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Resumo 

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que é amplamente descrito pela capacidade de invasão 

de células cardíacas, intestinais e do sistema imune inato, também pode invadir células do 

sistema nervoso central (SNC), causando lesões locais e transtornos neuropsiquiátricos. 

Micróglias e astrócitos têm funções distintas no SNC e ambos têm capacidade de responder a 

inflamações estéreis ou a infecções. Anteriormente, nosso grupo demonstrou a importância do 

inflamassoma NLRP3 para a produção de óxido nítrico (NO) e consequente controle da infecção 

nestas células. Ademais, tem sido descrito na literatura a participação da via da necroptose no 

controle de infecções e também colaborando para a ativação dos inflamassomas. Sabendo que 

tanto inflamassomas quanto moléculas da necroptose são expressas nas células do SNC, e ainda 

há poucos trabalhos descrevendo estas moléculas no controle da infecção por T. cruzi, 

sobretudo no tecido nervoso, nosso objetivo foi explorar estas duas vias e como elas influenciam 

a resistência de micróglias e astrócitos. Métodos: Micróglia e astrócitos obtidos de 

camundongos recém-nascidos (selvagens e nocautes para NLRC4 ou RIPK3) foram tratados ou 

não com inibidor de RIPK1 (Nec-1) e com inibidor de iNOS (aminoguanidina –AG) e infectados in 

vitro com tripomastigotas do T. cruzi cepa Y (MOI 5:1). No sobrenadante das culturas foram 

dosadas IL-1β, NO, glutamato e lactato. A carga parasitária foi avaliada através da microscopia 

de fluorescência com intervalos de 2, 48 e 96 horas pós-infecção. Resultados: Foi possível notar 

que NLRC4 está envolvido com o controle da infecção por T. cruzi em micróglias e astrócitos. No 

entanto, enquanto NLRC4 tende a induzir a secreção de NO em micróglias, o seu efeito é oposto 

em astrócitos. Interessante, culturas de micróglias e astrócitos de animais NLRC4-/- infectados 

com T. cruzi apresentam altos níveis de glutamato. Em contrapartida, micróglias mas não 

astrócitos de animais RIPK3-/- são mais resistentes à infecção, por um mecanismo não 

relacionado à produção de NO. Já RIPK1 parece ter efeito inibidor do controle da infecção em 

micróglias e astrócitos por um mecanismo independente da secreção de NO e dos 

inflamassomas. Conclusão: De maneira geral, podemos concluir que NLRC4 está relacionado 

com a resistência e RIP1K com a susceptibilidade de astrócitos e micróglias à infecção por T. 

cruzi.  Ainda, a secreção de NO tem papel oposto no controle do T. cruzi por essas células gliais. 

Sendo assim, nossos dados ilustram a complexidade das vias citosólicas que atuam de modo 

peculiar em cada tipo celular para a resposta à infecção por T. cruzi e também secreção de 

metabólitos fundamentais para a comunicação celular no SNC.  

 

Palavras-chave: Astrócito, Micróglia, Trypanosoma cruzi, NLRC4, RIPK1, RIPK3 
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Abstract 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi), which is widely described for its ability to invade cardiac, intestinal 

and innate immune system cells, can also invade central nervous system (CNS) cells causing local 

lesions and neuropsychiatric disorders. Microglia and astrocytes have distinct functions in the 

CNS and both are capable of responding to sterile inflammation or infection. Previously, our 

group demonstrated the importance of the NLRP3 inflammasome for the production of nitric 

oxide (NO) and consequent control of infection in these cells. Furthermore, the participation of 

the necroptosis pathway in infection control and contribution to the activation of 

inflammasomes has also been described in the literature. Knowing that both inflammasomes 

and necroptosis molecules are expressed in CNS cells, and there are still few works describing 

these molecules in the control of T. cruzi infection (especially in nervous tissue) our objective 

was to explore these two pathways and how they influence resistance of microglia and 

astrocytes. Methods: Microglia and astrocytes obtained from newborn mice (wild and 

knockouts for NLRC4 or RIPK3) were treated or not with RIPK1 inhibitor (Nec-1) and with iNOS 

inhibitor (aminoguanidine –AG) and infected in vitro with trypomastigotes of the T. cruzi strain 

