxia adquiriam melhor capacidade em eliminar bactérias do que 

em condições de normóxia (PEYSSONNAUX et al., 2005; ANAND et al., 2007). Uma 

explicação para um possível mecanismo envolvido nesses efeitos observados é a relação 

sinérgica entre HIF e o NF-κB, um fator de transcrição que regula a imunidade inata (FREDE 

et al., 2006; BELAIBA et al., 2007). 

O estímulo hipóxico é capaz de induzir mudanças marcantes na expressão de citocinas 

e atividade secretória dos macrófagos, demonstrado através de estudos de liberação de 

citocinas pró-angiogênicas e citocinas inflamatórias pelos macrófagos (LEWIS et al., 1999). 

(TABELA 2) 

 

Tabela 2. INFLUÊNCIA DA HIPÓXIA NA EXPRESSÃO DE CITOCINAS E FATORES DE 

CRESCIMENTO PELOS MACRÓFAGOS. 

Fator Função Referência 

VEGF pró-angiogênica HARMEY  et al., 1998; 

XIONG et al., 1998; 

LEWIS et al., 2000; 

 

TNF-α pró-angiogênica 

pró-inflamatória 

citotóxica 

SCANNELL et al., 1993 

HEMPEL et al.,1996; 

XIONG et al., 1998; 

CRAMER et al.,2003; 
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IL-1 pró- inflamatória 

 

WEST et al.,1994; 

HEMPEL et al.,1996; 

PGE2 imunossupressiva ERTEL et al., 1993; 

 WEST et al.,1994; 

IL-10 imunossupressiva MURATA et al., 2002; 

IL-6 pró- inflamatória ALBINA et al.,1995; 

 WEST et al., 1994. 

 

 

1.7 –HIPÓXIA E INFECÇÕES PARASITÁRIAS 

 

Poucos estudos foram realizados envolvendo este tema, mas evidências sugerem que a 

regulação celular via HIF-1 ocorre no contexto de infecção parasitária por protozoários. 

Lesões cutâneas podem ser geradas em camundongos Balb/c pela infecção com Leishmania 

amazonensis e em estágios tardios da infecção, a indução de HIF-1α no citoplasma e no 

vacúolo parasitóforo de macrófagos recrutados ao microambiente da lesão pode ser 

claramente demonstrado (ARRAIS-SILVA et al., 2005). 

BOSSETO et al., (2010) mostram que o microambiente hipóxico é capaz de promover 

uma pressão seletiva no fenótipo de células dendríticas (DCs), contribuindo para o efeito 

leishmanicida da resposta imune inata. 

Um importante estudo de comparação foi realizado envolvendo a análise da 

transcrição gênica em fibroblastos humanos infectados pelo Toxoplasma gondii, um parasita 

intracelular obrigatório. Neste modelo, a indução de HIF-1 parece ter um importante papel no 

ciclo biológico do parasita, sendo capaz de induzir a transcrição de genes relacionados com 
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enzimas glicolíticas, transportadores de glicose, receptores de transferrina e VEGF (BLADER 

et al., 2001;  GAIL et al., 2001). 

Investigações posteriores demonstram que Toxoplasma gondii induz rapidamente o 

aumento dos níveis de HIF-1α em fibroblastos infectados (SPEAR et al., 2006). Em 

condições de hipóxia presentes nos tecidos cerebral, muscular e na retina, onde o parasita se 

aloja, a divisão celular do parasita e a manutenção da estrutura organelar é severamente 

bloqueada nas células do hospedeiro onde a função de HIF-1α foi deletada. O parasita  pode 

estar envolvido na indução de  HIF-1α, e os genes regulados por HIF-1 poderiam ser 

essencias para sua replicação (SPEAR et al., 2006). 

 No contexto da infecção pelo T. cruzi, praticamente não há estudos sobre o tema. No 

entanto, ROSSI et al., (1984),  demonstraram que a microcirculação está envolvida na 

cardiopatia chagásica, que é potencializada com a formação de agregados plaquetários. 

Posteriormente, ROSSI et al., (1985) evidenciaram a formação de áreas hipóxicas com 

transitória formação isquêmica dentro do mesmo modelo experimental e sugerem a hipóxia 

poderia estar associada à injúria na cardiomiopatia chagásica. 
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2.2.2.2.ObjetivosObjetivosObjetivosObjetivos    
 

2.1 –OBJETIVOS GERAIS 

 

1 – Investigar os efeitos da hipóxia na replicação do Trypanosoma cruzi em macrófagos 

 

2.2 –OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1 – Estudar os efeitos da hipóxia em macrófagos 

 

2 – Estudar os efeitos da hipóxia na eferocitose 

 

3 – Estudar os efeitos da eferocitose sobre a replicação do T. cruzi em condições de hipóxia 

 

4 – Estudar os efeitos da eferocitose sobre a produção de citocinas pelos macrófagos em 

condições de hipóxia 
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3.Material e Métodos3.Material e Métodos3.Material e Métodos3.Material e Métodos    
 

3.1 – ANIMAIS 

 

Os experimentos foram realizados utilizando-se camundongos isogênicos da linhagem 

BALB/c, machos, com 4-8 semanas de idade, fornecidos pelo Centro de Criação de Animais 

de Laboratório (CECAL) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ- Rio de Janeiro) e mantidos 

em nosso biotério, sob condições sanitárias convencionais. A utilização dos animais foi 

adequada às normas estabelecidas pela Comissão de Avaliação do Uso de Animais em 

Pesquisa (CAUAP) do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho. 

 

3.2 – MEIO DE CULTURA 

 

O meio de cultura utilizado na cultura de macrófagos foi RPMI 1640 (Gibco BRL) 

contendo (2 mM de L-glutamina, 50 µM de β-mercaptoetanol, 1mM de piruvato, 10µg/mL de 

gentamicina, aminoácidos não essenciais, suplementado com 10% de SFB (Gibco BRL) para 

os experimentos ou 1% de nutridoma (Roche ®) para a dosagem de citocinas. 

 

3.3 – PARASITAS 

 

As formas epimastigotas do clone Dm28c de T. cruzi (CONTRERAS et al., 1988) são 

mantidas a 27 °C em estufa BOD, em meio BHI suplementado com 10 % de soro fetal bovino 

(SFB – GIBCO BRL ), 25 µg/mL de hemina (Sigma), 20 µg/mL de ácido fólico (Sigma) e 10 

µg/mL de gentamicina  (GIBCO  BRL).  Para  obtenção  das  formas  tripomastigotas 
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metacíclicas, formas epimastigotas obtidas no final da fase exponencial de crescimento são 

centrifugadas  (1000 g, 10 min)  e  ressuspensas em meio TAU-P (Triatomine Artificial Urine, 

NaCl 190 mM, tampão fostato de sódio 8mM pH 6,0, KCl 17mM, CaCl2 2mM, MgCl2 2mM, 

NaHCO3 a 0,035%, L-Prolina 10mM), em garrafas de cultura (25 cm2) contendo 10 mL de 

meio TAU-P. As garrafas foram mantidas em posição horizontal durante 72 horas a 27ºC, sem 

agitação. As formas tripomastigotas metacíclicas foram quantificadas com auxílio da câmara 

de Neubauer.  

 

3.4 – OBTENÇÃO DO AMBIENTE HIPÓXICO 

 

O ambiente hipóxico foi estabelecido pela injeção de uma mistura gasosa padrão 

primário (White Martins, praxair INC – Osasco) contendo em sua composição 2% mol/ mol 

de O2 , 7% mol/mol de CO2 e 91% de mol/mol de N2 em uma câmara incubadora do tipo 

dessecador saturado de H2O (Figura suplementar 1). A injeção da mistura gasosa P.A. foi 

efetuada até atingir a saturação. Em seguida, a câmara incubadora foi selada com vaselina e 

mantida em estufa convencional a 37°C. As condições de normóxia foram estabelecidas em 

estufa convencional contendo em sua composição 21% mol/ mol de O2 , 7% mol/mol de CO2 

e 75% mol/mol de N2. Para aferir o grau de hipóxia presente no meio de cultura foi utilizado 

um sensor catódico (Oxygraph 2k, OROBOS, Áustria) capaz de mensurar a concentração de 

O2 dissolvido no meio de cultura. A verificação da concentração de oxigênio molecular 

dissolvido foi realizada após 30 minutos da injeção da mistura gasosa P.A. Como controle, foi 

utilizado o meio de cultura mantido em condições de 7% CO2, 21% de O2 (concentração 

atmosférica ao nível do mar) e concentração de saturação de N2 a 37°C. 
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Figura suplementar 1- Modelo de reprodução do ambiente hipóxico 

 

3.5 – OBTENÇÃO DE MACRÓFAGOS E AVALIAÇÃO DA CARGA PARASITÁRIA 

 

Macrófagos inflamatórios foram obtidos a partir da lavagem da cavidade peritoneal  de 

camundongos BALB/c, 4 dias após a injeção intraperitoneal de 1mL de tioglicolato de sódio 

3% (Sigma). Os macrófagos provenientes do lavado peritoneal foram contados e plaqueados 

como triplicatas em placas de 24 poços (Corning Inc., NY) numa concentração de 3x105 

células/ poço e cultivados em meio RPMI completo contendo 10% de SFB ou 1% de 

nutridoma ® (Roche). A cultura foi mantida 18 horas a 37 °C para a aderência celular. Após o 

período de aderência, os macrófagos foram infectados com 1,5x106 de formas tripomastigotas 

de T. cruzi por poço durante 18 horas em ambiente de hipóxia ou normóxia. Posteriormente, 
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foram efetuadas lavagens para retirada de parasitas não internalizados e, em seguida, 

adicionados os estímulos com suas variações. 10 ng/mL ou 1µg/mL (para dosagem de 

citocinas) de LPS derivados de Salmonella enterica sorotipo Typhimurium(Sigma). 0,5ng/mL 

de IFN-γ recombinante (rm IFN-γ – R&D). Inibidor específico da iNOS: L- Dihidrocloreto -

N6- (1- iminoetil)  lisina  (L-NIL, 1mmol/L – Sigma). Dihidrocloreto de putrescina (Sigma) 

em concentrações variáveis para análise dose-resposta da infecção em ambiente de hipóxia ou 

normóxia. Timócitos viáveis, apoptóticos e necróticos na concentração de  9x105 células/ 

poço, obtidos através da metodologia descrita abaixo. Após a adição dos estímulos foram 

acrescentados mais 72 horas de ambiente de hipóxia ou normóxia. Após este período, 

macrófagos mantidos em ambiente de hipóxia foram transferidos para ambiente de normóxia. 

