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RESUMO 

 

GIACOMINI, G. A infecção murina pelo Trypanosoma cruzi clone Sylvio X10/4: 
envolvimento do sistema imune no controle da parasitemia. 2012. 75 f. Dissertação 
(Mestrado em Imunologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2012.    
 

O Trypanosoma cruzi, parasita causador da doença de Chagas, exibe ampla 
heterogeneidade e inclui isolados virulentos e de baixa virulência que somente 
apresentam parasitemia patente em camundongos imunodeficientes. Poucos 
estudos analisaram a infecção in vivo com parasitas T. cruzi de baixa virulência, 
apesar de estes poderem representar uma grande parte dos casos em humanos. 
Aqui nós exploramos o envolvimento do sistema imune nos baixos níveis de 
parasitemia de camundongos infectados com parasitas de baixa virulência Sylvio 
X10/4. Camundongos C57Bl/6 (WT) inoculados intravenosamente (i.v.) com 
parasitas Sylvio X10/4 de cultura celular não apresentam parasitemia patente depois 
de 24 horas e as curvas de saída do sangue destes parasitas são similares àquelas 
dos parasitas de cultura celular da cepa Y (um isolado de alta virulência). Por outro 
lado, se os tripomastigotas inoculados foram isolados de camundongos 
imunodeficientes (SCID ou RAG2KO) infectados, nós observamos que os parasitas 
Y saem da corrente sanguínea mais lentamente do que os parasitas Sylvio X10/4. A 
análise da carga parasitária em diferentes órgãos 24 horas após a inoculação i.v. 
dos parasitas revelou que, apesar do conhecido miotropismo do Sylvio X10/4, a 
maioria dos parasitas injetados vão para o fígado e baço, assim como na infecção 
pela cepa Y, sugerindo um processo de remoção ativa. O envolvimento dos 
anticorpos naturais na saída do Sylvio X10/4 foi descartado pela comparação das 
curvas de parasitemia em camundongos WT ou SCID (que não possuem 
anticorpos). Uma pequena participação do sistema complemento foi sugerida 
analisando a parasitemia com Sylvio X10/4 em camundongos WT depletados de C3 
pelo tratamento com Cobra Venom Factor (CVF). Nossas observações que 

camundongos IFN-KO infectados com Sylvio X10/4 apresentaram parasitemia 
intermitente nas primeiras semanas da infecção não podem ser atribuídas à 
deficiência na produção de proteínas de fase aguda, na medida em que nestes 
camundongos foram encontrados altos níveis de amiloide A sérica e amiloide P 
sérica. Enquanto a infecção pelo parasita Sylvio X10/4 progride, anticorpos parasita-
específicos se tornam cruciais para o controle do parasita, uma vez que 
camundongos BKO infectados sucumbem à infecção em 2-3 meses. Além disso, um 
papel protetor foi sugerido para a IgM parasita-específica uma vez que animais 
CD28KO, que não produzem IgG específica, são mais resistentes à infecção por 
Sylvio X10/4 do que o BKO; além disso, as proteínas de fase aguda não parecem 
estar relacionadas às imunodeficiências destes animais. Assim, sugerimos que a 
rápida saída que segue a inoculação i.v. do Sylvio X10/4 é um processo de remoção 
ativa. Em longo prazo, não somente a IgG, mas anticorpos parasita-específicos IgM 
tem um papel importante na proteção. 
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ABSTRACT 
 
GIACOMINI, G. The murine infection by Trypanosoma cruzi clone Sylvio X10/4: 
immune system involvement in parasitemia control. 2012. 75 p. Masters thesis 
(Immunology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2012.  
 
Trypanosoma cruzi, the parasite responsible for Chagas´ disease, displays wide 
heterogeneity and includes virulent isolates and low-virulence ones which only yield 
patent parasitemias in immunodeficient mice. Few studies analyzed the in vivo 
infection with low virulence T. cruzi parasites in spite these may account for a large 
portion of human cases. Here we explored the involvement of the immune system in 
the low level parasitemia of mice infected with low-virulence Sylvio X10/4 parasites. 
C57BL/6 (WT) mice inoculated intravenously (i.v.) with tissue culture Sylvio X10/4 
parasites do not show patent parasitemias after 24 hours and the blood clearance 
curves of these parasites being similar to those of tissue culture Y strain parasites (a 
high-virulence isolate). Meanwhile, if the inoculated trypomastigotes were isolated 
from immunodeficient infected mice (SCID or RAG2KO) we observed that Y parasites 
leave the bloodstream more slowly than Sylvio X10/4 parasites do. Analysis of 
parasite loads at different organs 24 hours after i.v. parasite inoculation revealed that, 
in spite of the known myotropism of Sylvio x10/4, most injected parasites go to the 
liver and spleen, as well as infection with Y strain, suggesting an active removal 
process. The involvement of natural antibodies in Sylvio X10/4 removal was discarded 
by comparing the blood clearance curves in wild-type or SCID mice (which lack 
antibodies). A small participation of the complement system was suggested by 
analyzing Sylvio X10/4 parasitemia in WT mice depleted of C3 by cobra venom factor 

(CVF) treatment. Our observation that Sylvio X10/4-infected IFN-KO mice showed 
intermittent patent parasitemias in the first weeks of infection can not be attributed to 
deficiency in the production of acute phase proteins, in as much as these mice were 
found to secrete high levels of serum amyloid A and serum amyloid P. As infection by 
Sylvio X10/4 parasites progressed, parasite-specific antibodies became crucial for 
parasite control, given that infected BKO mice succumbed to infection in 2-3 months. 
In addition, a protective role was suggested for parasite-specific IgM since CD28KO 
mice, which do not produce specific IgG, are more resistant than BKO to infection by 
Sylvio X10/4; moreover, the acute phase proteins do not appear to be related to 
immunodeficiency of these animals. Thus, we suggest that the rapid clearance that 
follows Sylvio X10/4 i.v. inoculation is an active removal process. At the long run, not 
only IgG, but also IgM parasite-specific antibodies play an important role in protection. 
 

Keywords: Trypanosoma cruzi. Chagas´ disease. Parasitemia. Antibodies. IFN-. 
Acute phase proteins. 
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1 INTRODUÇÃO 
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1.1 Doença de Chagas – aspectos gerais 

 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma 

cruzi, foi descrita em 1909 pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas (ANIS; RASSI; 

MARIN-NETO, 2010). Constitui um problema de saúde pública, uma vez que 

acomete cerca de 10 milhões de pessoas no mundo (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2012), principalmente na América Latina onde a doença é 

endêmica (Fig. 1) e resulta em 14.000 mortes a cada ano (HOTEZ et al., 2009).  

 

Figura 1 - Distribuição dos casos de infecção pelo Trypanosoma cruzi 

Ilustração mostrando a distribuição dos casos de infecção pelo T. cruzi baseado em estimativas 
oficiais, e status da transmissão vetorial, no mundo, entre 2006 e 2009.  
Fonte: Modificado de (WHO, 2005). 

 

O ciclo doméstico de transmissão do T. cruzi inicia-se quando as formas 

tripomastigotas metacíclicas infectantes presente nas fezes do vetor triatomíneo 

penetram, através da pele lesada ou mucosa, em diferentes tipos celulares do 

hospedeiro, se transformando na forma amastigota (JUNQUEIRA et al., 2010). As 

formas intracelulares amastigotas se multiplicam por fissão binária, se diferenciam 

em formas tripomastigotas e, após romperem a célula infectada, infectam células 

adjacentes e caem na corrente sanguínea para então invadir tecidos distantes 

(BRENER, 1973). A transmissão também pode ocorrer por transfusão sanguínea, via 
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transplacentária, via oral, aleitamento materno, acidentes laboratoriais e transplante 

de órgãos (MACHADO et al., 2009). Políticas de prevenção eficazes à doença de 

Chagas poderiam envolver o controle eficaz do vetor nas áreas endêmicas; a 

triagem rigorosa nos bancos de sangue e de possíveis doadores de órgãos e a 

identificação e tratamento precoce de recém-infectados e de casos ainda na fase 

assintomática (BIOLO; RIBEIRO; CLAUSSEL, 2010). 

A doença de Chagas apresenta três fases clínicas. A fase aguda se 

caracteriza por parasitemia patente e presença de grande número de ninhos de 

amastigotas em diversos tecidos; com o estabelecimento de uma resposta 

imunológica que minimiza a proliferação e disseminação do protozoário, 70-80% das 

pessoas infectadas permanece assintomática, característica da fase indeterminada. 

Por fim, os 20-30% restantes desenvolvem as formas cardíaca ou digestiva, ou 

raramente ambas, da fase crônica da doença, com cardiomiopatia e/ou arritmias que 

podem levar a insuficiência cardíaca congestiva e megassíndromes digestivas do 

esôfago ou cólon (MARINHO et al., 2004). Contudo, é importante destacar que em 

um grande número de casos a fase aguda permanece despercebida, seja pela 

ausência de sintomas ou por estes serem confundidos com os de um quadro febril 

comum (FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ, 2012). 

 

1.2 Manifestações clínicas na doença de Chagas 

 

A cardiomiopatia crônica é a principal manifestação na doença de Chagas 

com infiltrados de células mononucleares no miocárdio, endocárdio e pericárdio, 

ninhos de amastigotas e fibrose (MARINHO et al., 2009). Algumas manifestações 

clínicas envolvem insuficiência cardíaca, arritmias, tromboembolismo, derrame e 

morte repentina (BIOLO; RIBEIRO; CLAUSELL, 2010). Já a forma digestiva 

apresenta manifestações como dilatação do trato gastrointestinal e desordens 

motoras, que se acredita resultem de danos ao sistema nervoso entérico 

(MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009). 

Até pouco tempo atrás, a miocardiopatia chagásica era considerada como 

uma doença parasitária na fase aguda da infecção, com inflamação induzida pela 

presença do parasita, e como uma doença autoimune na fase crônica (CUNHA-

NETO et al., 1995); no entanto, a miocardiopatia crônica é hoje contemplada como o 
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resultado de uma interação multifatorial, persistente e variável entre o parasita e seu 

hospedeiro (LESCURE et al., 2010). Assim, apesar da escassez de parasitas nas 

lesões cardíacas (o maior argumento da hipótese autoimune), muitas evidências 

sugerem que a presença do parasita no coração é que promove o processo de 

inflamação crônica, com fibrose e perda de células miocárdicas (MARINHO et al., 

2009). 

 

1.3 A heterogeneidade do Trypanosoma cruzi  

 

O T. cruzi é dotado de uma ampla heterogeneidade. Na Segunda Reunião 

Satélite da XXXVI Reunião Anual em Pesquisa Básica sobre a Doença de Chagas 

(Búzios, RJ, agosto de 2009) ficou definido (com base nos conhecimentos atuais) 

que os isolados de T. cruzi podem ser agrupados em 6 conjuntos (DTUs), 

denominados T. cruzi I-VI (ZINGALES et al., 2009). Alguns destes grupos genéticos 

mostram associação discreta com os ciclos doméstico ou silvestre de transmissão, 

com a distribuição geográfica do parasita no continente americano e com o 

desenvolvimento dos diferentes quadros patológicos da doença (BHATTACHARYYA 

et al., 2010). Ainda em relação à heterogeneidade do parasita, diferentes 

classificações baseadas na morfologia das formas tripomastigotas, na taxa de 

mortalidade, na parasitemia induzida na infecção experimental e no tropismo foram 

descritos. Em relação a este último ponto, as cepas são agrupadas em cepas 

miotrópicas, que invadem preferencialmente células musculares estriadas, ou 

reticulotrópicas, que invadem preferencialmente macrófagos (BRENER, 1973). 