Y (MOI 5:1). In the culture supernatant, IL-1β, NO, glutamate and lactate were measured. The 

parasite load was assessed using fluorescence microscopy at intervals of 2, 48 and 96 hours post-

infection. Results: It was possible to note that NLRC4 is involved in the control of T. cruzi 

infection in microglia and astrocytes. However, while NLRC4 tends to induce NO secretion in 

microglia, its effect is opposite in astrocytes. Interestingly, microglia and astrocyte cultures from 

NLRC4-/- animals infected with T. cruzi have high levels of glutamate. In contrast, microglia but 

not astrocytes from RIPK3-/- animals are more resistant to infection, by a mechanism unrelated 

to NO production. On the other hand, RIPK1 seems to have an inhibitory effect on the control 

of infection in microglia and astrocytes through a mechanism independent of NO secretion and 

inflammasomes. Conclusion: Overall, we can conclude that NLRC4 is related to resistance and 

RIP1K to the susceptibility of astrocytes and microglia to T. cruzi infection. Furthermore, NO 

secretion plays an opposite role in the control of T. cruzi by these glial cells. Therefore, our data 

illustrate the complexity of cytosolic pathways that act in a peculiar way in each cell type for the 

response to T. cruzi infection and also for the secretion of fundamental metabolites for cell 

communication in the CNS. 

 

Keywords: Astrocyte, Microglia, Trypanosoma cruzi, NLRC4, RIPK1, RIPK3 
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1.1. Trypanosoma cruzi e Doença de Chagas 

1.1.1. Doença de Chagas: distribuição, transmissão, sintomas e tratamento 

Em 1908, o médico e cientista Carlos Chagas estudando insetos comuns na comunidade 

que ele estava alocado, em Minas Gerais, encontrou uma nova espécie de protozoário que 

parasitava estes insetos. Era uma nova espécie de Trypanosoma e ele escolheu homenagear seu 

companheiro de profissão, chefe e tutor Oswaldo Cruz, nomeando-a cruzi. No ano seguinte, em 

1909, Carlos examinou uma menina de dois anos de idade que estava muito febril, e encontrou 

em suas amostras de sangue o mesmo protozoário que ele tinha observado no inseto 

triatomíneo. Logo em seguida, Carlos Chagas foi capaz de associar a presença daquele parasita 

com a doença da menina Berenice. Assim, se tornou o primeiro cientista a descrever o novo 

parasita, seu vetor de transmissão, e a doença causada pelo mesmo.  A doença foi nomeada em 

sua homenagem: Doença de Chagas (DC). Além de um feito extraordinário para medicina 

mundial, Carlos Chagas também teve papel muito importante no entendimento da DC e também 

em outras doenças infecciosas como a malária e outras tripanossomíases (1).  

Também chamada de tripanossomíase americana, a DC é uma doença causada pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e acomete cerca de 6 a 7 milhões de pessoas no mundo 

todo, sendo aproximadamente 5,7 milhões apenas na América Latina (2). Este protozoário é um 

parasita intracelular obrigatório e em seu ciclo de vida apresenta 3 diferentes morfologias que 

variam de acordo com a fase do ciclo que está.  A transmissão acontece na maior parte dos casos 

através do inseto vetor triatomíneo, popularmente conhecido como barbeiro. Durante sua 

picada, esse inseto deposita sobre a pele do animal (ou pessoa) suas fezes e urina que estão 

contaminadas pela forma infectante do T. cruzi, a forma flagelada, tripomastigota. Uma vez 

dentro das células do hospedeiro, o T. cruzi passa para sua forma replicativa que é aflagelada, 

chamada amastigota. A forma amastigota, após sua replicação, pode voltar para a forma 

tripomastigota, levando à lise da célula do hospedeiro. Com o rompimento da célula, o parasita 

é liberado para a corrente sanguínea do hospedeiro. Quando este hospedeiro é novamente 

picado por outro inseto triatomíneo, ele suga junto com o sangue os tripomastigotas. Ao longo 

do sistema digestivo do inseto, o parasita pode passar para sua forma epimastigota, que é a 

forma que se reproduz sexuadamente. No final do tubo digestivo do inseto o parasita volta para 

a forma infectante tripomastigota e fecha o ciclo de vida, infectando novas células hospedeiras. 