Os sobrenadantes dessas culturas foram coletados após 48 horas da adição dos estímulos para 

a quantificação de citocinas e óxido nitríco.  

 A replicação do parasita foi quantificada após dez dias em cultura por contagem direta 

utilizando câmara de Neubauer.  O pH de diferentes dias de cultura celular em ambiente de 

hipóxia ou normóxia foi avaliado utilizando-se pHmetro Digimed DM-22 e os valores 

expressos em média e erro padrão (SEM) das leituras de triplicatas. 

 

3.6 – OBTENÇÃO DE TIMÓCITOS APOPTÓTICOS E NECRÓTICOS 

 

Timos de animais BALB/c foram coletados e homogeneizados em meio RPMI 

incompleto, em de placas de Petri de vidro contendo malha de aço inoxidável estéril. O 

material obtido foi centrifugado a 800 g por 10 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi desprezado 

e o botão celular foi ressuspenso em meio RPMI completo sem soro. Para obtenção de células 

apoptóticas, timócitos foram expostos a radiação UV durante 20 minutos e  posterior  2  horas  

adicionais  em  estufa 37ºC e atmosfera contendo 7% de CO2 (OJEDA et al., 2004). Timócitos 
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necróticos foram obtidos pela adição de Paraformaldeido 4% durante 20 minutos e posteriores 

lavagens (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). As células foram contadas em câmara de 

Neubauer utilizando a técnica de exclusão pelo corante Azul de Trypan e ajustadas para uma 

concentração de 1,5 x 106 células por poço. Para aferir a eferocitose em ambiente de normóxia 

ou hipóxia, macrófagos inflamatórios foram submetidos em ambiente de hipóxia ou normóxia 

com variações no tempo de exposição e em seguida submetidos a interação durante 1 hora 

com timócitos apoptóticos na proporção (5:1). O grau de eferocitose foi mensurado pela 

contagem do percentual de macrófagos fagocitando e pelo número de células apoptóticas por 

100 macrófagos em lamínulas redondas de 13 mm de diâmetro (Glass Técnica). 

 

3.7 – ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

 

A viabilidade de macrófagos peritoneais inflamatórios foi determinada através do teste 

de redução do MTT: Brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazólio)(Sigma). 

Macrófagos inflamatórios foram cultivados em placas de cultura de 96 poços (Corning Inc., 

NY) em meio RPMI 1640 completo e mantidos em condições de hipóxia ou normóxia. Após 

o tempo de cultura determinado, em cada poço foi adicionado 5 mg/mL de MTT. As placas 

foram mantidas durante 4 h em temperatura de 37ºC. Após este período, o meio de cultura foi 

retirado e foram adicionados 100 µL de SDS à cultura celular e mantidas durante 18h em 

estufa 37ºC. Após este período, a absorbância da amostra foi obtida através de leitura em 

espectofotômetro de placa (VERSAMax Microplate Reader – Molecular Devices - USA) com 

filtro de comprimento de onda de 570nm (MOSMANN, 1986). Para o ensaio de viabilidade 

celular, também  foi utilizada a técnica de exclusão por coloração com azul de Trypan. 

 

3.8 – DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE NITRITOS 
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 A produção de NO foi determinada indiretamente pela metodologia de quantificação 

da produção de nitritos (NO2
-) conforme descrito (GREEN et al., 1982). O sobrenadante 

coletado da cultura foi diluído na proporção de 1:1 com o Reativo de Griess, que apresenta em 

sua composição 0,1% de dihidrocloreto naftiletilenodiamina, 1% sulfanamida e 2,5% de ácido 

fosfórico. A densidade óptica foi lida em espectofotômetro de placa (VERSAMax Microplate 

Reader – Molecular Devices - USA) com filtro de comprimento de onda de 540nm. A 

determinação da concentração de nitritos foi calculada  utilizando -se  como  base  uma  curva  

padrão  de  nitrito  de  sódio  (NaNO2)  e  os resultados obtidos foram expressos em µM. 

 

3.9 – DOSAGEM DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 

Para avaliar a produção de Espécies Reativas de Oxigênio foi utilizada a técnica de 

detecção micro-fluorimétrica usando 2’,7’diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA)- Fluka-

BioChemika (WANG et al., 2008). Está técnica é baseada na oxidação de DCFH-DA não-

fluorescente a um composto fluorescente DCF ambos intracelular e extracelular. Macrófagos 

inflamatórios foram  cultivados  na  concentração  de  105 células/ poço em placas de 96 

poços (Corning Inc., NY) durante 72 horas em ambiente de hipóxia ou normóxia. Após este 

período foi adicionado durante 10 minutos 10µM de DCFH-DA em ambiente de hipóxia ou 

normóxia. Após a etapa de lavagem, os macrófagos inflamatórios foram submetidos a 

estímulos por 10 ng/mL de LPS derivados de Salmonella enterica sorotipo Typhimurium 

(Sigma) e/ou 0,5ng/mL de IFN-γ recombinante (rm IFN-γ – R&D) e incubados em ambiente 

de hipóxia ou normóxia por um período de  4 horas. Após o período de 4 horas com 

estímulos, a leitura foi realizada  utilizando um fluorímetro FLX 800 Microplate Fluorescence 

Reader (BIO-TEK) com comprimentos de onda de excitação 485 nm e emissão 530 nm. Os 
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resultados foram expressos em media e erro padrão (SE) das leituras de absorbância das 

triplicatas de cultura. 

 

3.10 –  ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE HIF-1α POR ELISA 

 

A expressão de HIF-1α de macrófagos foi avaliada pela técnica de ELISA celular 

(BORGES et al., 2001). Macrófagos inflamatórios (104/ 200 µL) foram cultivados em 

microplacas de 96 poços, durante 24 horas em condições de normóxia ou hipóxia como 

descrito. Após o período de incubação, as monocamadas foram  fixadas com PBS contendo 

4% de paraformaldeído por 30 min e bloqueadas  com PBS contendo 10% de SFB (GIBCO-

BRL) por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com PBS-

Tween, e incubadas com 5 µg/mL de anticorpo policlonal anti-HIF-1α (R&D) por 18 horas a 

4ºC. Após a lavagem com PBS-Tween, foi adicionado 5 µg/mL de anticorpo IgG anti-coelho 

biotinilado (Vector, CA) diluído em PBS contendo 10% de SFB para detectar HIF-1α. A 

placa foi incubada por 3 horas a temperatura ambiente e lavada com PBS-T. A reação foi 

revelada com fosfatase alcalina conjugada à estreptoavidina (Southern Biotechnology 

Associates Inc. Birmingham, AL) diluída na proporção de 1:2000 em PBS + 10% SFB, 

seguida de incubação a 37ºC por 1h. Após etapa de lavagem, foi adicionado o substrato 

paranitrofenol fosfato (pNPP) 1mg/mL (Sigma) diluído em tampão TRIS-MgCl2 (pH 9,8). A 

densidade óptica foi obtida através de leitura em espectofotômetro de placa (VERSAMax 

Microplate Reader – Molecular Devices - USA) com filtro de comprimento de onda de 

405nm. Os resultados foram expressos em média e erro padrão (SE) das leituras de 

absorbância das triplicatas de cultura. 

 

3.11 –  DOSAGEM DE CITOCINAS 
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Sobrenadantes obtidos em 48h de cultura celular foram centrifugados e armazenados a -

20ºC até a utilização. A quantificação das citocinas produzidas ( TNF-α, IL-1β e TGF-β) foi 

baseada na técnica de ELISA do tipo sanduíche, de acordo com a metodologia preconizada 

pelo fabricante ( R&D; e-Bioscience, CA ). Placas  de 96 poços com fundo chato (Corning 

Inc., NY) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais de captura diluídos em PBS ou 

tampão de captura (fornecido pelo fabricante) e incubadas a 4ºC por 18h. Em seguida, foram 

efetuadas etapas de lavagem com PBS contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T) (Sigma) e 

posterior bloqueio com PBS contendo 10% SFB por 2h a temperatura ambiente seguido por 

mais uma etapa de lavagem com PBS-T. Os sobrenadantes e as citocinas recombinantes que 

foram utilizados para a curva-padrão foram adicionados e incubados a 4ºC por 18h. Para a 

dosagem de TGF- β, os sobrenadantes obtidos da cultura celular foram acidificados com HCl 

1N por 1h a temperatura ambiente e posterior neutralização com NaOH 1N. Após lavagem 

com PBS-T, foram  adicionados os anticorpos secundários de detecção marcados com biotina,  

diluídos em PBS + 10%SFB ou tampão de ensaio (fornecido pelo fabricante). A placa foi 

incubada por 3 horas a temperatura ambiente e lavada com PBS-T. A reação foi revelada com 

fosfatase alcalina conjugada à estreptoavidina (Southern Biotechnology Associates Inc. 