Devido à dificuldade em trabalhar com a doença em humanos, grande parte 

da nossa compreensão sobre os fenômenos imunológicos envolvidos na infecção 

pelo T. cruzi foi estabelecida em modelos experimentais murinos. Nestes modelos, 

os isolados de T. cruzi variam desde aqueles que determinam altas parasitemias e 

levam frequentemente à morte do hospedeiro na fase aguda (MARINHO et al., 1999) 

até outros que resultam em parasitemias subpatentes (reveladas unicamente por 

ensaios de amplificação) e promovem baixa ou nenhuma mortalidade em 

camundongos normais (MARINHO et al., 2007). Ignorando esta heterogeneidade, os 

estudos de caracterização da resposta imune em camundongos utilizaram, quase 

que exclusivamente, parasitas de alta virulência. 
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O estudo da infecção com parasitas de baixa virulência permite uma visão 

mais aprofundada, uma vez que possibilita valiosas informações sobre a resposta 

imune ao T. cruzi que passam despercebidas nas infecções por parasitas mais 

virulentos (MARINHO et al., 2009). No nosso laboratório temos estudado a infecção 

pelo parasita de baixa virulência Sylvio X10/4, um clone miotrópico de T. cruzi tipo I 

isolado por Miles (MILES, 1974) a partir de parasitas da cepa Sylvio X10 retirados de 

um inseto Rhodnius prolixus que foi utilizado no xenodiagnóstico de um paciente do 

Pará com infecção aguda (SILVEIRA et al., 1979). Este T. cruzi promove uma 

infecção sem parasitemia patente em camundongos normais, e no camundongo 

C3H/HePAS determina um quadro de miocardite crônica que apresenta grandes 

similaridades com o quadro da miocardiopatia chagásica crônica em humanos 

(MARINHO et al., 2009).  

A diversidade do T. cruzi não é, entretanto, o único elemento a ser 

considerado no desenvolvimento dos diferentes quadros patológicos e evolução da 

infecção, uma vez que, fatores genéticos do hospedeiro também influenciam na 

suscetibilidade à infecção (POSTAN, 1987). Além disso, estudos com animais 

mostraram que há uma relação entre a carga parasitária durante a fase aguda da 

infecção e a parasitemia, patologia e resposta imune na fase crônica da doença 

(MARINHO et al., 1999). 

 

1.4 A resposta imune murina ao T. cruzi  

 

O sistema imune parece estar envolvido nos três principais aspectos da 

doença de Chagas: i) no controle da replicação do parasita; ii) na sua propagação, e 

iii) na reação inflamatória nos tecidos infectados (considerada a grande causa de 

dano tecidual e, consequentemente, de disfunção dos órgãos) (JUNQUEIRA et al., 

2010). 

Algumas células efetoras do sistema imune, como as células dendríticas, 

macrófagos e células NK (natural killer), são importantes no controle inicial da 

replicação do parasita devido à produção de citocinas, como a IL-12 (Interleucina-

12), TNF-Tumor Necrosis Factor-) e IFN-Interferon-), além de moléculas 

efetoras como intermediários reativos de nitrogênio (Reactive Nitrogen 
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Intermediates, RNI) e oxigênio (Reactive Oxygen Intermediates, ROI) (JUNQUEIRA 

et al., 2010).  

As células dendríticas e os macrófagos reconhecem componentes 

moleculares do T. cruzi e orquestram a resposta imunológica. O reconhecimento do 

parasita se dá por receptores do tipo Toll (Toll-like receptors, TLR), o que determina 

a produção de citocinas pró-inflamatórias (JUNQUEIRA et al., 2010). Além disso, por 

se tratar de um parasita intracelular, o reconhecimento do T. cruzi também ocorre 

por membros da família de receptores do tipo Nod (Nod-like receptors, NLR), 

especialmente Nod1 (Nucleotide-binding oligomerization domain 1), e a cascata que 

se desenvolve após este reconhecimento culmina com a produção de uma série de 

citocinas e quimiocinas (SILVA et al., 2010). 

Os macrófagos possuem dois papéis distintos na infecção pelo T. cruzi: como 

célula hospedeira do parasita e como célula efetora na resposta imune. O diferente 

papel que esta célula vai executar depende do seu estado de ativação no momento 

da interação com o parasita (GOLDEN; TARLETON, 1991). Ativadas por várias 

citocinas, principalmente IFN-, a ação citotóxica destas células na erradicação do 

parasita intracelular se dá principalmente pela ação do óxido nítrico (Nitric Oxide, 

NO) (KAYAMA; TAKEHARA, 2010) e radicais de oxigênio. Outra população que 

também possui papel importante na resistência à infecção aguda ao T. cruzi é a 

célula NK, principalmente devido sua produção inicial de IFN- (ANTÚNEZ; 

CARDONI, 2000). Estudos apontam que animais ausentes de células NK, ou que as 

apresentam em menor número, desenvolvem altas parasitemias e altas taxas de 

mortalidade (ROTTENBERG et al., 1988). 

As células dendríticas fazem a ligação da resposta imune inata com a 

resposta imune adquirida pela apresentação de antígenos do parasita e da produção 

de IL-12 para a diferenciação de células T helper 1 (Th1) CD4+ e ativação das 

células NK (JUNQUEIRA et al., 2010). As células Th1 atuam na infecção pelo seu 

papel auxiliar na resposta humoral e pela ativação de macrófagos e células T CD8+ 

citotóxicas por meio da produção de IFN- Enquanto a citotoxicidade das células T 

CD8+ destrói as células contendo amastigotas, os anticorpos produzidos pelos 

plasmócitos auxiliam na fagocitose das formas tripomastigotas opsonizadas com IgG 

(JUNQUEIRA et al., 2010) (Fig. 2). 
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O IFN-, considerado a molécula chave no controle do T. cruzi, está envolvido 

em vários aspectos da infecção e seu efeito protetor reflete uma combinação de 

várias atividades efetoras como a indução de óxido nítrico e outras moléculas 

efetoras dos macrófagos, aumento da expressão de MHC de classe II, polarização 

Th1 das células T CD4+, mudança de subclasse de anticorpos para IgG2a e 

produção de quimiocinas (MARINHO et al., 2007). 

 

Figura 2 - Resposta imune na infecção com Trypanosoma cruzi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustração da resposta imune inata e adquirida desencadeada pela infecção pelo T. cruzi.  
Fonte: Junqueira, et al. (2010). 

 

1.5 O controle do T. cruzi no sangue 

 

Na resposta efetora ao Trypanosoma cruzi há o envolvimento de muitas 

moléculas solúveis (anticorpos, componentes do sistema complemento, citocinas, 

dentre outras) e diversos tipos celulares, como fagócitos e linfócitos (MARINHO et 

al., 1999).  

Já a partir das primeiras semanas de infecção, os anticorpos específicos das 

classes IgM e IgG, colaborando com macrófagos e neutrófilos, contribuem para a 
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remoção do T. cruzi do sangue e do tecido, atuando principalmente pela 

opsonização do parasita (MARINHO et al., 1999). Os anticorpos parasita-específicos 

representam uma das mais potentes opsoninas já descritas, promovendo a 

fagocitose e citotoxicidade nos macrófagos, neutrófilos e células NK (JOSHI; 

BUTCHAR; TRIDANDAPANI, 2006). Tanto para o clone Sylvio X10/4 como para 

outras cepas de T. cruzi a resposta de anticorpos em camundongos é dominada pelo 

isotipo IgG2a, em concordância com o perfil predominantemente Th1 da resposta 

anti-T. cruzi (MARINHO et al., 2009).  

O sistema complemento também participa na defesa frente ao T. cruzi. Assim, 

já foi mostrado que os anticorpos específicos das classes IgG e IgM, produzidos ao 

longo da infecção contra os epítopos do parasita, ativam o complemento in vitro 

(pelas vias clássica e alternativa) (KIPNIS et al., 1992). Mais ainda, animais 

inoculados com CVF (Cobra Venom Factor), que consome o componente C3, 

apresentam aumento da parasitemia e mortalidade (BUDZKO; PIZZIMENTI; 

KIERSZENBAUM, 1975). A proteção conferida pelo complemento parece operar em 

conjunto com os anticorpos específicos da classe IgG, promovendo a opsonização 

do parasita (UMEKITA; RAMOS; MOTA, 1997). Isto foi demonstrado em animais 

transferidos com soro de fase crônica, nos quais a remoção das formas 

tripomastigotas no sangue por células do sistema fagocítico mononuclear foi 

totalmente abolida após o tratamento com CVF (MOTA; UMEKITA, 1989).  

Na ausência de anticorpos, entretanto, já foi descrito que glicoproteínas na 

superfície do parasita interferem na formação da C3 convertase da via clássica e 

alternativa (TAMBOURGI et al., 1995), ou na formação e/ou inserção do complexo 

de ataque à membrana (Membrane Attack Complex, MAC) (KIPNIS et al., 1992). 

Contudo, não há informações se o sistema complemento possui algum papel na 

remoção do T. cruzi no inicio da infecção. Sugestivo desta possibilidade, Cestari e 

Ramirez (2010) recentemente demonstraram, utilizando soro normal humano não 

imune, que o sistema complemento pode reconhecer in vitro formas tripomastigotas 

metacíclicas de diversas linhagens do Trypanosoma cruzi. Estes autores mostraram 

que a ativação de complemento pelas formas metacíclicas ocorre pela via das 

lectinas e via alternativa, enquanto a via clássica tem um envolvimento limitado (o 

que pela sua vez sugere a não participação dos anticorpos naturais no 

reconhecimento do T. cruzi). 
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Desconhecemos se outras moléculas solúveis, além dos anticorpos e 

complemento, participam na remoção do T. cruzi no sangue ou tecidos. Em 

humanos e camundongos, a resposta imune inata a microorganismos abrange uma 

variedade de respostas celulares e humorais que inclui a produção de proteínas de 

fase aguda, moléculas sintetizadas pelos hepatócitos após sinalização por citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1, IL-6 e TNF-(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; 

STADNYK; GAULDIE, 1991). Dentre estas, a proteína C reativa (C-Reactive Protein, 

CRP) e a amiloide P sérica (Serum Amyloid P, SAP), sua forma análoga em 

camundongos, são elementos que participam na remoção de alguns 

microorganismos, seja por ação opsonizante direta, ou indiretamente por meio da 

ativação do sistema complemento pela via clássica (STEEL; WHITEHEAD, 1994). Já 

a ação da amiloide A sérica (Serum Amyloid A, SAA) ainda não está completamente 

esclarecida, mas algumas funções têm sido descritas e envolvem a modulação da 

resposta anti e pró-inflamatória (URIELI-SHOVAL; LINKE; MATZNER, 2000). Outra 

proteína de fase aguda que pode ativar a cascata do complemento, pela via das 

lectinas, é a lectina ligante de manose (Mannose Binding Lectin, MBL), uma proteína 

pertencente à família das colectinas que também é sintetizada no fígado, mas que 

pode ser produzida por macrófagos e outros leucócitos (OGDEN et al., 2001). Mais 

ainda, já foi descrito o envolvimento da MBL na opsonização de microorganismos e 

sua ausência relacionada à suscetibilidade a infecções, como sugerido na relação 

entre a deficiência de MBL e infecção por Pseudomonas em pacientes com fibrose 

cística (GABOLDE et al., 1999). A MBL se liga a açúcares na superfície dos 

microorganismos e interage com receptores para colectinas encontrados em vários 

tipos celulares, incluindo macrófagos (HANSEN et al., 2000). Até o momento não 

existem dados sobre o envolvimento destas proteínas de fase aguda na infecção 

pelo T. cruzi, assim como da eventual participação destas moléculas na remoção 

das formas tripomastigotas da corrente sanguínea e dos tecidos.  

 

O entendimento dos mecanismos e/ou elementos envolvidos na saída do T. 

cruzi do sangue requer estudos adicionais. Neste trabalho temos abordado este 

assunto utilizando o modelo de infecção murina por parasitas Sylvio X10/4, um clone 

de T. cruzi de baixa virulência, escolha que oferece um elemento adicional de 

interesse. Apesar dos amplos conhecimentos existentes sobre a doença de Chagas, 
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desconhecemos qual a frequência de pacientes que apresentam parasitemia 

manifesta (visível ao microscópio) nas primeiras semanas de infecção e a frequência 

de pacientes que mostram parasitemia subpatente, ou seja, indetectável pelo exame 

direto do sangue no microscópio. Enquanto esta característica parece ser 

dependente do tipo de parasita infectante, desconhecemos a causa subjacente a 

ausência de parasitemia patente na infecção por diversos isolados. A princípio, duas 

possibilidades poderiam explicar este fato: a) uma capacidade invasiva exacerbada 

destes parasitas; e b) uma eficiente remoção dos parasitas do sangue propiciada por 

algum elemento humoral ou celular do hospedeiro. O estudo desta problemática 

constitui o objetivo central desta dissertação de mestrado, que foi abordado 

estudando a parasitemia logo após a inoculação em camundongos, pela via 

intravenosa, de um número elevado de parasitas Sylvio X10/4, um clone de T. cruzi 

que, como indicado acima, não induz parasitemia patente em camundongos com 

sistema imune normal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo geral 

 

O presente estudo tem como objetivo final compreender os vários aspectos e 

questões relativas à ausência de parasitemia patente na infecção por parasitas do 

clone Sylvio X10/4.  

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Analisar a parasitemia e o destino das formas tripomastigotas de T. cruzi do clone 

Sylvio X10/4 logo após sua inoculação em camundongos pela via intravenosa; 

 

 avaliar a importância de algumas moléculas da resposta imune, como anticorpos 

naturais e sistema complemento, na ausência de parasitemia patente de animais 

recém-infectados com parasitas do clone Sylvio X10/4, assim como verificar a 

indução de proteínas de fase aguda no decurso da infecção por estes parasitas; 

 

 avaliar a importância da resposta de anticorpos específicos no controle da 

infecção por parasitas do clone Sylvio X10/4 em fases avançadas da infecção, ou 

seja, após o desenvolvimento da resposta imune específica ao T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Camundongos, T. cruzi e infecção 

 

Camundongos fêmea normais da linhagem C57Bl/6 WT (Wild-type) e 

camundongos imunodeficientes SCID, RAG2KO, IFN-KO, BKO e CD28KO (todos 

em background C57Bl/6), com 6 a 8 semanas de idade, foram obtidos do Biotério de 

Camundongos Isogênicos do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 

São Paulo. Os animais utilizados nos experimentos foram mantidos em estantes 

ventiladas sob condições controladas de temperatura, umidade e iluminação. Todos 

os procedimentos que envolvem animais estão de acordo com as diretrizes 

aprovadas pela Comissão Brasileira de Experimentação Animal (COBEA) e pela 

Comissão de Ética do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo.  

Os animais foram inoculados via intravenosa (i.v.) com formas tripomastigotas 

do clone Sylvio X10/4 e da cepa Y oriundos de cultura in vitro em células LLCMK2 

mantidas em meio RPMI suplementado com 3% SFB (soro fetal bovino), ou isolados 

do sangue de camundongos deficientes C57Bl/6 SCID ou RAG2KO infectados (que 

no caso da infecção por parasitas do clone Sylvio X10/4 exibem níveis elevados de 

parasitemia). Utilizou-se a infecção via intravenosa retrorbital para que os parasitas 

atinjam a corrente sanguínea de forma imediata, uma necessidade para a rápida 

avaliação da parasitemia. A infecção dos camundongos foi realizada com 2x105 ou 

2x106 parasitas. 

 

3.2 Parasitemia direta e semi-quantitativa 

 

O número de parasitas no sangue circulante foi determinado nos tempos de 

10, 30, 60 minutos e 24 horas após a infecção de acordo com o método previamente 

descrito por Melo e Brener (1978). Assim, 5 l de sangue da cauda dos animais 

infectados foram colhidos, colocados sobre uma lâmina e coberta por uma lamínula 

para obter uma camada que ocupe homogeneamente toda a superfície da lamínula. 

Esta lâmina foi levada ao microscópio óptico (400X) e o número de formas 

tripomastigotas determinados em 50 campos. Desta forma, conhecendo-se a área 

de cada campo microscópico, foi possível determinar a quantidade de parasitas por 

mL. 
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Além deste procedimento, também foi feita a análise semi-quantitativa da 

parasitemia subpatente por cultura em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) de 

alíquotas de 1 l e 5 l de sangue, em quintuplicatas. As culturas foram mantidas a 

28 °C e a cada 7 dias observadas para verificar a presença de parasitas, num 

período total de 21 dias.  

 

3.3 Avaliação da presença de parasitas vivos em diferentes órgãos 

 

A avaliação da presença de parasitas vivos foi realizada por cultura em meio 

LIT, com alíquotas contendo 0,1 e 0,5 mg de tecido homogeneizado, em 

quintuplicatas, dos seguintes órgãos: coração, pulmão, fígado, baço, estômago, 

intestino, gordura e músculo estriado esquelético. Para evitar a contaminação dos 

órgãos com sangue periférico, os animais foram perfundidos com a veia cava inferior 

seccionada e salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffered Saline, PBS) 

injetada por uma bomba peristáltica Pump Pro TPM (Watson-Marlow Inc., 

Wilmington, Massachusetts, USA) no ventrículo direito. A análise das culturas em 

meio LIT se dá avaliando o número de culturas que positivaram e o número de 

animais positivos. 

 

3.4 Expressão gênica específica por meio de qRT-PCR 

 

 Para realização dos ensaios de qRT-PCR, coração, pulmão, fígado, baço, 

estômago, intestino, gordura e músculo estriado esquelético dos camundongos 

previamente perfundidos foram congelados em nitrogênio líquido, macerados e 

armazenados em Trizol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, California, USA) a -

80 ºC até a data de processamento. O RNA total foi obtido utilizando o Kit RNeasy® 

Mini (Qiagen, Germantown, Maryland, USA) seguindo o protocolo do fabricante para 

tecidos animais. Um micrograma de RNA total foi convertido em cDNA (High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems Life Technologies, 

Carlsbad, California, USA) de acordo com as especificações do fabricante. A 

expressão foi quantificada por qRT-PCR utilizando-se o ensaio Platinum® SYBR® 

Green (Invitrogen Life Technologies) e 4pmol/l de primers específicos para o gene 

18S rRNA (AF303659) - Tc18S-F 5’- TTGAATTGAGGGCCTCTAAGG-3’ e Tc18S-R 
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5’- AAAGGTACCACTCCCGTGTTT-3’ (SARDINHA et al., 2010). A quantificação dos 

genes selecionados foi avaliada usando o equipamento e software ABI 7500 Fast 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e levaram em consideração valores da 

curva padrão com concentração entre 2,5x101 a 2,5x107 cópias de cDNA de T. cruzi. 

 

3.5 Tratamento com Cobra Venom Factor (CVF)  

 

Camundongos fêmea normais da linhagem C57Bl/6 WT receberam, via 

intraperitoneal (i.p.), duas doses de 13 g de Cobra Venom Factor de Naja naja em 

um intervalo de 24 horas. Os animais controle foram inoculados com PBS nas 

mesmas condições dos camundongos tratados com CVF. A inoculação das formas 

tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 ocorreu, aproximadamente, 3 horas após a 

última dose do tratamento. 

A análise da ação do CVF sobre o sistema complemento foi realizada por 

meio de um ensaio hemolítico. Sumariamente, eritrócitos de coelhos (EC) foram 

sensibilizados com anticorpos de camundongo anti-EC. Posteriormente, estes 

eritrócitos foram incubados com soro dos animais tratados com CVF ou PBS e a 

atividade hemolítica avaliada por meio da liberação de hemoglobina. 

Da mesma forma que o tratamento dos animais, a avaliação da atividade 

hemolítica do soro destes animais foi realizada em colaboração com a Profa. Dra. 

Denise Vilarinho Tambourgi (Laboratório de Imunoquímica, Divisão de 

Desenvolvimento Científico, Instituto Butantan). 

 

3.6 Quantificação de proteínas no soro dos camundongos 

 

Foram utilizados kits de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) 

para avaliação de quatro proteínas de fase aguda: CRP, SAA, SAP e MBL. Para as 

três primeiras, às placas de 96 poços pré-sensibilizadas e bloqueadas (ICL Inc., 

Portland, Oregon, USA) foram acrescentados 100 l das amostras de soro, diluídas 

de acordo com as instruções do fabricante, obtidas de camundongos C57Bl/6 WT, 

IFN-KO, BKO e CD28KO não infectados ou infectados por parasitas do clone Sylvio 

X10/4, e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, seguido de 4 lavagens com 

Wash Solution. As reações foram reveladas incubando por 60 minutos com Enzyme-
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Antibody Conjugate HRP específicos para CRP, SAA e SAP de camundongo, 

seguido de incubação com 100 l/poço de TMB. Após 10 minutos, a reação foi 

bloqueada com 100 l/poço de Stop Solution e os valores de absorbância (450 nm) 

lidos em um leitor Epoch (BioTek Instruments Inc., Winooski, Vermont, USA). 