Birmingham, AL) diluída na proporção de 1:2000 em PBS + 10% SFB, seguida de incubação 

a 37ºC por 1h. Após etapa de lavagem, foi adicionado o substrato paranitrofenol fosfato 

(PNPP) (Sigma) diluído em tampão TRIS-MgCl2 (ph 9,8). A densidade óptica foi obtida 

através de leitura em espectofotômetro de placa (VERSAMax Microplate Reader – Molecular 

Devices - USA) com filtro de comprimento de onda de 405nm. A concentração das citocinas 

foram calculadas baseando-se nos valores obtidos da curva-padrão de citocinas recombinante 

e os resultados expressos em pg/mL. Para ensaios de neutralização da citocina TNF-α foram 



 28

utilizados anticorpo anti- TNF-α MP6-XT3 (BD Biosciences) na concentração de 10µg/mL e 

anticorpo isotipo controle R3-34 (BD Biosciences) na concentração de 10µg/mL. 

 

 3.12 – ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos com média + erro padrão (SEM).  A análise estatística 

foi realizada no programa SigmaPlot para  Windows, empregando o teste t  de Student para 

amostras independentes. Diferenças com um valor de p < 0,05 ou p < 0,01 foram consideradas 

significantes. Todos os experimentos mostrados foram repetidos pelo menos 3 vezes, com 

resultados semelhantes.  
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4.Resultados4.Resultados4.Resultados4.Resultados    
 

4.1 - ANÁLISE DO AMBIENTE HIPÓXICO 

 

Para estudar os efeitos da hipóxia na infecção de macrófagos pelo T. cruzi, verificamos 

inicialmente se a variação na pressão parcial de O2 (pO2) empregada para o ambiente hipóxico 

estava sendo transmitida eficientemente para o meio de cultura. 

Para tal, o meio de cultura utilizado nas experiências foi mantido em uma câmara do 

tipo dessecador saturado de H2O onde efetuamos a injeção de uma mistura gasosa padrão 

primário até atingir a saturação. Após 30 minutos, o meio de cultura foi retirado e aferido com 

auxílio de um sensor catódico capaz de medir a concentração de O2 dissolvido no meio. Na 

condição de normóxia, o meio de cultura foi mantido em estufa convencional pelo mesmo 

período que o empregrado para o ambiente hipóxico. Como pode ser observado na Figura 1, a 

pO2 em condições de normóxia foi de 18,5 ± 0,6245, enquanto que em hipóxia o valor obtido 

foi de 3,4 ± 0,608. Estes resultados demonstram que a metodologia empregada para o 

estabelecimento do ambiente hipóxico foi efetiva. 
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FIGURA 1 – ANÁLISE DO AMBIENTE HIPÓXICO. Meio de cultura de macrófagos foi mantido 
durante 30 minutos em ambiente de normóxia (barra branca) ou em ambiente de hipóxia (barra preta). 
A leitura da concentração de O2 dissolvido foi realizada com auxílio de um sensor catódico e os 
valores expressos como média ± SEM da pO2 (kPa) de um experimento representativo de 3 
experimentos, onde (**) indica valores com p<0,01 para diferenças entre hipóxia e normóxia. 
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4.2 - ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR DE MACRÓFAGOS EM AMBIENTE 

HIPÓXICO 

 

Em modelos experimentais, diferentes tipos celulares demonstram sobrevivência a 

períodos crônicos de hipóxia e a situações que envolvem o processo de reoxigenação através 

de mecanismos adaptativos (LEWIS, 1999). 

Para verificar o perfil de sobrevivência celular, realizamos ensaios de viabilidade 

celular de macrófagos variando o tempo de exposição ao ambiente de hipóxia ou normóxia e 

ao processo de reoxigenação. Em seguida, as culturas foram submetidas ao ensaio de 

viabilidade pelo método MTT. 

A Figura 2 mostra que a hipóxia por um período de 3 dias não afetou a viabilidade dos 

macrófagos quando comparados com os macrófagos mantidos em normóxia. Além disso, a 

transferência destas culturas mantidas por 3 dias em hipóxia para condições de normóxia por 

mais 4 dias não causou alterações significativas na viabilidade celular dos macrófagos. No 

entanto, macrófagos mantidos por um período de 7 dias consecutivos em ambiente hipóxico 

apresentaram uma significativa redução na viabilidade celular quando comparados aos 

macrófagos mantidos em condições de normóxia. Resultados semelhantes foram obtidos 

através da utilização da técnica de exclusão com a coloração azul de Trypan (dados não 

mostrados). Estes resultados nos permitiram empregar nos experimentos seguintes, períodos 

de até 3 dias de exposição à hipóxia, sem que ocorra a interferência na sobrevivência celular. 
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FIGURA 2 – VIABILIDADE DE MACRÓFAGOS MANTIDOS EM AMBIENTE DE NORMÓXIA 
OU HIPÓXIA. Culturas de macrófagos foram mantidos por 3 dias (3d) ou 7 dias (7d) em condições de 
normóxia (N) ou hipóxia (H), ou por 3 dias de hipóxia seguidos por 4 dias em normóxia (3dH + 4dN). 
Após estes períodos, a viabilidade celular dos macrófagos nas culturas foi avaliada pelo método do 
MTT. Os valores de D.O. (570nm) estão expressos em média ±SEM de 3 experimentos em triplicatas 
onde (*) indica valores com p<0,05 para diferenças entre ambientes de hipóxia e normóxia. 
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4.3 -  ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE HIF-1α EM AMBIENTE HIPÓXICO 

 

Um dos principais mecanismos de adaptação celular ao ambiente hipóxico envolve a 

regulação da expressão de genes que estão envolvidos com a sobrevivência celular em 

condições adversas, e o fator de transcrição HIF-1 é considerado o principal mediador da 

adaptação celular a variações na pO2 (SEMENZA, 2001c) .  

Culturas de macrófagos foram submetidas ao ambiente de normóxia ou hipóxia por 

um período de 24 horas e a expressão da sub-unidade HIF-1α   foi medida utilizando a técnica 

de ELISA celular. Conforme apresentado na Figura 3, a expressão HIF-1α aumenta 

significativamente em macrófagos que foram submetidos ao ambiente de hipóxia. 
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FIGURA 3 – ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE HIF-1α EM MACRÓFAGOS MANTIDOS EM 
NORMÓXIA OU HIPÓXIA. Cultura de macrófagos foram submetidas a ambiente de normóxia ou 
hipóxia por um período de 24 horas. A expressão de HIF-1α foi analisada utilizando-se a técnica de 
ELISA celular. Ambiente de normóxia (barra branca) e ambiente de hipóxia (barra preta). (**): p< 
0,01 para diferenças entre níveis de oxigenação. 
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4.4 - ANÁLISE DA INFLUÊNCIA DO AMBIENTE HIPÓXICO NO PH DAS 

MONOCAMADAS EM CULTURA 

 

Estudos experimentais sugerem que macrófagos são capazes de alterar sua atividade 

metabólica em ambiente hipóxico, adotando o metabolismo anaeróbico para a produção de 

ATP (BUTTERICK et al., 1981). Para observar se este tipo de adaptação poderia estar 

ocorrendo em nosso modelo, avaliamos em seguida a influência do ambiente hipóxico no pH 

das monocamadas de macrófagos. Para isso, aferimos como dia 0, a medição do pH apenas do 

meio de cultura livre de células. Em seguida, culturas de macrófagos foram inoculadas no 

meio e submetidas ao ambiente de normóxia ou hipóxia durante períodos estabelecidos. Como 

mostrado na Figura 4, foi observada uma significativa acidificação do meio da cultura de 

macrófagos submetidos ao ambiente de hipóxia quando comparado ao meio de cultura de 

macrófagos mantidos em ambiente de normóxia. 
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FIGURA 4 – ANÁLISE DE INFLUÊNCIA DA HIPÓXIA NO pH DO MEIO DE CULTURA DE 
MACRÓFAGOS. Culturas de macrófagos foram mantidas em condições de normóxia (○) ou hipóxia 
(●) durante 3 dias. A cada 24 horas, medidas do pH do sobrenadante dos meios de cultura foram 
avaliados sendo o valor do dia 0 correspondente ao pH do meio de cultura livre de células. As medidas 
± SEM estão representados, sendo os valores com p< 0,05 (*) e p<0,01 (**) assinalados para 
diferenças significativas em relação à normóxia.  
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4.5 - PRODUÇÃO DE NITRITOS EM AMBIENTE HIPÓXICO 

 

Estudos anteriores demonstraram uma correlação entre a pO2  e a produção de óxido 

nítrico (MELILLO et al., 1996; McCORMICK et al., 2000). Para avaliar a influência do 

ambiente hipóxico na produção de óxido nítrico em nosso modelo experimental, macrófagos 

foram mantidos em ambiente de normóxia ou hipóxia e na ausência ou presença de LPS ou 

LPS/ IFN-γ. Após 48 horas nestas condições, os sobrenadantes das culturas foram coletados e 

o teor de nitritos analisado pelo método de Griess. Como observado na Figura 5, o ambiente 

hipóxico causa uma diminuição na produção de nitritos por macrófagos estimulados por LPS 

ou LPS/IFN-γ quando comparado com as culturas mantidas em ambiente de normóxia. No 

entanto, não foi observada nenhuma diferença na produção de nitritos entre as culturas 

mantidas na ausência de estímulos.  

 

0

10

20

30

40

50
Normóxia
Hipóxia

Ctrl LPS LPS + IFN-γ

** **

N
itr

ito
s 

( µ
M

 )

 

 
 
FIGURA 5 – EFEITO DA HIPÓXIA NA PRODUÇÃO DE NO POR MACRÓFAGOS 
ESTIMULADOS POR LPS OU LPS/IFN-γ. Culturas de macrófagos foram preparadas em meio RPMI 
(Ctrl) ou meio suplementado com 10 ng/mL de LPS (LPS) ou 10 ng/mL de LPS e 0,5 ng/mL de IFN-γ 
(LPS + IFN-γ) e mantidas em ambiente de normóxia (barras brancas) ou hipóxia (barras pretas). Após 
48 h, os sobrenadantes foram testados para a presença de nitritos pelo método de Griess. Sendo média 
± SEM dos valores em µM representados. Diferenças significativas (p<0,01) em relação ao ambiente 
de normóxia estão assinalados (**). 
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4.6 -  EFEITO DA HIPÓXIA NA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 

Nosso próximo passo foi analisar a influência da hipóxia na produção de espécies 

reativas de oxigênio. Para adaptação, macrófagos foram cultivados por um período de 72 

horas em normóxia ou hipóxia. Após este período foi adicionado DCFH-DA, mais os 

estímulos LPS/ IFN-γ, e as culturas foram  incubadas em ambiente de normóxia ou hipóxia 

por um período adicional de 4 horas. A produção de radicais de oxigênio foi então avaliada 

por meio da emissão de fluorescência.  

Como observado na Figura 6, a hipóxia causou uma diminuição na produção de 

espécies reativas de oxigênio por macrófagos estimulados, quando comparado com a cultura 

mantida em ambiente de normóxia. Entretanto, não foi observada nenhuma diferença na 

produção de radicais de oxigênio entre as culturas mantidas na ausência de estímulos. 
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FIGURA 6 – EFEITO DA HIPÓXIA NA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 
POR MACRÓFAGOS ESTIMULADOS POR LPS/IFN-γ. Macrófagos foram cultivados com meio de 
cultura durante 72 horas em ambiente de normóxia ou hipóxia. Após este período foi adicionado 
DCFH-DA, e em seguida, foram mantidos com meio de cultura (barra branca) ou estimulados com 
LPS e IFN-γ (barra preta). Após 4 h, a quantificação de radicais de oxigênio foi realizada com 
auxílio de um fluorímetro. Média ± SEM estão representados. (**): p< 0,01 para diferenças em relação 
ao ambiente de normóxia. 
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4.7-  ANÁLISE DA INFECÇÃO PELO T. CRUZI EM AMBIENTE HIPÓXICO 
 

Macrófagos foram cultivados em lamínulas, infectados com T.cruzi e mantidos em 

condições de normóxia ou hipóxia. A cinética da infecção foi então acompanhada em 

períodos estabelecidos e avaliada com auxílio de microscopia óptica. Como mostrado na 

Figura 7A, somente após 3 dias pode se observar uma redução significativa no número de 

macrófagos infectados mantidos em ambiente de hipóxia quando comparado com aqueles 

mantidos em normóxia. Além disso, as culturas infectadas mantidas em hipóxia apresentaram 

uma gradativa diminuição no número de amastigotas por 100 macrófagos detectados já a 

partir de 24 horas após a infecção (Figura 7B). Imagens representativas dos macrófagos não 

infectados ou infectados e mantidos por 3 dias em condições de normóxia ou hipóxia estão 

representados na Figura 7C-F. Pode-se observar uma intensa vacuolização dos macrófagos 

mantidos em hipóxia, independente de estarem infectados (Figura 7F) ou não (Figura 7E). 
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FIGURA 7 – CINÉTICA DA INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS PELO T. cruzi EM AMBIENTE DE 
NORMÓXIA OU HIPÓXIA. Macrófagos foram cultivados em lamínula, infectados em condições de 
normóxia ou hipóxia e mantidos nestas condições por períodos estabelecidos. A cinética da infecção 
foi avaliada através da determinação da porcentagem de macrófagos infectados(A)e número de 
amastigotas/ 100 macrófagos (B) mantidos em normóxia (▲) ou hipóxia ( ∆ )a cada 24h após infecção 
por até 72h. As médias ±SEM estão representados e valores com p<0,05 (*) e p< 0,01(**) assinalados 
para diferenças significativas em relação a culturas de macrófagos mantidos em normóxia.Todas as 
imagens (C-F) em aumento de 400X.  
 



 41

Com base nestes resultados iniciais, nosso próximo experimento foi observar o efeito 

da hipóxia e do LPS na liberação de formas tripomastigotas nos sobrenadantes das culturas. 

Macrófagos foram cultivados e infectados com formas tripomastigostas de T. cruzi e mantidos 

em condições de normóxia ou hipóxia durante o período da infecção como descrito em 

material e métodos. Após o período de infecção, culturas foram mantidas na ausência ou 

presença de LPS. A cultura onde ocorreu a infecção em ambiente de normóxia permaneceu no 

mesmo ambiente de normóxia. Já a cultura onde ocorreu a infecção em ambiente hipóxico foi 

mantida em hipóxia por um período adicional de 3 dias e, então, esta foi transferida para o 

ambiente de normóxia por 7 dias adicionais. Nestas condições a viabilidade dos macrófagos 

não apresentou alterações significativas quando comparada com as culturas mantidas durante 

10 dias consecutivos em normóxia, conforme análises feitas pela técnica de exclusão por 

coloração com azul de Trypan (dados não mostrados). A contagem das formas tripomastigotas 

foi realizada após 10 dias em cultura com auxílio da câmara de Neubauer. A Figura 8 mostra 

que o ambiente hipóxico reduziu a infecção pelo T. cruzi e que o estímulo por LPS contribui 

para uma maior redução da infecção pelo T. cruzi em ambiente hipóxico. 
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FIGURA 8 – EFEITO DA HIPÓXIA NA INFECÇÃO PELO T. cruzi. Macrófagos infectados foram 
cultivados com meio de cultura somente (Controle – barra branca) ou meio de cultura suplementado 
com 10 ng/mL de LPS ( LPS – barra preta) e mantidos em condições de normóxia ou hipóxia por 72h. 
Após  este período, macrófagos cultivados em ambiente de normóxia foram mantidos neste ambiente 
por mais 7 dias consecutivos. Macrófagos mantidos em ambiente de hipóxia foram transferidos para o 
ambiente de normóxia por mais 7 dias. A contagem dos parasitas foi realizada de maneira direta com 
auxílio da câmara de Neubauer 10 dias após a infecção. Média ± SEM estão representados. (*): p< 
0,05 e (**): p< 0,01 para diferenças em relação à cultura de macrófagos mantida em ambiente de 
normóxia.  
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4.8  - PRODUÇÃO DE NITRITOS EM AMBIENTE HIPÓXICO DURANTE A INFECÇÃO 

PELO T. CRUZI 

 

Um fator importante na resistência contra a infecção pelo T. cruzi é a produção de NO 

(PELUFFO et al., 2004), e por isso, estudamos a influência da hipóxia na produção de NO em 

macrófagos infectados. Cultura de macrófagos controle não infectados e infectados pelo T. 

cruzi em condições de normóxia ou hipóxia foram mantidos nestas condições, sendo as 

culturas de macrófagos infectados mantidos na ausência ou presença de LPS. Após 48h, os 

sobrenadantes das culturas foram coletados e analisados para quantidade de nitritos pelo 

método de Griess e os resutlados apresentados na Figura 9. Pode-se observar que o ambiente 

hipóxico causa uma diminuição na produção de nitritos por macrófagos infectados na 

presença de LPS, quando comparados com o ambiente de normóxia. Não foi observada 

qualquer alteração na produção de nitritos pelos macrófagos não infectados ou infectados e 

cultivados somente com meio de cultura e mantidos em normóxia ou hipóxia.  
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FIGURA 9. EFEITO DA NORMÓXIA E HIPÓXIA NA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO 
DURANTE A INFECÇÃO PELO T. cruzi. Culturas de macrófagos não infectados (Mφ – barra 
branca) e infectados (Mφ + T.cruzi – barra cinza) foram preparadas em meio RPMI e cultura de  
macrófagos infectados foram cultivados com meio suplementado com 10 ng/mL de LPS (Mφ + 
T.cruzi + LPS – barra preta). As culturas foram mantidas em ambiente de normóxia ou hipóxia. Após 
48 h, os sobrenadantes foram testados para a presença de nitritos pelo método de Griess. Sendo média 
± SEM dos valores em µM representados. Diferenças significativas (p<0,01) em relação ao ambiente 
de normóxia estão assinalados (**). 
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4.9 -  ANÁLISE DA INFLUÊNCIA DA HIPÓXIA NA INFECTIVIDADE DO T. CRUZI 

 

Com o intuito de avaliar a possibilidade de que a redução da carga parasitária das 

culturas na condição de hipóxia estivesse ocorrendo por interferência na infectividade do 

parasita, formas tripomastigotas foram mantidas em ambiente de normóxia ou hipóxia por um 

período de 12 horas e posteriormente colocadas em contato com macrófagos durante 18 horas 

em normóxia. Após este período, o percentual de macrófagos infectados e o número de 

amastigotas por 100 macrófagos foram determinados em contagem de lamínulas e os 

resultados apresentados na Figura 10. Nestas condições, o tratamento dos parasitas com 

hipóxia não alterou a porcentagem de macrófagos infectados (Figura 10A), e não interferiu no 

número de amastigotas por 100 macrófagos (Figura 10B), quando comparados aos parasitas 

submetidos a condições de normóxia. Estes resultados sugerem que o efeito da hipóxia na 

carga parasitária ocorre numa etapa posterior à penetração das formas tripomastigotas nos 

macrófagos. 
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FIGURA 10 – EFEITOS DA HIPÓXIA NA INFECTIVIDADE DO T. cruzi. Formas tripomastigotas 
do T. cruzi foram mantidas em condições de normóxia ou hipóxia por 12 horas. Após este período os 
parasitas foram adicionados por 18 horas à cultura de macrófagos que foram cultivados em condições 
de normóxia. Após 48h a porcentagem de macrófagos infectados (A) e o número de amastigostas por 
100 macrófagos (B) foram avaliados como na Figura 7. Média ± SEM estão representados. 
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4.10 -  EFEITO DO L-NIL NA PRODUÇÃO DE NO E NA CARGA PARASITÁRIA 