Para a quantificação da proteína MBL foi utilizado um kit de ELISA (USCN 

Inc., Houston, Texas, USA) na qual à placa de 96 poços pré-sensibilizada e 

bloqueada foi acrescentado 100 l das amostras de soro, diluídas de acordo com as 

instruções do fabricante, obtidas de camundongos C57Bl/6 WT, IFN-KO, BKO e 

CD28KO não infectados ou infectados por parasitas do clone Sylvio X10/4, e 

incubadas por 2 horas a 37 °C. Posteriormente, foram adicionados 100 l/poço do 

Detection Reagent A seguido de uma incubação de 1 hora a 37 °C. A seguir foram 

feitas 3 lavagens com Wash Solution e acrescentado 100 l/poço do Detection 

Reagent B. Após 5 lavagens as reações foram reveladas incubando com 90 l/poço 

de Substrate Solution protegidas da luz. Após 10-15 minutos, a reação foi bloqueada 

com 50 l/poço de Stop Solution e os valores de absorbância (450 nm), assim como 

nos outros ensaios, lidos em um leitor Epoch. 

 

3.7 Análise estatística 

 

Para as análises comparativas entre os grupos experimentais adotamos o 

teste Two-way ANOVA, seguido do Teste de Bonferroni, e o teste Log-rank (Mantel-

Cox), feitos no programa Prisma 5 (Graph Pad Software, La Jolla, California, USA), 

aplicados de acordo com cada situação como descrito nas legendas das figuras. 

Para saber se os grupos são significativamente diferentes ou se os resultados 

obtidos são frutos de mera flutuação randômica ou acaso, as diferenças entre as 

amostras foram expressas com média ± desvio padrão da amostra (Média±SD). 

Diferenças entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05. 
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Considerando que a resposta imune ao Trypanosoma cruzi envolve vários 

elementos na tentativa de suprimir a replicação e a propagação do parasita para os 

tecidos do hospedeiro, buscamos apresentar separadamente em nossos resultados 

os diferentes aspectos avaliados. 

 

4.1 Saída do Trypanosoma cruzi clone Sylvio X10/4 do sangue após sua  

inoculação i.v. em camundongo normal 

 

Com o intuito de verificar a saída do parasita do sangue foi analisada a 

parasitemia em diferentes tempos (10, 30, 60 minutos e 24 horas), logo após a 

inoculação, via intravenosa, de animais C57Bl/6 WT com 2x106 formas 

tripomastigotas procedentes de cultura de células (dia 9 de cultura). Como esperado, 

foi observado queda no número de parasitas no sangue, sendo que às 24 horas, 

último tempo avaliado, eles não puderam mais ser encontrados (Fig. 3A). No 

entanto, apesar da parasitemia não ser detectada pelo exame de amostras de 

sangue fresco após 24 horas de infecção, ela foi demonstrada por hemocultura 

(POSTAN; DVORAK; McDANIEL, 1983). Assim, a parasitemia subpatente aos 8 dias 

da infecção foi confirmada por hemocultura em meio LIT, observando-se resultados 

semelhantes quando alíquotas de 5 L e 1 L de sangue foram avaliadas (Fig. 3B). 
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Figura 3 - Parasitemias de camundongos inoculados pela via intravenosa com  
formas tripomastigotas de cultura do clone Sylvio X10/4 

 
Camundongos C57Bl/6 WT foram infectados i.v. com 2x10

6
 formas tripomastigotas de cultura do 

clone Sylvio X10/4. (A) Curva de parasitemia patente. (B) Parasitemia subpatente (hemocultura em 

meio LIT com alíquotas de 5 l e 1 l em quintuplicata do sangue de cada camundongo aos 8 dias de 
infecção). Dados expressos como Média±SD de um experimento com 3 animais. 

 

4.2 Avaliação da permanência no sangue de parasitas do clone Sylvio X10/4 

provenientes de diferentes dias de cultura após serem inoculados pela 

via intravenosa 

 

No intuito de avaliar possíveis diferenças na saída do sangue dos parasitas 

do clone Sylvio X10/4 que foram mantidos em cultura celular por diferentes tempos, 

foram infectados camundongos C57Bl/6 WT, via intravenosa, com 2x106 parasitas 

obtidos nos dias 7 ou 9 de cultura, e observamos que aos 10 minutos de inoculação 

há uma quantidade significativamente maior de formas tripomastigotas circulantes no 

sangue nos animais injetados com parasitas do 7º dia de cultura (Fig. 4A). Como 

complemento desta experiência, após 14 dias da infecção foi analisada a 

parasitemia subpatente dos animais inoculados com parasitas de dias 7 ou 9 de 

cultura, não se observando diferenças significativas, tanto na análise da frequência 

de culturas LIT positivas, quanto na frequência dos animais que geraram culturas 

positivas (Fig. 4B). Assim, devido os resultados obtidos adotamos os parasitas de 7º 

dia de cultura para os demais experimentos de infecção. 
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Figura 4 - Comparação do perfil da permanência no sangue de parasitas do clone  
Sylvio X10/4 oriundos de cultura de células que foram mantidos nestas 
por diferentes tempos 

 

Camundongos C57Bl/6 WT inoculados i.v. com 2x10
6
 formas tripomastigotas obtidos de diferentes 

dias de cultura. (A) Parasitemia patente comparativa. (B) Parasitemia subpatente avaliada por 

hemocultura com alíquotas de 5 l (em quintuplicata) do sangue dos animais infectados por 14 dias. 
Dados expressos como Média±SD de um experimento com 3 animais em cada grupo (Two-way 
ANOVA: *p<0,05 em relação ao 9º dia de cultura).  

 

4.3 Análise da parasitemia após inoculação pela via intravenosa de parasitas  

da cepa Y de Trypanosoma cruzi 

 

Outra cepa de T. cruzi objeto de estudo do nosso laboratório é a cepa Y. 

Dentre as características que a diferenciam das cepas de baixa virulência, como o 

clone Sylvio X10/4, está sua multiplicação rápida e alta mortalidade que induz em 

diversas linhagens de camundongos (LOPES; PRADO JÚNIOR, 2007). Assim, na 

infecção experimental de camundongos normais, a infecção por parasitas da cepa Y 

determina altas parasitemias logo na primeira semana da infecção e frequentemente 

leva à morte do hospedeiro na fase aguda (MARINHO et al., 2004). Devido à 

diferença na virulência dentre estas duas cepas procuramos avaliar a parasitemia 

logo após a inoculação i.v. com T. cruzi da cepa Y (oriundos do dia 7 de cultura de 

células). Podemos observar que na infecção com parasitas da cepa Y, o número 

aproximado de parasitas circulantes aos 60 minutos da inoculação é semelhante ao 

obtido na infecção por parasitas do clone Sylvio X10/4 (ver na Figura 4A os dados 

do 7º dia em cultura), e após 24 horas não foram mais encontrados parasitas no 

sangue (Fig. 5A), mas a hemocultura mostrou parasitemia subpatente às 48 horas 

(Fig. 5B).  
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Figura 5 - Parasitemias dos camundongos inoculados pela via intravenosa com  
formas tripomastigotas de cultura da cepa Y 

 
Camundongos C57Bl/6 WT infectados i.v. com 2x10

6
 formas tripomastigotas de cultura da cepa Y. (A) 

Curva de parasitemia patente. (B) Parasitemia subpatente avaliada por hemocultura após 48 horas de 

infecção (alíquotas de 5 l e 1 l de sangue de cada um dos animais em quintuplicata). Dados 
expressos como Média±SD de um experimento com 3 animais. 

 

4.4 Estudo comparativo da parasitemia de camundongos inoculados pela via  

intravenosa com T. cruzi clone Sylvio X10/4 ou cepa Y isolados do sangue 

de animais imunodeficientes 

 

Variações na virulência do T. cruzi e no seu comportamento em um 

hospedeiro vertebrado já foram relatadas quando estes foram mantidos sob 

condições experimentais em laboratório por longos períodos (CONTRERAS et al., 

1994). Para avaliar se as semelhanças entre o clone Sylvio X10/4 e a cepa Y 

mostradas nos gráficos anteriores decorriam da utilização de parasitas procedentes 

de cultura in vitro em células LLCMK2, realizamos infecções com formas 

tripomastigotas (Sylvio X10/4 e Y) isolados de camundongos infectados. Para estas 

experiências os parasitas foram obtidos do sangue de camundongos C57Bl/6 SCID 

ou RAG2KO infectados, uma vez que somente nestas condições a infecção pelo 

clone Sylvio X10/4 resulta na presença de parasitas circulantes que podem ser 

isolados por centrifugação do sangue heparinizado. Mais ainda, o fato dos animais 

C57Bl/6 SCID ou RAG2KO serem deficientes de linfócitos T e B permite obtermos 

parasitas desprovidos de anticorpos na sua superfície, anticorpos que poderiam 
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acelerar a saída do parasita do sangue após serem inoculados nos camundongos 

normais. 

 

4.4.1 Infecção com T. cruzi clone Sylvio X10/4 

 

Observamos que a saída do sangue do T. cruzi clone Sylvio X10/4 independe 

da sua origem. Assim, a curva de parasitemia de camundongos C57Bl/6 WT 

inoculados pela via intravenosa com formas tripomastigotas isolados do sangue de 

camundongos imunodeficientes foi semelhante àquela obtida na inoculação com 

parasitas de cultura, com queda progressiva da parasitemia nos primeiros 60 

minutos e ausência das formas tripomastigotas circulantes no sangue após 24 horas 

(Fig. 6). 

 

Figura 6 - Parasitemia comparativa clone Sylvio X10/4 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Curvas de parasitemia de animais C57Bl/6 WT inoculados i.v. com 2x10

6
 formas tripomastigotas do 

clone Sylvio X10/4 provenientes de cultura in vitro em células LLCMK2 ou isolados do sangue de 
animais imunodeficientes. Dados expressos como Média±SD de um experimento com 3 animais em 
cada grupo. 

 

4.4.2 Infecção com T. cruzi cepa Y 

 

Nos animais inoculados i.v. com parasitas da cepa Y obtidos de cultura ou 

isolados do sangue de animais imunodeficientes observamos que, 10 minutos após 
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a infecção, há uma diferença significativa entre as parasitemias com, 

aproximadamente, duas vezes mais parasitas circulantes quando estes foram 

isolados do sangue de animais imunodeficientes. Além disso, nos animais 

inoculados com parasitas da cepa Y obtidos de animal imunodeficiente pôde ser 

constatada, pela primeira vez, a presença de parasitas no sangue após 24 horas de 

infecção (Fig. 7). 

 

Figura 7 - Parasitemia comparativa cepa Y 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Curvas de parasitemia de animais C57Bl/6 WT inoculados i.v. com 2x10

6
 formas tripomastigotas da 

cepa Y provenientes de cultura in vitro em células LLCMK2 ou isolados do sangue de animais 
imunodeficientes. Dados expressos como Média±SD de um experimento com 3 animais em cada 
grupo (Two-way ANOVA: *p<0,05 em relação à curva de parasitemia com parasitas de cultura). 