 

 Para melhor avaliarmos o efeito da hipóxia na produção de óxido nítrico e a influência 

deste efeito no nosso modelo experimental de infecção pelo T. cruzi, utilizamos L-NIL, um 

bloqueador da produção de óxido nítrico através da inibição da iNOS (RIBEIRO-GOMES et 

al., 2005). Macrófagos cultivados foram ou não infectados com T.cruzi em normóxia ou 

hipóxia e mantidos em meio de cultura somente ou contendo LPS, LPS e L-NIL ou L-NIL. As 

culturas foram mantidas em normóxia ou hipóxia. Após 48 horas, os sobrenadantes das 

culturas foram coletados e analisados para detecção de nitritos pelo método de Griess. Pode-

se observar que o inibidor L-NIL foi capaz de bloquear intensamente a síntese de nitritos tanto 

em condições de normóxia como de hipóxia, tanto na ausência como na presença do estímulo 

LPS (Figura 11A). 
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FIGURA 11A – BLOQUEIO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO POR L-NIL DURANTE A 
INFECÇÃO PELO T. cruzi. Macrófagos infectados (Mφ Infect) ou não foram (Mφ) mantidos em 
normóxia ou hipóxia. Após o período de infecção foram adicionados somente meio de cultura (Mφ 
Infect), LPS (Mφ Infect + LPS), LPS e L-NIL (Mφ Inf + LPS + L-NIL) ou L-NIL (Mφ Infect + L-
NIL) e mantidos em condições de normóxia ou hipóxia como indicado na base da figura. Após 48 h, 
os sobrenadantes foram testados para a presença de nitrito pelo método de Griess. [LPS] - 10ng/mL e 
[L-NIL] – 1mmol/L. Média ± SEM estão representados. (*): p< 0,05 para diferenças em relação ao 
ambiente de normóxia. 
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Macrófagos cultivados foram infectados com T.cruzi em normóxia ou hipóxia e 

mantidos em meio de cultura somente ou contendo LPS, LPS e L-NIL ou L-NIL. As culturas 

foram mantidas em normóxia ou hipóxia por um período de 72 horas. Após este período, 

culturas mantidas em hipóxia foram transferidas para o ambiente de normóxia por mais 7 dias 

adicionais e culturas mantidas em ambiente de normóxia foram mantidas em normóxia por 

um período de 7 dias consecutivos. A Figura 11B mostra que a presença do inibidor da síntese 

de óxido nítrico não foi capaz de reverter a diminuição da infecção em ambiente de hipóxia 

quando comparado ao mesmo procedimento efetuado em condições de normóxia. No entanto, 

L-NIL reverteu completamente o efeito do LPS, tanto em normóxia como em hipóxia. 
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FIGURA 11B – EFEITO DA INIBIÇÃO DA SÍNTESE DE NO POR L-NIL NA REPLICAÇÃO DO 
T. cruzi EM AMBIENTE DE NORMÓXIA E HIPÓXIA. Macrófagos infectados (Mφ Infect) foram 
mantidos em normóxia ou hipóxia. Após o período de infecção foram adicionados somente meio de 
cultura (Mφ Infect), LPS (Mφ Infect + LPS), LPS e L-NIL (Mφ Inf + LPS + L-NIL) ou L-NIL (Mφ 
Infect + L-NIL) e mantidos em condições de normóxia ou hipóxia por um período de 72 horas 
adicionais como indicado na base da figura. Após este período, macrófagos infectados em ambiente de 
hipóxia foram foram transferidos para o ambiente de normóxia por um período de 7 dias e macrófagos 
infectados em ambiente de normóxia foram mantidos em condições de normóxia por 7 dias 
consecutivos. A contagem de parasitas foi realizada por contagem direta 10 dias após a infecção com 
auxílio da câmara de Neubauer. [LPS] - 10ng/mL e [L-NIL] – 1mmol/L.  Média ± SEM estão 
representados. (*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para diferenças em relação à cultura de macrófagos mantida 
em ambiente de normóxia.  
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4.11 -  ANÁLISE DOS EFEITOS DA HIPÓXIA NA EFEROCITOSE 
 
  

A seguir, avaliamos a influência da hipóxia na eferocitose. Macrófagos foram 

cultivados em lamínulas e mantidos em condições de normóxia ou hipóxia durante os 

períodos indicados. Em seguida, timócitos viáveis ou apoptóticos foram adicionados às 

culturas.Após 1 hora, eferocitose foi  medida com auxílio de microscopia óptica. A Figura 

12A mostra que no decorrer do período de exposição ao ambiente de hipóxia, há uma redução 

na porcentagem de células fagocitando timócitos apoptóticos. Da mesma forma, a Figura 12B 

mostra que há uma diminuição significativa no número de células apoptóticas fagocitadas por 

100 macrófagos e que este efeito aumenta no decorrer do tempo de exposição ao ambiente de 

hipóxia.   
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FIGURA 12 – EFEITOS DA HIPÓXIA NA EFEROCITOSE. Macrófagos cultivados em lamínula e 
submetidos a condições de normóxia ou hipóxia por períodos de 24h, 48h e 72h. Após cada um destes 
períodos foram adicionados timócitos viáveis ou timócitos apoptóticos e incubados por 1 hora com os 
macrófagos em condições de normóxia ou hipóxia. (A) Porcentagem de macrófagos fagocitando. (B) 
Número de células apoptóticas por 100 macrófagos. ▲ Macrófagos em normóxia com timócitos 
apoptóticos.  Macrófagos em hipóxia com timócitos apoptóticos. ▼Macrófagos em normóxia com 
timócitos viáveis. ● Macrófagos em hipóxia com timócitos viáveis. Média ± SEM estão representados.  
(*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para diferenças em relação à cultura de macrófagos mantida em ambiente 
de normóxia.  
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4.12 - EFEITO DA EFEROCITOSE NA REPLICAÇÃO DO T. CRUZI EM CONDIÇÕES DE 

HIPÓXIA 

 

Em seguida, analisamos o efeito da fagocitose de timócitos apoptóticos ou necróticos 

na replicação do T.cruzi em condições de hipóxia. Macrófagos foram cultivados e infectados 

com T.cruzi e mantidos em condições de normóxia ou hipóxia como descrito em material e 

métodos. Após o período de infecção, foi adicionado somente meio de cultura, timócitos 

apoptóticos, timócitos necróticos ou LPS. A cultura mantida em ambiente de hipóxia 

permaneceu em ambiente de hipóxia por 72 horas, e foi posteriormente transferida para o 

ambiente de normóxia como descrito anteriormente. Como mostrado na Figura 13, em 

normóxia, a presença de células apoptóticas provocou um aumento na replicação do T. cruzi 

em macrófagos. Em hipóxia, ocorreu redução da replicação do T. cruzi, tanto nos controles, 

quanto em condições de eferocitose. No entanto, a adição de células apoptóticas ainda foi 

capaz de aumentar em 40 % a replicação do T.cruzi. 
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FIGURA 13 – EFEITOS DA ADIÇÃO DE CÉLULAS APOPTÓTICAS E NECRÓTICAS  NA 
INFECÇÃO PELO T. cruzi EM MACRÓFAGOS MANTIDOS EM NORMÓXIA OU HIPÓXIA. 
Macrófagos foram infectados e mantidos em condições de normóxia ou hipóxia. Após o período de 
infecção foi adicionado somente meio de cultura ou os estímulos timócitos apoptóticos, timócitos 
necróticos ou LPS. Macrófagos infectados em ambiente de hipóxia foram mantidos em hipóxia por 72 
horas adicionais e transferidos para o ambiente de normóxia por um período de 7 dias consecutivos e 
macrófagos infectados em ambiente de normóxia foram mantidos por 10 dias consecutivos em 
normóxia. A contagem de parasitas foi realizada pelo método direto 10 dias após infecção com auxílio 
da câmara de Neubauer. Média ± SEM estão representados. (*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para 
diferenças em relação à cultura de macrófagos não estimulados.  
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4.13  -  ANÁLISE DO EFEITO DOSE-RESPOSTA À ADIÇÃO DE POLIAMINA EM AMBIENTE 

HIPÓXICO  

 

Estudos anteriores demonstraram que putrescina, uma poliamina, é essencial para o 

crescimento do T. cruzi (FREIRE-DE-LIMA  et al., 2000). Nesta direção, os efeitos da adição 

de putrescina a culturas de macrófagos infectados foram comparados quando estas eram 

mantidos em normóxia ou hipóxia. Culturas contendo ou não diferentes concentrações de 

putrescina foram mantidas por 72h após infecção em normóxia ou hipóxia e estas últimas 

foram colocadas em normóxia juntamente com os demais e cultivados por 7 dias adicionais. 

Ao final dos 10 dias de cultivo, o número de formas tripomastigotas liberadas nos 

sobrenadantes foram quantificadas por método direto de contagem com auxílio da câmara de 

Neubauer. Na Figura 14 pode-se observar que a putrescina foi capaz de aumentar o 

crescimento do parasita tanto no ambiente de normóxia quanto no ambiente de hipóxia. 

Entretanto, na hipóxia o aumento na taxa de replicação foi menos intenso em reposta às 

concentrações crescentes de putrescina. Estes dados poderiam explicar a redução do efeito da 

eferocitose em hipóxia. 
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FIGURA 14 – DOSE –RESPOSTA DA ADIÇÃO DE PUTRESCINA NA LIBERAÇÃO DE 
FORMAS TRIPOMASTIGOTAS NO SOBRENADANTE DE CULTURAS DE MACRÓFAGOS 
INFECTADOS SUBMETIDOS À NORMÓXIA OU AMBIENTE DE HIPÓXIA. Após infecção dos 
macrófagos em ambiente de normóxia (▲) ou hipóxia (○) as culturas foram cultivadas na aus~encia 
ou presença de quantidades crescentes de putrescina (10-100µM) em normóxia ou hipóxia por 72h. 
Após este período, todas as culturas foram mantidas em normóxia por mais 7 dias, quando o número 
de tripomastigotas nos sobrenadantes foi determinado por contagem direta em câmara de Neubauer. 
Média ± SEM estão representados. (*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para diferenças em relação à cultura de 
macrófagos mantida em ambiente de normóxia.  
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4.14 - EFEITO DA EFEROCITOSE NA PRODUÇÃO DE NO EM HIPÓXIA  

 

Avaliamos o efeito da eferocitose na produção de óxido nítrico em hipóxia . 

Macrófagos foram cultivados e infectados ou não com T.cruzi em normóxia ou hipóxia como 

descrito. Após o período de infecção foram adicionados somente meio de cultura, timócitos 

apoptóticos, timócitos necróticos ou LPS. As culturas foram mantidas em normóxia ou 

hipóxia. Após 48 horas, os sobrenadantes da cultura foram coletados e analisados pelo método 

de Griess. A Figura 15 mostra que a adição de células apoptóticas não induziu produção 

importante de NO, seja em normóxia ou hipóxia. Importante, adição de células necróticas 

reduziu a produção de NO, tanto quanto a adição de LPS. Como esperado, ocorreu uma 

redução na produção de NO em hipóxia. Não observamos diferença na produção de nitritos na 

ausência de estímulos tanto em ambiente de normóxia quanto de hipóxia.  
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FIGURA 15 – EFEITO DIFERENCIAL DE CÉLULAS APOPTÓTICAS E NECRÓTICAS NA 
PRODUÇÃO DE NO. Macrófagos infectados ou não e mantidos em normóxia ou hipóxia. Após o 
período de infecção foi adicionado somente meio de cultura (Ctrl) ou os estímulos timócitos 
apoptóticos (Apop), timócitos necróticos (Nec) ou LPS. Após 48 h, os sobrenadantes foram testados 
para a presença de nitrito pelo método de Griess. Barra branca representa ambiente de normóxia e 
barra preta ambiente de hipóxia. Média ± SEM estão representados. (*): p< 0,05 para diferenças em 
relação ao ambiente de normóxia. 
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4.15 - PERFIL DA PRODUÇÃO DE CITOCINAS EM AMBIENTE HIPÓXICO 

 

Modelos experimentais mostram que a hipóxia é capaz de influenciar a produção de 

diversas citocinas (LEWIS, 1999).  Com o objetivo de avaliar esta influência em nosso 

modelo, macrófagos inflamatórios infectados ou não com T.cruzi  foram mantidos em 

condições de normóxia ou hipóxia. Após o período de infecção foram adicionados somente 

meio de cultura, timócitos apoptóticos, timócitos necróticos ou LPS, e as culturas foram 

mantidas em normóxia ou hipóxia. Após 48 horas, os sobrenadantes das culturas foram 

coletados e testados inicialmente para a produção das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e 

TNF-α  pelo método de ELISA.  A Figura 16A mostra que a hipóxia foi capaz de induzir um 

aumento na produção de IL-1β mesmo na ausência de estímulos. Este aumento foi também 

observado em macrófagos infectados, e foi ainda maior quando estes macrófagos foram 

incubados com células apoptóticas e necróticas e na presença de LPS (Figura 16A). Além 

disso, a presença de células necróticas em culturas de macrófagos infectados mantidos em 

normóxia também provocou aumento na produção de IL-1β. Na Figura 16B, 

surpreendentemente, pode-se observar que a hipóxia foi capaz de elevar ao nível máximo a 

produção de TNF-α nas culturas mesmo na ausência de estímulos, e a presença de células 

apoptóticas diminuiu a produção de TNF-α em hipóxia.  
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FIGURA 16 – PERFIL DE PRODUÇÃO DE CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS CULTURAS 
DE MACRÓFAGOS MANTIDOS EM AMBIENTE DE NORMÓXIA OU HIPÓXIA. Macrófagos 
infectados (-) ou não (Ctrl) foram mantidos em normóxia ou hipóxia. Após o período de infecção foi 
adicionado somente meio de cultura ou os estímulos timócitos apoptóticos (Apop), timócitos 
necróticos (Nec) ou LPS. Após 48 horas, os sobrenadantes foram recolhidos e a produção de citocinas 
foi avaliada pelo método de ELISA. IL-1β (A), TNF-α (B). Média ± SEM estão representados. Cultura 
de células realizadas em triplicatas. (*): p< 0,05 e (**): p< 0,01 para diferenças em relação à cultura de 
macrófagos infectados e ausentes de estímulo.  
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Em seguida, avaliamos o perfil da produção da citocina anti-inflamatória TGF-β nestas 

mesmas condições, comparando as respostas das culturas mantidas em normóxia ou hipóxia. 

Como apresentado na Figura 17, pode-se observar que timócitos apoptóticos aumentam a 

produção de TFG-β tanto em condições de normóxia quanto em hipóxia. Entretanto, tanto em 

hipóxia quanto em normóxia, não houve alteração na produção de citocina nas culturas de 

macrófagos não infectados ou infectados e não estimulados ou incubados na presença de 

células necróticas ou LPS. 
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FIGURA 17 – PERFIL DE PRODUÇÃO DE TGF-β EM CULTURAS DE MACRÓFAGOS 
MANTIDOS EM AMBIENTE DE NORMÓXIA OU HIPÓXIA. Macrófagos infectados (-) ou não 
(Ctrl) foram mantidos em normóxia ou hipóxia. Após o período de infecção foi adicionado somente 
meio de cultura ou os estímulos timócitos apoptóticos (Apop), timócitos necróticos (Nec) ou LPS. 
Após 48 horas, os sobrenadantes foram recolhidos e a produção de citocinas foi avaliada pelo método 
de ELISA. Média ± SEM estão representados. Cultura de células realizadas em triplicatas. (*): p< 0,05 
e (**): p< 0,01 para diferenças em relação à cultura de macrófagos infectados e ausentes de estímulo.  
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4.16 - ANÁLISE DA NEUTRALIZAÇÃO DE CITOCINAS NA INFECÇÃO PELO T. CRUZI 

EM AMBIENTE HIPÓXICO 

 

Para entendermos o papel do TNF-α na redução da infecção pelo T. cruzi em ambiente 

hipóxico, utilizamos anticorpo neutralizante desta citocina. Macrófagos foram cultivados e 

infectados com T.cruzi e mantidos em condições de normóxia ou hipóxia como descrito. Após 

o período de infecção, foram adicionados somente meio de cultura ou timócitos apoptóticos 

na presença ou ausência do anticorpo neutralizante da citocina TNF-α ou seu isotipo controle. 

A cultura onde a infecção ocorreu em ambiente de hipóxia permaneceu em ambiente de 

hipóxia por 72 horas adicionais  e, em seguida, transferida para o ambiente de normóxia por 

um período de 7 dias adicionais. A cultura onde a infecção ocorreu em ambiente de normóxia 

foi mantida durante durante 10 dias consecutivos em normóxia. Na Figura 18, observamos 

que a neutralização do TNF-α aumenta a replicação do T. cruzi em ambiente hipóxico e 

estimulados com timócitos apoptóticos. Entretanto, não reverte completamente o efeito 

observado na hipóxia. 
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FIGURA 18 – EFEITO DA NEUTRALIZAÇÃO DO TNF-α EM AMBIENTE HIPÓXICO NA 
INFECÇÃO PELO T. cruzi. Macrófagos infectados foram mantidos em normóxia ou hipóxia. Após o 
período de infecção foi adicionado somente meio de cultura ou timócitos apoptóticos na presença ou 
ausência de anti-TNF-α ou isotipo controle. Macrófagos em ambiente de hipóxia foram mantidos em 
hipóxia por 72 horas adicionais e transferidos para o ambiente de normóxia. A contagem de parasitas 
foi realizada 10dpi com auxílio da câmara de Neubauer. Média ± SEM estão representados. (*): p< 
0,05 e (**): p< 0,01 para diferenças em relação à cultura de macrófagos infectados e ausentes de 
estímulo.  (nd) não determinado. 
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5. Discussão5. Discussão5. Discussão5. Discussão    
 

Em condições patológicas, a interrupção do fluxo sangüíneo resultante da disfunção da 

rede vascular no tecido alterado freqüentemente causa a formação de áreas de baixa tensão de 

oxigênio (LEWIS et al., 1999). No contexto de infecção pelo Trypanosoma cruzi, a formação 

de agregados plaquetários intravasculares e trombos oclusivos afetam a microcirculação local 

(ROSSI et al.,1984). Posteriormente, ROSSI et al., (1985), utilizando o mesmo modelo 

experimental, evidenciaram a formação de áreas hipóxicas e sugerem que a hipóxia poderia 

estar associada à injúria na cardiomiopatia chagásica. Durante a fase aguda da infecção, nos 

órgãos linfóides como baço, a hipercelularidade resultante da ativação policlonal comparada a 

animais controle pode também gerar a formação de hipóxia. 

 Neste trabalho, investigamos os efeitos da hipóxia na infecção de macrófagos pelo T. 

cruzi. Na etapa inicial do nosso estudo, foi utilizado um sensor catódico com objetivo de 

validar o procedimento experimental para o estabelecimento do ambiente hipóxico. Na Figura 

1, observamos que o modelo experimental para o emprego da condição de hipóxia foi 

efetuado com êxito. 