 

4.5 Análise da carga parasitária em diferentes tecidos  

 

Com o intuito de avaliar o local onde os parasitas injetados em camundongos 

normais se encontram após não serem mais observados na corrente sanguínea, 

animais C57Bl/6 WT foram infectados via intravenosa com 2x106 formas 

tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 ou da cepa Y obtidos do sangue de animais 

imunodeficientes infectados. Após 24 horas de infecção os animais foram 

perfundidos e os órgãos retirados para avaliação da presença do parasita por qRT-

PCR e cultura em meio LIT.  
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De acordo com os nossos achados, a parasitemia subpatente após a 

inoculação das formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 pôde ser confirmada 

por hemocultura (Fig. 8A), indicando que uma pequena fração dos parasitas ainda 

circula. Já em relação aos órgãos, há uma quantidade maior de cópias de rRNA de 

T. cruzi no fígado, seguido do baço, comparado aos demais órgãos (Fig. 8B). Para 

avaliar se os parasitas encontrados nos órgãos estavam vivos, fragmentos dos 

diferentes órgãos foram macerados e cultivados em meio LIT na forma descrita por 

Sardinha et al. (2010). Podemos observar que somente havia parasitas vivos no 

fígado e, em nível inferior, no baço (Fig. 8C).  

 

Figura 8 - Quantificação da carga parasitária por qRT-PCR em diferentes tecidos de  
animais inoculados pela via intravenosa com parasitas do clone Sylvio 
X10/4 

Expressão do gene T. cruzi 18S rRNA em camundongos C57Bl/6 WT após 24 horas da infecção i.v. 
com 2x10

6
 formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 obtidos do sangue de animais 

imunodeficientes. (A) Parasitemia subpatente. (B) Expressão do rRNA 18S do T. cruzi calculada 
baseando-se em uma curva padrão (2,5x10

1
 a 2,5x10

7 
cópias de rRNA 18S T. cruzi). (C) Avaliação da 

presença de parasitas vivos por cultura em meio LIT (alíquotas de 0,5 mg e 0,1 mg em quintuplicata). 
Dados expressos como Média±SD e são representativos de uma experiência com 3 animais. 
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Por outro lado, quando os animais foram inoculados via intravenosa com 

parasitas da cepa Y, observamos que a parasitemia subpatente é mais alta do que a 

obtida após a inoculação de parasitas do clone Sylvio X10/4, uma vez que no 

primeiro caso todas as culturas em meio LIT com 1 l de sangue foram positivas 

(Fig. 9A). 

Contudo, de forma semelhante ao observado com parasitas do clone Sylvio 

X10/4, às 24 horas da inoculação dos parasitas da cepa Y pela via intravenosa, o 

fígado e, em segundo lugar, o baço, são os órgãos com maior presença de rRNA do 

parasita. Destaca, entretanto, que nos animais inoculados com T. cruzi da cepa Y o 

número de rRNA de T. cruzi no baço é menos de dez vezes o exibido pelo fígado, 

enquanto que nos animais inoculados com parasitas do clone Sylvio X10/4 a 

quantidade de rRNA do parasita no baço é cerca de cem vezes menor que a do 

fígado. O aumento relativo na saída de parasitas da cepa Y para o baço também é 

evidente em termos absolutos, uma vez que o baço dos animais inoculados com 

parasitas desta cepa apresenta cerca de dez vezes mais cópias de rRNA de T. cruzi 

do que nos animais inoculados com os parasitas do clone Sylvio X10/4 (Fig. 9B). 

Finalmente, da mesma forma que visualizado com animais inoculados com parasitas 

do clone Sylvio X10/4, os únicos órgãos onde encontramos parasitas vivos foram o 

fígado e baço (Fig. 9C). 
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Figura 9 - Quantificação da carga parasitária por qRT-PCR em diferentes tecidos de  
animais inoculados pela via intravenosa com parasitas da cepa Y 

 

Expressão do gene T. cruzi 18S rRNA em camundongos C57Bl/6 WT após 24 horas da infecção i.v. 
com 2x10

6
 formas tripomastigotas da cepa Y obtidos do sangue de animais imunodeficientes. (A) 

Parasitemia subpatente. (B) Expressão do rRNA 18S do T. cruzi calculada baseando-se em uma 
curva padrão (2,5x10

1
 a 2,5x10

7 
cópias de rRNA 18S T. cruzi). (C) Avaliação da presença de 

parasitas vivos por cultura em meio LIT (alíquotas de 0,5 mg e 0,1 mg em quintuplicata). Dados 
expressos como Média±SD e são representativos de uma experiência com 3 animais. 

 

4.6 Papel dos anticorpos na saída do parasita do clone Sylvio X10/4 da  

corrente sanguínea 

 

Como primeiro passo na análise das moléculas que poderiam estar 

envolvidas na ausência do T. cruzi clone Sylvio X10/4 no sangue, avaliamos o papel 

dos anticorpos naturais. Para isto comparamos as curvas de parasitemias patentes 

de animais C57Bl/6 SCID (que não possuem linfócitos T nem B, portanto carentes 

de anticorpos) e C57Bl/6 WT, logo após serem inoculados, via intravenosa, com 

2x106 formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4. Observamos que, assim como 

ocorre nos camundongos C57Bl/6 WT, os animais C57Bl/6 SCID inoculados 

apresentam aos 30 minutos da inoculação uma rápida queda do número de 

parasitas na corrente sanguínea, baixo número destes após 1 hora e ausência de 
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parasitemia patente após 24 horas (Fig. 10A). As parasitemias subpatentes também 

foram analisadas por hemocultura e, apesar de às 48 horas os níveis das duas 

linhagens ainda se manterem semelhantes (Fig. 10B), com 72 horas de infecção as 

parasitemias dos animais WT se mostraram maiores do que as apresentadas pelo 

SCID (Fig. 10C). 

 
Figura 10 - Análise comparativa das parasitemias de camundongos WT e SCID  

inoculados pela via intravenosa com T. cruzi clone Sylvio X10/4 para 
avaliação do papel dos anticorpos naturais 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Camundongos C57Bl/6 WT e C57Bl/6 SCID inoculados i.v. com 2x10

6
 formas tripomastigotas do 

clone Sylvio X10/4 de cultura. (A) Curvas comparativas de parasitemia. (B) Parasitemia subpatente 
após 48 horas da infecção avaliada por hemocultura em meio LIT. (C) Parasitemia subpatente após 
72 horas da infecção avaliada por hemocultura em meio LIT. Hemocultura em meio LIT com alíquotas 

de 5 l e 1 l de sangue de todos os animais em quintuplicata. Dados expressos como Média±SD de 
um experimento com 3 animais em cada grupo. 
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4.7 Papel do sistema complemento na saída do sangue de parasitas do clone  

Sylvio X10/4 em animais recém-infectados pela via intravenosa  

 

Para avaliarmos a eventual participação do sistema complemento na remoção 

do parasita recém-injetado na corrente sanguínea, animais C57Bl/6 WT foram 

tratados com CVF, para eliminar a atividade do sistema complemento, ou com PBS 

antes de serem inoculados com o parasita. 

 

4.7.1 Papel do sistema complemento na saída do sangue do T. cruzi clone  

Sylvio X10/4 provenientes de cultura celular 

 

A parasitemia foi analisada em camundongos C57Bl/6 WT inoculados i.v. com 

2x106 formas tripomastigotas de cultura, três horas após a segunda dose de CVF ou 

PBS. Como controle da ação efetiva do CVF, o sangue dos animais antes e após o 

tratamento foi submetido a um teste de hemólise para verificar a presença de 

componentes do sistema complemento. Desta forma, pudemos confirmar que o 

tratamento com CVF eliminou completamente o complemento nos animais tratados 

(Fig. 11A e 11B).   
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Figura 11 - Avaliação da depleção de complemento pelo teste de hemólise 

Curvas da indução de hemólise pelo soro de camundongos tratados com CVF ou PBS para verificar a 
presença de atividade lítica do complemento. (A) Teste de hemólise antes dos tratamentos. (B) Teste 
de hemólise após o tratamento com CVF ou PBS (controles). Número de animais em cada grupo 
igual a 2. 

 

Após confirmarmos que o tratamento com CVF acaba completamente com o 

sistema complemento, os animais tratados e controles foram inoculados com as 

formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 de cultura. Nos tempos subsequentes 

à inoculação, a parasitemia dos animais tratados com CVF mostrou-se semelhante à 

dos animais controles (Fig. 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

 

 

10
 m

in
.

30
 m

in
.

60
 m

in
.

24
 h

ora
s

0

10

20

30

40

50

60

Controle

CVF

Tempo após a infecção

P
a

ra
s

it
a

s
 (

x
1

0
4
/m

L
)

Figura 12 - Comparação do perfil da parasitemia em camundongos desprovidos de  
sistema complemento e camundongos controle que foram inoculados 
pela, via intravenosa, com parasitas do clone Sylvio X10/4 provenientes 
de cultura celular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Curvas de parasitemia de animais C57Bl/6 WT tratados com CVF ou PBS (controle) e infectados i.v. 
com 2x10

6
 formas tripomastigotas de cultura do clone Sylvio X10/4. Resultados expressos como a 

Média±SD dos valores obtidos de um experimento realizado com dois animais em cada grupo.  

 

4.7.2 Papel do sistema complemento na saída do sangue do T. cruzi clone  

Sylvio X10/4 provenientes do sangue de animais imunodeficientes 

 

Com o intuito de avaliar se a ativação do complemento participaria na 

parasitemia com T. cruzi proveniente do sangue de animais imunodeficientes, 

animais tratados com CVF e controle foram infectados i.v. com 2x106 formas 

tripomastigotas Sylvio X10/4 isolados do sangue de camundongos C57Bl/6 RAG2KO 

previamente infectados. Como citado anteriormente, este modelo permite isolar 

parasitas circulantes desprovidos de anticorpos na sua superfície. 

Após comprovação que o tratamento com CVF eliminou a ação do sistema 

complemento pelo teste de hemólise (Fig. 13), observamos que nos primeiros 10 

minutos após a infecção houve uma diferença significativa, com aproximadamente 

duas vezes mais parasitas circulantes no sangue dos animais desprovidos de 

complemento do que no grupo controle; após este período houve uma queda na 

parasitemia em ambos os grupos que se manteve semelhante até a última medição 

(Fig. 14). 
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Figura 13 - Teste de hemólise 

Curvas da indução de hemólise pelo soro de camundongos após o tratamento com CVF ou PBS 
(controles) para verificar a presença de atividade lítica do complemento. Número de animais em cada 
grupo igual a 4. 
 

Figura 14 - Comparação do perfil da parasitemia após eliminação do sistema  
complemento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Curvas de parasitemia de animais C57Bl/6 WT tratados com CVF ou PBS (controles) que foram 
infectados i.v. com 2x10

6
 formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 provenientes de animais 

imunodeficientes C57Bl/6 RAG2KO previamente infectados. Resultados expressos como a Média±SD 
dos valores obtidos de um experimento realizado com três animais de cada grupo (Two-way ANOVA: 
**p<0,01 em relação ao grupo controle). 

 

4.8 Papel do IFN- na parasitemia de animais infectados com o clone Sylvio  

X10/4 
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Devido a importante ação do IFN-principalmente no inicio da infecção, nosso 

próximo passo foi avaliar seu papel na infecção com T. cruzi clone Sylvio X10/4. 

Para isso, infectamos animais C57Bl/6 WT e C57Bl/6 IFN-KO, via intravenosa, com 

2x105 formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 e, em diferentes dias, dois 

animais de cada grupo foram sacrificados e a parasitemia avaliada. Com este 

experimento pudemos verificar que a infecção de animais IFN-KO com parasitas do 

clone Sylvio X10/4 exibe um perfil intermitente de parasitemia patente nos primeiros 

30 dias (Fig. 15). 