 Diversos estudos demonstram que diferentes tipos celulares são capazes de resistir a 

períodos crônicos de hipóxia e a situações que envolvem o processo de reoxigenação através 

de mecanismos adaptativos (YUN et al., 1997; TSUKAMOTO et al., 1996;  GRAEBER et 

al., 1996; RYMSA et al., 1990). Em nosso modelo, sob condições determinadas, verificamos 

que macrófagos inflamatórios mantiveram sua viabilidade celular durante o período de 3 dias 

em hipóxia. O posterior processo de reoxigenação durante 7-10 dias empregado, não 

interferiu significativamente na viabilidade dos macrófagos. No entanto, observamos que 

macrófagos mantidos por um período de 7 dias consecutivos em ambiente hipóxico 

apresentaram uma significativa redução na viabilidade celular (Figura 2). Estes resultados 
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permitiram o emprego do procedimento experimental sem que ocorresse qualquer 

comprometimento na sobrevivência celular. 

O fator de transcrição HIF-1α acumula em condições de hipóxia, e é considerado 

como um dos principais mediadores da adaptação celular a variações na pO2, participando na 

regulação de mais de 100 genes que estão envolvidos com os mais variados processos nas 

células de mamíferos (LEWIS et al., 1999; BURKE et al., 2003). Observamos que no período 

de 24 horas de exposição à hipóxia, a expressão de HIF-1α aumenta significativamente em 

macrófagos inflamatórios (Figura 3), sugerindo que o efeito deste fator está presente em nosso 

modelo experimental. 

 Células do sistema imune inato são usualmente as primeiras a chegar ao sítio 

inflamatório ou tecido danificado e se adaptam à baixa tensão de oxigênio encontrada nesses 

locais. Estudos anteriores sugerem que macrófagos são capazes de alterar sua atividade 

metabólica de diversas maneiras quando expostos à hipóxia. Um mecanismo relevante para o 

processo de adaptação é a adoção do metabolismo anaeróbico para a produção de ATP, 

semelhante ao observado em células tumorais sobre as mesmas condições de hipóxia 

(BUTTERICK et al., 1981). Na Figura 4, observamos uma maior acidificação do pH das 

culturas mantidas em ambiente hipóxico, quando comparado com as culturas mantidas em 

normóxia. Estes dados sugerem maior acúmulo e/ou secreção de produtos ácidos 

possivelmente oriundos do metabolismo preferencialmente fermentativo adotado pelos 

macrófagos como uma adaptação metabólica ao ambiente de hipóxia. 

 O NO é um importante componente no efeito tripanocida exercido por macrófagos 

murinos quando ativados por linfocinas (NATHAN & SHILOH, 2000; COLASANTI et al., 

2002; SILVA et al., 2003; CICCARELLI et al., 2007). Avaliamos a produção de nitritos por 

macrófagos não infectados e mantidos em condições de hipóxia. Nossos resultados indicam 

que a hipóxia limita a síntese de nitritos por macrófagos na presença de estímulos como LPS e 
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IFN-γ (Figura 5). Esses resultados são similiares aos encontrados por McCORMICK et al., 

(2000) que demonstra uma redução de 50-60% na produção de nitritos em macrófagos 

peritoneais sem infecção e ativados com LPS e IFN-γ em ambiente de hipóxia.  MELILLO et 

al., (1996) observaram que a hipóxia reduziu em 70%  a síntese de nitritos em macrófagos 

não infectados e ativados por LPS e IFN-γ. 

Diversos mecanismos podem potencialmente ser responsáveis pela diminuição na 

produção de NO pelos macrófagos quando a tensão de oxigênio na cultura é reduzida. Estes 

mecanismos podem ser divididos em duas categorias: 1) redução na quantidade total de iNOS 

ou na capacidade de determinada quantidade da enzima produzir NO quando a tensão de 

oxigênio é reduzida; 2) redução na disponibilidade de substratos para a produção de NO em 

baixas tensões de oxigênio.  

 Estudos anteriores mostram resultados conflitantes na descrição dos efeitos da pO2 na 

enzima iNOS. ALBINA et al., (1995) mostraram um aumento na proteína iNOS em 

macrófagos inflamatórios, mas não em macrófagos residentes quando a cultura foi submetida 

a baixas tensões de oxigênio. MELILO et al., (1996) demonstraram um aumento paralelo na 

atividade iNOS citossólica e na proteína iNOS de macrófagos estimulados por IFN-γ onde as 

culturas foram mantidas em baixas tensões de oxigênio. Entretanto, KACIMI et al., (1997) 

demonstraram que baixas tensões de oxigênio inibem a proteína iNOS em cardiomiócitos 

estimulados por IL-1β. 

 Por outro lado, a diminuição da produção de NO quando a tensão de oxigênio é 

reduzida, pode também  ser mediada por efeitos na disponibilidade de substratos para a 

produção de NO (OTTO & BAUMGARDNER, 2001). O oxigênio molecular é considerado 

um substrato essencial para a produção de NO (LEONE et al., 1991), e tem sua 

disponibilidade limitada em condições de hipóxia. Apesar de que níveis citoplasmáticos de 

outros co-fatores conhecidos, e que participam da produção de NO, como tetrahidrobiopterina 
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(BH4), NADPH, FAD e heme, possam estar envolvidos na diminuição da produção de NO 

em condições de hipóxia (RENGASAMY & JOHNS, 1996; STUEHR, 1999).  

 Observamos também que a hipóxia foi capaz de reduzir a produção de ROS por 

macrófagos estimulados e não notamos alteração na emissão basal de fluorescência de 

macrófagos não estimulados e mantidos em condição de hipóxia (Figura 6).  

Estudos mostram resultados conflitantes entre a produção de ROS e hipóxia. FAN et 

al., (2007) mostraram que a hipóxia reduz a produção de ROS por células-tronco progenitoras 

CD34+, e que esta redução, está associada à uma diminuição na atividade NADPH oxidase. 

Entretanto, PADDENBERG et al., (2003) demonstraram que células vasculares do pulmão de 

camundongos apresentaram um aumento na produção de ROS quando submetidas à hipóxia, e 

que este efeito estaria correlacionado com mecanismos mitocondriais compensatórios. 

 No contexto da infecção pelo T. cruzi, inicialmente, avaliamos a cinética da infecção 

em ambiente de hipóxia. Nossos resultados mostram que ocorre uma redução da carga 

parasitária no decorrer do tempo de exposição ao ambiente hipóxico (Figura 7). No período de 

72 horas de exposição ao ambiente de hipóxia a porcentagem de macrófagos infectados 

reduziu significativamente (Figura 7A). Com base na análise do parâmetro do número de 

amastigotas por 100 macrófagos, observamos uma redução significativa no período de 

exposição de 24 horas a hipóxia, sendo essa redução ainda mais acentuada no decorrer do 

tempo de exposição ao ambiente hipóxico (Figura 7B). Os dados obtidos da Figura 8 

corroboram para o efeito de redução da infecção pelo T. cruzi observado na hipóxia. 

Entretanto, no contexto de infecção pelo T. cruzi, a produção de nitritos por macrófagos 

infectados na presença de LPS também é limitada pelo ambiente hipóxico (Figura 9). No 

entanto, a produção de NO na condição de hipóxia poderia já ser suficiente para exercer a 

atividade tripanocida. Avaliamos a possibilidade de que a redução da carga parasitária das 

culturas estivesse ocorrendo por interferência com a infectividade do parasita. No entanto, 
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nossos resultados sugeriram que o efeito da hipóxia na carga parasitária ocorre em uma etapa 

posterior à penetração das formas tripomastigotas de T.cruzi (Figura 10).  

 Para melhor avaliarmos o efeito da hipóxia na produção de óxido nítrico e a influência 

deste efeito no nosso modelo experimental de infecção pelo T. cruzi, utilizamos L-NIL, um 

bloqueador da produção de óxido nítrico. Nossos resultados mostram que o inibidor L-NIL foi 

capaz de bloquear intensamente a síntese de nitritos tanto em condições de normóxia como de 

hipóxia, na ausência e na presença do estímulo LPS (Figura 11A). Apesar de reverter o efeito 

do LPS, a presença do inibidor da síntese de óxido nítrico não foi capaz de reverter a 

diminuição da infecção em ambiente de hipóxia quando comparado ao mesmo procedimento 

efetuado em condições de normóxia. Nossos dados sugerem não haver uma correlação entre a 

produção de nitritos e a redução da carga parasitária em macrófagos mantidos em condição de 

hipóxia, uma vez o efeito de redução da carga parasitária ainda ocorre com o bloqueio da 

síntese de nitritos (Figura 11B). Outro fator que podemos descartar é o efeito do processo de 

reoxigenação na diminuição da infecção. Isto porque, observamos que a redução na carga 

parasitária ocorre antes do processo de reoxigenação (Figura 7). 

 Nosso próximo passo foi avaliar a influência da hipóxia na eferocitose. Observamos 

que no decorrer do período de exposição ao ambiente de hipóxia, há uma redução na 

porcentagem de células fagocitando timócitos apoptóticos (Figura 12A). Da mesma forma 

(Figura 12B), há uma diminuição significativa no número de células apoptóticas fagocitadas 

por 100 macrófagos, efeito este, acentuado com o aumento do período de exposição ao 

ambiente de hipóxia. 