 

Figura 15 - Parasitemia comparativa de animais WT e IFN-KO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Curvas de parasitemia de animais C57Bl/6 WT e C57Bl/6 IFN-KO infectados i.v. com 2x10
5
 formas 

tripomastigotas de cultura do clone Sylvio X10/4. Resultados expressos como Média±SD dos valores 
obtidos de dois animais de cada grupo, por dia, em dois experimentos. Número de animais em cada 
experimento igual a 10 por grupo (Two-way ANOVA: *p<0,05 e #p<0,001 em relação ao grupo WT). 

 

Além disso, os animais IFN-KO se mostraram muito suscetíveis, com a morte 

de todos os camundongos em até 40 dias após a infecção (Fig. 16). 
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Figura 16 - Sobrevivência de animais WT e IFN-KO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curvas de sobrevivência de animais C57Bl/6 WT e C57Bl/6 IFN-KO infectados i.v. com 2x10
5
 formas 

tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 provenientes de cultura em células LLCMK2. Resultados 
expressos como Média±SD de um experimento realizado com 10 animais em cada grupo (Log-rank 
(Mantel-Cox): #p<0,001 em relação aos animais WT).  

 

4.9 Avaliação de proteínas de fase aguda em animais WT e IFN-KO infectados  

com parasitas do clone Sylvio X10/4 

 

Em diversos processos inflamatórios de etiologia diversa a produção de 

citocinas pró-inflamatórias determina o aumento nos níveis das proteínas de fase 

aguda. Procurando uma explicação para o padrão oscilatório de parasitemia 

observado na infecção de animais C57Bl/6 IFN-KO por parasitas do clone Sylvio 

X10/4, cogitamos que isto pudesse estar relacionado com uma ativação descontínua 

da imunidade inata (MARINHO et al., 2009), que secundariamente resultasse em 

descontinuidade na produção de proteínas de fase aguda. Neste contexto, fomos 

avaliar a produção destas proteínas na infecção por animais IFN-KO e WT (todos 

com background C57Bl/6), focando nossos trabalhos na quantificação sérica dos 

níveis da proteína C reativa (CRP), amiloide P sérica (SAP), amiloide A sérica (SAA) 

e lectina ligante de manose (MBL), pois são moléculas que têm papel na resposta 

imunológica, com a capacidade de opsonizar vários microorganismos e ativar a 

cascata do complemento. Assim, camundongos WT e IFN-KO foram infectados 

com 2x105 formas tripomastigotas, via intravenosa, e em diferentes dias dois animais 

de cada grupo foram sacrificados e o soro coletado para determinação da 

concentração das proteínas pelo teste imunoenzimático ELISA. 
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Em nossa avaliação da CRP encontramos níveis séricos aumentados nos 

animais IFN-KO, comparado aos WT, apenas no 13º dia p.i., e semelhantes em 

ambas as linhagens nos demais dias do período analisado. Vale ressaltar que 

devido à baixa concentração sérica desta proteína em camundongos (WHITEHEAD 

et al., 1990), os níveis detectados no soro dos animais WT e IFN-KO infectados 

foram muito baixos (Fig. 17A). 

Diferentemente, os níveis da proteína SAP aumentaram nas duas linhagens 

após a infecção. No entanto, nos dias 13, 18 e 35 do período analisado um aumento 

significativamente maior foi observado nos animais IFN-KO em relação aos animais 

selvagens. O aumento desta proteína nos animais WT se manteve até o 13º dia p.i., 

mas foi seguido de uma queda que atingiu o nível dos animais não infectados por 

volta do dia 18 de infecção (Fig.17B).  

De forma semelhante a SAP, nos animais IFN-KO infectados foi observado 

um aumento significativo nos níveis da SAA, de aproximadamente mais de dez 

vezes, no 13º e 18º dia de infecção, em relação ao grupo WT. Os animais selvagens 

mostraram aumento de SAA até o dia 8 p.i. (em relação ao grupo não infectado), 

seguido de uma leve queda e de um novo aumento no 35º dia (Fig. 17C).  

Finalmente, em relação à MBL, os níveis desta proteína nos animais IFN-KO 

se mostraram significativamente mais altos a partir do 13º dia de infecção, enquanto 

que os valores desta proteína no grupo WT não apresentaram alteração ao longo do 

tempo avaliado (Fig. 17D). 
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Figura 17 - Quantificação de proteínas de fase aguda em animais WT e IFN-KO 

 

Concentração de proteínas no soro de animais C57Bl/6 WT e C57Bl/6 IFN-KO infectados i.v. com 
2x10

5
 formas tripomastigotas de cultura do clone Sylvio X10/4. (A) Níveis de CRP. (B) Níveis de SAP. 

(C) Níveis de SAA. (D) Níveis de MBL. Resultados expressos como a Média±SD dos valores obtidos 
de dois experimentos com animais não infectados (dia 0) e infectados, avaliando-se dois animais de 
cada grupo por dia. Número total de animais em cada grupo igual a 13 (Two-way ANOVA: **p<0,01 e 

#p<0,001 IFN-KO em relação ao grupo WT). 
 

4.10 Mortalidade de animais deficientes em linfócitos B e na molécula CD28  

infectados com parasitas do clone Sylvio X10/4 

 

Como complemento aos nossos estudos estimando a ação dos anticorpos 

naturais logo no inicio da infecção por formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4, 

avaliamos a importância de anticorpos específicos no decurso da infecção, pois 

durante a infecção pelo T. cruzi há uma forte resposta humoral evidenciada pela 

presença de anticorpos específicos (STEEL; WHITEHEAD, 1994), principalmente do 

tipo IgG2a (TAKEHARA et al., 1981), e estes participam ativamente na saída dos 
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parasitas do sangue (UMEKITA; TAKEHARA; MOTA, 1988). Para tanto, escolhemos 

camundongos C57Bl/6 BKO para este experimento devido à ausência de qualquer 

classe de anticorpos nestes animais, visto que carecem de linfócitos B (KUMAR; 

TARLETON, 1998). Desta forma, verificamos se haveria diferença na sobrevivência 

de animais C57Bl/6 WT e C57Bl/6 BKO machos e fêmeas infectados pela via 

intravenosa com 2x105 formas tripomastigotas de cultura do clone Sylvio X10/4. 

Devido à ausência de animais C57Bl/6 WT machos para o experimento, utilizamos 

animais C57Bl/6 BKO heterozigotos, que apresentam níveis normais de anticorpos 

(KITAMURA et al., 1991). Assim, encontramos que os animais machos BKO foram 

mais susceptíveis, morrendo todos eles até o trigésimo dia de infecção, enquanto 

que as fêmeas morreram entre os dias 55 e 70. Além disso, como esperado, os 

animais WT fêmeas e os animais heterozigotos (BKO+/-) machos não morreram (Fig. 

18). 

 

Figura 18 - Sobrevivência de animais WT e BKO 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curvas de sobrevivência de animais C57Bl/6 WT, C57Bl/6 BKO heterozigotos e C57Bl/6 BKO 
homozigotos infectados i.v. com 2x10

5
 formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 provenientes de 

cultura em células LLCMK2. Resultado expresso como a Média±SD dos valores obtidos de dois 
experimentos realizados com 5 animais C57Bl/6 BKO heterozigotos (WT) macho, 7 animais C57Bl/6 
BKO macho, 12 animais C57Bl/6 WT fêmea e 8 animais C57Bl/6 BKO fêmea. (Log-rank (Mantel-Cox): 
**p=0,001 entre os machos das duas linhagens; #p<0,0001 entre as fêmeas das duas linhagens; 

#p<0,0001 entre os dois grupos da linhagem BKO). 

 

Além dos animais imunodeficientes em células B, adicionamos a estes 

estudos animais deficientes para a molécula co-estimuladora CD28, uma vez que 

sinais co-estimulatórios mediados por esta molécula parecem ser indispensáveis 
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para a ativação de células T CD4+ auxiliares (MARTINS et al., 2004), necessárias na 

mudança de classe de imunoglobulinas das células B. Em estudos anteriores do 

laboratório mostramos que a resposta humoral específica dos animais C57Bl/6 

CD28KO infectados pelo T. cruzi clone Sylvio X10/4 é limitada a anticorpos da 

classe IgM, com ausência de anticorpos da classe IgG (MARINHO et al., 2007). 

Assim, camundongos fêmea C57Bl/6 WT, C57Bl/6 BKO e C57Bl/6 deficientes 

para a molécula CD28 (CD28KO) foram infectados i.v. com 2x105 formas 

tripomastigotas do clone Sylvio X10/4. Nesta experiência, verificamos que apenas os 

animais BKO, em comparação às demais linhagens, se mostraram altamente 

susceptíveis, com a morte de todos os animais em até 70 dias após a infecção e, 

dentro do período de 100 dias p.i., apenas um animal CD28KO infectado morreu 

(Fig. 19A). Ao longo da avaliação da sobrevivência, nenhuma das linhagens 

apresentou parasitemia patente (dados não mostrados) e os níveis de parasitemia 

subpatente se mostraram muito semelhantes nos dois grupos imunodeficientes (Fig. 

19B). 

 

Figura 19 - Sobrevivência e parasitemia subpatente de animais WT, BKO e  
CD28KO infectados pelo T. cruzi clone Sylvio X10/4 

 
Sobrevivência e parasitemia de camundongos C57Bl/6 WT, C57Bl/6 BKO e C57Bl/6 CD28KO 
infectados i.v. com 2x10

5
 formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 provenientes de cultura de 

células in vitro. (A) Curvas de sobrevivência. (B) Parasitemia subpatente. Resultados expressos como 
a Média±SD dos valores obtidos de dois experimentos realizados com um total de 12 animais 
C57Bl/6 WT, 8 animais C57Bl/6 BKO e 12 animais C57Bl/6 CD28KO. (Log-rank (Mantel-Cox): 
#p<0,0001 BKO em relação ao grupo WT; #p<0,0001 grupo BKO em relação ao grupo CD28KO) 

(Two-way ANOVA: *p<0,05 em relação ao grupo WT). 
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4.11 Avaliação de proteínas de fase aguda em animais WT, BKO e CD28KO  

infectados com parasitas do clone Sylvio X10/4 

 

 Nosso próximo passou foi verificar se haveria alguma diferença na quantidade 

de proteínas de fase aguda entre as linhagens C57Bl/6 BKO e C57Bl/6 CD28KO, 

visto que nenhuma delas apresenta parasitemia patente ao longo da infecção e os 

níveis de parasitemia subpatente são semelhantes (Fig. 19B). Desta forma, 

camundongos fêmeas das linhagens WT, BKO e CD28KO (com background 

C57Bl/6) foram infectados com 2x105 formas tripomastigotas i.v. e, em diferentes 

dias, dois animais de cada grupo foram sacrificados e o soro coletado para avaliação 

da concentração das proteínas de fase aguda pelo teste ELISA. 

Podemos observar que não houve aumento significativo nos níveis de CRP 

nos animais WT e CD28KO, sendo que os animais BKO apresentaram níveis tão 

baixos que não foi possível sua quantificação em alguns dos dias avaliados (Fig. 

20A).  

Por outro lado, os níveis de SAP apresentaram um aumento gradual em todas 

as linhagens até o dia 13 p.i., sendo observada posteriormente uma queda nos 

valores obtidos para esta proteína, com os níveis do grupo CD28KO no 18º dia após 

a infecção significativamente superior aos do grupo selvagem (Fig. 20B). 

 Um perfil diferente foi observado quando avaliados os níveis de SAA. 

Podemos verificar um aumento com valores semelhantes entre as linhagens 

avaliadas até o 8º p.i., seguido de uma queda nos animais WT até o dia 18. No 

entanto, a partir do 35º dia de infecção observa-se um novo aumento nos níveis 

séricos desta proteína em todas as linhagens, significativamente maior para os 

animais BKO no dia 35 quando comparado aos selvagens (Fig. 20C).  

Em relação à MBL, os níveis apresentaram uma leve variação ao longo do 

período avaliado, mas que não se mostrou significativa entre as linhagens estudadas 

(Fig. 20D). 
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Figura 20 - Quantificação de proteínas de fase aguda em animais WT, BKO e  
CD28KO 

 
Concentração de proteínas no soro de animais C57Bl/6 WT, C57Bl/6 BKO e C57Bl/6 CD28KO 
infectados i.v. com 2x10

5
 formas tripomastigotas de cultura do clone Sylvio X10/4. (A) Níveis de CRP. 

(B) Níveis de SAP. (C) Níveis de SAA. (D) Níveis de MBL. Resultados expressos como a Média±SD 
dos valores obtidos de dois experimentos com animais não infectados (dia 0) e infectados, avaliando-
se dois animais de cada grupo por dia. Número total de animais em cada grupo igual a 14 (Two-way 
ANOVA: **p<0,01 CD28KO em relação ao grupo WT e #p<0,001 BKO em relação ao grupo WT). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 DISCUSSÃO 
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A pesquisa experimental com cepas de Trypanosoma cruzi de baixa 

virulência, tais como o clone Sylvio X10/4, permite coletar informações valiosas 

sobre a interação do T. cruzi com o hospedeiro vertebrado que não são possíveis 

com parasitas de alta virulência. 

No presente projeto, o nosso objetivo foi elucidar porque na infecção de 

camundongos normais pelo parasita do clone Sylvio X10/4 não são visualizados 

(pelo exame direto no microscópio) formas tripomastigotas circulantes no sangue, 

mesmo nas primeiras semanas de infecção, ou seja, no período que antecede o 

desenvolvimento da resposta imune específica (MARINHO et al., 2009). 

Em um primeiro bloco de experiências estudamos o perfil da parasitemia, pelo 

exame direto ao microscópio, em camundongos C57Bl/6 WT logo após serem 

inoculados pela via intravenosa com parasitas do clone Sylvio X10/4, observando-se 

que 1 hora após a inoculação o número de parasitas circulantes já é muito baixo, 

não sendo possível identificar parasitas às 24 horas. Utilizando este mesmo 

protocolo experimental verificamos que formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 

obtidos no 7º dia de cultura (cultura em células LLCMK2) mostram uma saída mais 

lenta na primeira hora após serem inoculados do que parasitas obtidos no 9º dia de 

cultura. Assim, aos 10 minutos da inoculação, os animais injetados com parasitas do 

7º dia em cultura mostram um número de parasitas circulantes duas vezes maiores 

do que os animais injetados com parasitas mantidos in vitro por 9 dias. Estes 

resultados sugerem que os parasitas do 7º dia de cultura exibem maior resistência à 

remoção da corrente sanguínea, ou, alternativamente, um menor poder de invasão 

tecidual. Neste contexto, é importante citar os resultados de Pereira et al. (1996) e 

Rosenberg et al. (1991) indicando que a capacidade invasiva in vitro de parasitas do 

clone Sylvio X10/4 se correlaciona com a expressão de trans-sialidase, sendo esta 

mais intensa no parasita recém eclodido que naquele que permaneceu por um 

tempo no meio extracelular. A partir das experiências comparativas citadas acima 

adotamos os parasitas do 7º dia de cultura nos demais experimentos de inoculação 

com parasitas obtidos in vitro. 

É sabido que a manutenção de parasitas em cultura (in vitro) por longos 

períodos resulta frequentemente em mudanças na infectividade e virulência destes 

(SILVA et al., 1989). Assim, poderia ser argumentado que a ausência de parasitemia 

patente em camundongos normais inoculados com parasitas do clone Sylvio X10/4 
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poderia ser o resultado da sua propagação in vitro (MARINHO et al., 2009). 

Entretanto, esta rápida ausência do parasita do clone Sylvio X10/4 no sangue não se 

mostrou restrita às formas tripomastigotas de cultura de células, uma vez que 

parasitas do clone Sylvio X10/4 isolados do sangue de animal infectado exibiram 

curvas de parasitemia similares às observadas com parasitas de cultura. 

Diferentemente da infecção por parasitas de baixa virulência como o clone 

Sylvio X10/4, a infecção de camundongos normais por parasitas da cepa Y (de alta 

virulência) exibe parasitemia elevada nas duas primeiras semanas da infecção 

(MARINHO et al., 2004). Equivalente com este perfil, a inoculação intravenosa de 

parasitas da cepa Y isolados de animal infectado resultou em níveis mais elevados e 

duradouros de parasitemia patente (até 48 horas pós-inoculação) quando 

comparados à inoculação de parasitas do clone Sylvio X10/4 de idêntica origem. 

Entretanto, de forma similar à observada com parasitas do clone Sylvio X10/4, não 

conseguimos detectar formas tripomastigotas circulantes após 24 horas da 

inoculação de parasitas da cepa Y procedentes de cultura de células. Tomados em 

conjunto, os resultados da análise de parasitemia após inoculação i.v. com parasitas 

do clone Sylvio X10/4 e da cepa Y mostram que a saída de parasitas da cepa Y 

acontece de forma mais lenta que aquela dos parasitas do clone Sylvio X10/4 

somente quando a origem dos parasitas é do sangue de animal infectado. 

Uma vez que 24 horas após a inoculação não é mais possível encontrar no 

sangue formas tripomastigotas circulantes do clone Sylvio X10/4, e sabendo que os 

parasitas deste clone são considerados miotrópicos (exibem predileção para invadir 

tecido muscular, seja este cardíaco, liso ou esquelético), avaliamos o destino destes 

parasitas logo após serem inoculados. Interessantemente, nossos resultados 

mostram que, 24 horas depois da inoculação, os parasitas do clone Sylvio X10/4 são 

encontrados preferencialmente no fígado e no baço, sendo que apenas no sangue e 

nestes dois órgãos encontramos parasitas vivos. Experiências realizadas nas 

mesmas condições com parasitas da cepa Y, que é considerada uma cepa 

reticulotrópica que infecta principalmente macrófagos (ANDRADE; CARVALHO; 

FIGUEIRA, 1970), mostrou um perfil de destino muito semelhante ao observado com 

o clone Sylvio X10/4, com o fígado e o baço sendo os principais órgãos onde os 

parasitas foram encontrados às 24 horas da sua inoculação. Contudo, na inoculação 
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de T. cruzi da cepa Y, a presença do parasita no baço se revelou mais intensa do 

que na inoculação de T. cruzi clone Sylvio X10/4. 

 A observação do destino dos parasitas do clone Sylvio X10/4 inoculados é 

um resultado importante, pois indica que a ausência destes parasitas no sangue no 

inicio da infecção não pode ser explicada pelo seu tropismo. Mais ainda, levanta a 

possibilidade destes parasitas serem ativamente removidos.  

Conhecendo o perfil de parasitemia e o local onde estariam os parasitas, 

procuramos então avaliar quais as possíveis moléculas/elementos da resposta 

imune (inata ou adquirida) que estariam envolvidos nesta rápida ausência do 

parasita do clone Sylvio X10/4 da corrente sanguínea. Neste contexto, já foi 

amplamente descrito que os anticorpos específicos participam da resposta protetora 

contra o T. cruzi (KRETTLI; BRENER, 1976), com papel fundamental na remoção 

das formas tripomastigotas do sangue (SARDINHA et al., 2010) e tecidos. Nas 

nossas experiências visamos avaliar se os anticorpos naturais presentes no 

camundongo não imune poderiam estar envolvidos na remoção inicial do parasita. 

Para isso comparamos as curvas de parasitemia de parasitas do clone Sylvio X10/4 

de cultura inoculados em camundongos C57Bl/6 WT e C57Bl/6 SCID, estes últimos 

desprovidos de linfócitos T e B (BOSMA; CARROLL, 1991), portanto, carentes de 

anticorpos naturais. Os resultados sugerem que os anticorpos naturais não têm um 

papel muito importante na saída do parasita da corrente sanguínea. No entanto, os 

animais C57Bl/6 SCID possivelmente apresentam algum mecanismo de controle 

destes parasitas no sangue, uma vez que a positividade das culturas em meio LIT 

com sangue obtida às 72h da inoculação foi inferior nos animais deficientes. 

O sistema complemento, juntamente com os fagócitos e células NK, faz parte 

da primeira barreira enfrentada pelo T. cruzi, a imunidade inata. Uma vez que 

estudos já mostraram que o sistema complemento pode reconhecer e eliminar 

formas tripomastigotas metacíclicas do parasita limitando seu sucesso na invasão de 

células do hospedeiro (CESTARI; RAMIREZ, 2010), avaliamos a parasitemia pelo 

parasita do clone Sylvio X10/4 em animais com o sistema complemento 

temporariamente eliminado devido o tratamento com Cobra Venom Factor (CVF). 

Neste estudo analisamos a saída de parasitas provenientes de cultura in vitro e de 

parasitas isolados de animais imunodeficientes (para anticorpos). No primeiro caso 

(inoculação de formas tripomastigotas provenientes de cultura celular) não 
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observamos diferenças significativas na parasitemia dos animais sem complemento 

e animais controle. Entretanto, quando foram utilizados parasitas provenientes de 

animais imunodeficientes, nos primeiros minutos da infecção foi observada uma 

quantidade maior de formas tripomastigotas circulantes nos animais desprovidos de 

complemento. Assim, em uma infecção com parasitas isolados do sangue de 

animais imunodeficientes, o sistema complemento parece contribuir para a remoção 

do parasita nos primeiros minutos da infecção. 

 

Em um segundo bloco de experiências procuramos avaliar alguns dos 

elementos que poderiam estar envolvidos na ausência de formas tripomastigotas do 

clone Sylvio X10/4 no sangue em fases posteriores da infecção. Assim, uma citocina 

de extrema importância no controle do Trypanosoma cruzi é o IFN devido a sua 

ação sobre a atividade microbicida de macrófagos, mudança de classe de anticorpos 

e outras ações sobre diversos elementos da resposta imunológica (SCHRODER et 

al., 2004). Em trabalho anterior do nosso laboratório, Marinho e colaboradores 

(2007) mostraram que o IFN- é o principal elemento envolvido no controle do clone 

Sylvio X10/4. Mais recentemente, Rodrigues e colaboradores (2012), utilizando 

camundongos inoculados com a cepa G, uma cepa que também é considerada de 

baixa virulência e pertence ao DTU T. cruzi I como o clone Sylvio X10/4, mostraram 

que a produção de IFN- é de extrema importância para controlar a infecção por este 

parasita. Diferentemente da infecção de camundongos normais, na infecção de 

camundongos deficientes em IFN- (IFN-KO) por parasitas do clone Sylvio X10/4 

detectamos parasitas circulantes, mas curiosamente de forma descontínua. 