Um caminho pelo qual macrófagos se adaptam a baixa tensão de oxigênio é através da 

limitação de funções energia-dependentes. Além disso, o oxigênio é essencial para o processo 

respiratório e a obtenção de energia está associada com uma eficiente atividade microbicida e 

digestiva através da produção de ROS e, indiretamente, para a regulação intravacuolar dos 
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níveis do pH relacionado com a atividade de enzimas lisossomais (SEGAL et al., 1981; 

BABIOR, 1984; DU et al., 1998; TAN et al., 1998). Assim, análises histológicas de células 

de Kuppfer expostas à hipóxia, demonstraram uma redução na fagocitose de partículas 

coloidais de carbono (TE KOPPELE et al., 1991). LEEPER-WOODFORD & MILLS (1992) 

mostraram que a hipóxia aguda alterou a função fagocítica em macrófagos alveolares de 

coelhos. Macrófagos pulmonares de camundongos incubados em baixas concentrações de 

oxigênio (2% pO2), apresentaram redução da atividade fagocítica (SIMON et al., 1981). 

REICHNER et al., (2001) demonstraram uma redução na fagocitose de partículas de zimosan 

e de microesferas de látex por macrófagos de ratos mantidos em hipóxia.  

Entretanto, TURNER et al., (1999) não observaram influência da hipóxia na 

fagocitose de hemácias por células de linhagem monocítica humana. MATSUMOTO et al., 

(2000) também não observaram diferenças na endocitose de lipoproteínas de baixa densidade 

(LDL) em macrófagos humanos mantidos em hipóxia. As diferenças nos estudos relatados 

podem ser em parte explicadas pelas diferenças nas metodologias empregadas, nos diferentes 

tipos de células testadas como fagócitos, na porcentagem e na duração no tempo de exposição 

à hipóxia aplicada e na natureza das partículas usadas para serem fagocitadas. Além disso, 

estes estudos sugerem que, em condições patológicas, a atividade fagocítica de macrófagos 

pode estar comprometida em áreas hipóxicas. 

Diversos estudos demonstram que a putrescina, um poliamina, é essencial para o 

crescimento do T. cruzi. Avaliamos o efeito dose-resposta à adição de putrescina em hipóxia e 

observamos que a poliamina foi capaz de aumentar o crescimento do parasita tanto no 

ambiente de normóxia quanto no ambiente de hipóxia. Entretanto, no ambiente de hipóxia 

ocorreu um replicação deficiente em resposta à putrescina (Figura 14) 

 De acordo com resultados anteriores (NUNES et al.,1998; FREIRE-DE-LIMA et al., 

2000), observamos em nosso modelo experimental que em normóxia a presença de células 
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apoptóticas aumenta a replicação do T. cruzi em macrófagos. Em hipóxia, ocorreu redução 

generalizada da replicação do T. cruzi. No entanto, a adição de células apoptóticas ainda foi 

capaz de aumentar a replicação do T. cruzi (Figura 13). 

 Conforme discutida, a replicação do T. cruzi frente à adição de putrescina está 

diminuída em condições de hipóxia. Como o efeito da eferocitose depende da produção 

aumentada de putrescina (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000), estes dados poderiam explicar a 

redução do efeito da eferocitose observado em hipóxia. Na Figura 15 observamos que a 

adição de células apoptóticas não induziu um aumento na produção de NO, seja em normóxia 

ou hipóxia e ocorreu redução da produção de NO estimulada por LPS. Por outro lado, a 

adição de células necróticas induziu a produção de NO, tanto quanto a adição de LPS. Estes 

dados reforçam a noção de que a eferocitose é anti-inflamatória, enquanto que células 

necróticas induzem uma resposta pró-inflamatória ( RAVICHANDRAN & LORENZ, 2007). 

 Os efeitos deletérios da eferocitose na replicação do T. cruzi dependem da produção de 

TGF-β (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Modelos experimentais demonstram que a hipóxia é 

capaz de influenciar a produção de diversas citocinas. Analisamos a produção da citocina 

TGF-β em condições de hipóxia. Na Figura 17 podemos observar que células apoptóticas 

aumentam a produção de TGF-β pelos macrófagos tanto em ambiente de normóxia quanto em 

hipóxia e não notamos aumento da produção de TGF-β pelos macrófagos mantidos em 

condição de hipóxia e não estimulados. 

  Uma série de estudos sugere que a hipóxia estimula a produção de citocinas pró-

inflamatórias em macrófagos, como IL-1β e TNF-α (LEWIS et al., 1999; HADDAD & 

HARB, 2005). Na Figura 16A observamos que ocorreu um aumento na produção de IL-1β 

pelos macrófagos não infectados, ausentes de estímulo e mantidos em hipóxia. A adição de 

células necróticas, tanto em hipóxia quanto em normóxia aumentou a produção de IL-1β, e 

observamos um aumento da produção de IL-1β pelos macrófagos na presença de células 
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apoptóticas em hipóxia. Estudos anteriores mostram que a hipóxia e IL-1β atuam como 

estímulo para a produção de VEGF em células renais humanas, este efeito é atribuído ao 

aumento da ligação de HIF-1 ao DNA na região do gene promotor de VEGF, direcionando e 

contribuindo para alterações microvasculares e o extravasamento de monócitos (EL AWAD et 

al., 2000). Além disso, a IL-1β em condições de normóxia tem a habilidade de induzir a 

expressão e estabilidade de HIF-1, envolvendo a participação da via PI3-kinase (STIEHL et 

al., 2002). HADDAD, (2002) mostra que a estabilização, a translocação nuclear e a ativação 

de HIF-1α regulada pela IL-1β recombinante humana requer um mecanismo sensível ao 

equilíbrio de antioxidantes e ROS, sugerindo uma importante via de estabilização não 

hipóxica de HIF-1. 

 O efeito da hipóxia no aumento da produção de TNF-α na ausência de estímulos foi 

demonstrado originalmente por SCANNEL et al.,  (1993). Na Figura 16B observamos que a 

hipóxia induz uma alta produção de TNF-α pelos macrófagos mesmo na ausência de 

estímulos, e que a adição de células apoptóticas reduz este efeito. Na literatura, dados 

evidenciam que o TNF-α exerce um efeito estimulatório na ligação de HIF-1 ao DNA de 

maneira similar a IL-1β (HELLWIG-BURGEL et al., 1999). Além disso, estudos mostram o 

efeito da hipóxia na indução de moléculas de adesão através da liberação de TNF-α e IL-1β 

(OHGA & MATSUSE, 2000).  

Para melhor compreendermos o efeito da eferocitose na produção de TNF-α em 

condições de hipóxia, utilizamos anticorpo neutralizante desta citocina. Nossos dados 

mostram que a neutralização do TNF-α aumentou a replicação do T. cruzi induzida por 

eferocitose em condições de hipóxia (Figura 18). Os resultados sugeriram que a alta produção 

de TNF-α contribui para reduzir a replicação do T. cruzi em hipóxia. Além disso, a 

capacidade de a eferocitose aumentar a replicação do T. cruzi em hipóxia parece estar 

dependente da sua capacidade de reduzir parcialmente a produção de TNF-α. 
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A indução de hipóxia estimula em macrófagos a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como o TNF-α (LEWIS et al., 1999), e é provável que condições hipóxicas 

estejam presentes na infecção pelo T. cruzi  in vivo.  

Resumidamente, conforme o modelo apresentado na Figura 19, observamos que a 

eferocitose por macrófagos infectados em ambiente de normóxia resulta em aumento da 

replicação do parasita. Já em condições de hipóxia, observamos um aumento da produção de 

TNF-α e aumento da expressão de HIF-1α, mesmo nestas condições, sugerindo que neste 

modelo a eferocitose resulta na produção de fatores que atuam de maneira deletéria para o 

hospedeiro e que este efeito parece estar relacionado com a manutenção da produção de TGF-

β, e associado à uma redução na alta produção basal de TNF-α em condições de hipóxia. 

Portanto, nossos resultados obtidos mimetizando um ambiente de hipóxia, corroboram 

com a idéia de que a eferocitose possui papel deletério para o hospedeiro durante a infecção 

pelo Trypanosoma cruzi (DOSREIS & LOPES, 2009). 
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FIGURA 19 – MODELO COMPARATIVO DOS EFEITOS DA EFEROCITOSE NA REPLICAÇÃO 
DO T. cruzi EM MACRÓFAGOS MANTIDOS EM NORMÓXIA OU HIPÓXIA. (A) Em condições 
de normóxia, a fagocitose de células apoptóticas (representada na cor cinza) por macrófagos 
infectados pelo T. cruzi resulta em aumento da produção de putrescina, a qual favorece a replicação do 
parasita. (B) Em condições de hipóxia, ocorre um aumento na produção de TNF-α e aumento na 
expressão de HIF-1α que participam para a diminuição generalizada da replicação do parasita. Mesmo 
nestas condições, a fagocitose de células apoptóticas (representada na cor cinza) por macrófagos 
infectados pelo T. cruzi é deletéria para o hospedeiro. 
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6. Conclusões6. Conclusões6. Conclusões6. Conclusões    
 

1. A hipóxia em macrófagos inflamatórios: 

 

A) aumenta a expressão de HIF-1α em macrófagos; 

B) não interfere na infectividade das formas tripomastigotas; 

C) promove uma diminuição generalizada da replicação do T. cruzi, que não está 

relacionada com NO, e que leva à uma resposta replicativa deficiente à oferta 

de putrescina; 

D) diminui a eferocitose. 

E) em macrófagos inflamatórios induz aumento na produção de TNF-α e IL-1β 

mesmo na ausência de estímulos; 

 

2. A eferocitose aumenta a replicação do T. cruzi em macrófagos submetidos à 

hipóxia, apesar do efeito ser menos acentuado do que em normóxia; 

 

3. A neutralização do TNF-α produzido por macrófagos submetidos à hipóxia 

provocou um aumento na replicação do T. cruzi, sugerindo que este é um fator 

importante que contribui para os efeitos observados na hipóxia; 
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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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