Inicialmente postulamos que esta parasitemia patente poderia ser devida à ausência 

ou deficiência nestes animais de moléculas envolvidas na remoção dos parasitas, 

moléculas que dependeriam do IFN- para uma produção otimizada. No entanto, 

consideramos também a possibilidade da parasitemia patente resultar como 

consequência da altíssima carga parasitária destes animais, que ultrapassaria a 

capacidade de remoção do parasita pelas células ou fatores solúveis do sistema 

imune. Desta forma, buscamos avaliar quais elementos poderiam estar ausentes ou 

em menor quantidade no animal C57Bl/6 IFN-KO infectado, contribuindo à 

parasitemia intermitente. 
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Deixando de lado os receptores de membrana, a lista de moléculas solúveis 

que podem estar envolvidas na remoção do parasita do clone Sylvio X10/4 é muito 

extensa. Esta inclui pentraxinas (CRP, SAP, PTX3) (SHISHIDO et al., 2012), 

apoliproteínas (SAA) (MALLE; STEINMETZ; RAYNES, 1993), colectinas (MBL, 

surfactantes) e ficolinas (HOLMSKOV; THIEL; JENSENIUS, 2003), grande parte 

delas descritas como fatores com capacidade de ligar microorganismos e promover 

sua eliminação. Durante a fase aguda de muitas infecções, as denominadas 

proteínas de fase aguda apresentam níveis aumentados (WHITEHEAD et al., 1990), 

e como algumas possuem papel opsonizante e ativador de complemento, 

estudamos de inicio se a produção de quatro destas proteínas estariam relacionadas 

ao perfil intermitente de parasitemia dos animais C57Bl/6 IFN-KO. 

A proteína C reativa manteve-se em um nível baixo e apenas apresentou 

aumento significativo no decorrer da infecção pelo T. cruzi nos animais IFN-KO (no 

dia 13 p.i.), resultado esperado uma vez que este fator, apesar de ser a proteína de 

fase aguda mais aumentada nas infecções em humanos, não sofre grandes 

aumentos na infecção de camundongos (ECKERSALL, 2000). Assim como em 

estudos anteriores que já tinham apontado que a indução de SAP faz parte da 

resposta humoral murina à infecção com T. cruzi (SCHARFSTEIN; BARCINSKI; 

LEON, 1982; CRAY; ZAIAS; ALTMAN, 2009), nossas experiências mostraram que 

os níveis de SAP no plasma de camundongos C57Bl/6 WT aumentaram até o 8º dia 

de infecção e começaram a decrescer a partir do 13º dia. Em relação à SAA, os 

níveis no plasma de camundongos WT infectados mostraram uma cinética similar 

aos de SAP até o dia 18 após a infecção. Já nos camundongos IFN-KO, as 

proteínas SAP e SAA aumentaram significativamente a partir do 13º dia p.i. (em 

comparação ao grupo WT). Agindo em dois braços da resposta imune inata (ARAI; 

TABONA; SUMMERFIELD, 1993), já foi descrito que a interação da MBL com 

microrganismos poderia resultar tanto na remoção destes por células com 

receptores para colectinas, quanto na ativação da cascata do complemento (KAHN, 

1996). Nos nossos estudos, a MBL não apresentou variação nos níveis séricos nos 

animais normais, enquanto que no grupo imunodeficiente observamos um aumento 

significativo a partir do dia 13 de infecção. Desta forma, os nossos resultados 

permitem concluir que a parasitemia patente intermitente encontrada nos 

camundongos IFN-KO infectados por parasitas do clone Sylvio X10/4 não pode ser 
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atribuída a déficits na produção de proteínas de fase aguda. Estudos mais 

aprofundados são necessários para verificar se SAP, SAA e MBL, assim como 

outras moléculas solúveis, participam da remoção ativa do parasita do clone Sylvio 

X10/4. 

Em continuidade aos nossos estudos sobre a ação dos anticorpos no controle 

do parasita buscamos avaliar também a importância destas moléculas ao longo da 

infecção. Já foi descrito que a transferência passiva de anticorpos protege da fase 

aguda da infecção por formas tripomastigotas da cepa Y e, somado a isso, há uma 

queda na infectividade dos parasitas tratados com soro imune (KRETTLI; BRENER, 

1976). Além disso, anticorpos parasita-específicos agem na opsonização e 

neutralização do parasita. Quando avaliamos a infecção por parasitas do clone 

Sylvio X10/4 em animais C57Bl/6 BKO (que carecem de anticorpos em função da 

deficiência de linfócitos B maduros) observamos uma alta suscetibilidade, uma vez 

que todos os animais vieram a falecer. Estes resultados estão de acordo com o 

descrito por Kumar e Tarleton (1998) e indicam que, mesmo na infecção por um 

parasita de baixa virulência como o clone Sylvio X10/4, os anticorpos específicos 

são importantes como elemento de controle. 

Considerando o perfil Th1 da resposta ao T. cruzi, a presença de um padrão 

de resposta de anticorpos IgG é esperado, principalmente IgG2a; contudo, animais 

que não possuem a molécula co-estimuladora CD28 (CD28KO) não apresentam a 

troca de isotipo de anticorpos e, assim, só apresentam anticorpos específicos da 

classe IgM (MARINHO et al., 2007). Estudos anteriores do nosso laboratório 

apontam que camundongos C57Bl/6 CD28KO infectados com formas 

tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 controlam a infecção (MARINHO et al., 2009). 

Nossos resultados, comparando a mortalidade de camundongos C57Bl/6 CD28KO e 

C57Bl/6 BKO infectados, apontam apenas a suscetibilidade dos animais carentes de 

ambas às classes de anticorpos (dentro do período analisado). Desta forma, 

podemos concluir que os anticorpos naturais não parecem participar no controle do 

parasita do clone Sylvio X10/4 nos primeiros dias da infecção, no entanto, a 

médio/longo prazo, na ausência de anticorpos específicos da classe IgG, aqueles da 

classe IgM parecem essenciais. 

Levando-se em consideração os níveis semelhantes da parasitemia 

subpatente e ausência de parasitemia patente nos animais imunodeficientes C57Bl/6 
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BKO e C57Bl/6 CD28KO, nosso próximo passo foi verificar se os níveis séricos das 

proteínas de fase aguda nestas duas linhagens exibiriam diferenças que poderiam 

estar relacionadas às imunodeficiências apresentadas por estes animais. Como já 

esperado, os níveis de CRP foram baixos nos três grupos avaliados, sendo que nos 

animais BKO tivemos dificuldades na quantificação. A SAP apresentou aumento nos 

grupos até o 13º dia seguido de queda durante o período analisado, no entanto, 

observamos que mesmo com esta diminuição, os níveis nos animais 

imunodeficientes se mantiveram levemente maiores, principalmente no grupo BKO. 

Na avaliação da SAA, não observamos diferenças significativas entre as linhagens 

imunodeficientes, que mostraram níveis maiores que o grupo selvagem; enquanto 

que a MBL apresentou apenas pequenas variações ao longo do tempo avaliado. 

Assim, com estes resultados verificamos que os perfis das proteínas de fase aguda 

nos grupos BKO e CD28KO são muito semelhantes e não parecem estar 

relacionados a déficits apresentados por estes animais imunodeficientes. 

  Em relação ao objetivo central da dissertação, averiguar os elementos 

responsáveis pela baixa parasitemia na infecção pelo parasita do clone Sylvio X10/4, 

nossas experiências não chegaram a ser conclusivas, apesar de demonstrarmos a 

participação parcial do sistema do complemento e a presença elevada do parasita 

no fígado e baço às 24 horas da sua inoculação pela via intravenosa. Diante disto, 

experimentos adicionais tornam-se necessários para estimar o papel de outras 

moléculas, de membrana ou solúveis, e principalmente das proteínas de fase aguda, 

na saída/remoção do parasita. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONCLUSÕES 
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Os resultados obtidos nesse trabalho trazem contribuições para o 

entendimento das possíveis moléculas envolvidas na ausência de parasitemia em 

camundongos inoculados com o parasita do clone de baixa virulência Sylvio X10/4. 

Assim, as principais conclusões foram: 

 

 animais inoculados via intravenosa por parasitas do clone de baixa virulência 

Sylvio X10/4 não apresentam parasitemia patente após 24 horas; 

 

 nas condições experimentais utilizadas na manutenção do T. cruzi in vitro, 

parasitas isolados do 7º dia de cultura em células LLCMK2, quando 

inoculados em camundongos normais, geram níveis superiores de 

parasitemia que parasitas isolados do 9º dia de cultura; 

 

 animais C57Bl/6 WT infectados com parasitas da cepa de alta virulência Y 

isolados de cultura de células LLCMK2, da mesma forma que o clone Sylvio 

X10/4, não apresentam parasitemia patente após 24 horas de infecção, com 

curvas de parasitemia semelhantes; 

 

 T. cruzi da cepa Y isolados do sangue de animais imunodeficientes 

previamente infectados saem mais lentamente da corrente sanguínea; 

 

 a ausência de parasitas do clone Sylvio X10/4 no sangue não pode ser 

explicada pelo seu miotropismo, uma vez que 24 horas após a inoculação via 

intravenosa os parasitas foram encontrados preferencialmente no fígado e no 

baço, indicando a possibilidade dos parasitas serem ativamente removidos; 

 

 anticorpos naturais (IgM e IgG) não são essenciais para a saída do parasita 

do clone Sylvio X10/4 nas primeiras horas da infecção; 

 

 o sistema complemento de animais recém-infectados i.v. poderia contribuir na 

saída das formas tripomastigotas do clone Sylvio X10/4 da corrente 
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sanguínea quando os parasitas são isolados do sangue de animais 

imunodeficientes, mas não quando os parasitas são obtidos de cultura in vitro; 

 

 a ausência da citocina IFN- leva a uma parasitemia intermitente, a qual não é 

devida a deficiência de proteínas de fase aguda; 

 

 animais deficientes em linfócitos B são altamente susceptíveis à infecção pelo 

T. cruzi clone Sylvio X10/4; 

 

 animais C57Bl/6 CD28KO são mais resistentes à infecção pelo T. cruzi clone 

Sylvio X10/4 do que os animais C57Bl/6 BKO. Este resultado sugere que, a 

médio/longo prazo, o anticorpo específico IgM tem efeito protetor na infecção 

por parasitas do clone Sylvio X10/4; 

 

 apesar da ausência de parasitemia patente e parasitemias subpatentes muito 

parecidas nos animais C57Bl/6 BKO e C57Bl/6 CD28KO, os perfis 

semelhantes encontrados na produção das proteínas de fase aguda não 

parecem estar relacionados às imunodeficiências destas duas linhagens.  
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