(Figura 1) 
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O inseto vetor deposita o protozoário na sua forma infectante, tripomastigota, na pele do hospedeiro. 

Essa forma é capaz de invadir a célula hospedeira e, uma vez intracelular, o parasita passa para sua forma 

amastigota que se replica assexuadamente. O parasita retorna à forma tripomastigota e, após causar a 

lise da célula hospedeira, é liberado para corrente sanguínea do hospedeiro. Nesse momento se um inseto 

vetor forragear por alimento e absorver o sangue com essas formas tipomastigotas, no seu intestino o 

parasita passa para sua forma epimastigota. Essa forma pode se reproduzir sexuadamente e mais uma 

vez voltar para sua forma infectante e infectar novas células hospedeiras, fechando o ciclo de vida do 

parasita. Fonte: Andrade e Andrews, 2005 (3). 

 

Há ainda outras formas de transmissão que não necessitam do inseto vetor, tais como: 

o consumo de alimentos diretamente contaminados pelo T. cruzi (como o consumo de açaí ou 

bagaço da cana-de-açúcar ao serem processados juntos do barbeiro, sem esterilização); a 

transmissão vertical entre mãe contaminada e feto; através de doação de órgãos ou transfusão 

sanguínea de doadores infectados; e em acidentes biológicos em laboratórios (4). A partir de 

meados 2010, a OMS tem apontado o aumento significativo dos casos da DC em regiões não-

endêmicas do inseto, como Estados Unidos, Canadá, alguns países da África, da Europa, e até 

mesmo do leste do Pacífico. Isso se deve majoritariamente ao aumento das migrações urbanas 

e principalmente à falta de conhecimento sobre a DC nesses locais não-endêmicos do inseto, 

que, no geral, não fazem o teste para T. cruzi antes de transfusões ou transplantes (Figura 2) (5–

7).   

 

 

Figura 1- Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi 
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Mapa mundi sobre a distribuição e o número de casos (aproximado) para cada país. Fonte: adaptado de 

Organização Mundial da Saúde, 2018 (8) 

 

A doença apresenta duas fases: a fase aguda em que o contato com o parasita é recente 

(no máximo 8 semanas). Neste primeiro momento, o parasita é encontrado em grande 

quantidade na circulação (parasitemia alta) mas os sintomas são muitos leves, inespecíficos e 

muitas vezes até assintomáticos. Na fase crônica, o parasita dificilmente é encontrado na 

circulação, mas está presente em alguns tecidos. Esta fase se subdivide em dois momentos: a 

fase intermediária, na qual o parasita está alocado nos tecidos de forma latente; e a fase de 

reativação - que pode acontecer anos após o primeiro contato - em que o parasita sai do estado 

de latência, causando danos nos tecidos em que estava alojado. Nesta última fase, os danos 

causados pelo parasita são mais graves e geralmente são irreversíveis, ou até mesmo fatais. Em 

cerca de 30% dos casos há acometimento cardíaco e 10% apresentam distúrbios neurológicos, 

intestinais ou ambos.  

Atualmente, o tratamento para pacientes da DC é feito com benzonidazol ou com 

nifurtimox. Apesar da comprovada capacidade tripanocida destes fármacos, existem muitos 

dados na literatura sobre seus efeitos colaterais, suas restrições para gestantes e suas limitações 

de efetividade de acordo com a fase da doença e a idade do paciente (9). Para mais, o 

Figura 2 -  Distribuição global dos casos da DC, baseado em estimativas oficiais (2018) 



20 
 

tratamento com benzonidazol, por exemplo, pode se estender por semanas, o que leva uma 

baixa aderência de seguir com o mesmo até o fim (9). 

 

1.1.2. Impactos socioeconômicos da DC 

Mesmo com o número alto de pessoas infectadas e com muito tempo desde sua 

primeira descrição, a DC ainda é uma das doenças tropicais negligenciadas. Esforços 

internacionais têm ganhado força a fim de aumentar a conscientização sobre a doença, não só 

nos países latinos, mas também no mundo todo. Em 2019, ano do 110° aniversário desde a 

primeira vez que o T. cruzi foi isolado por Carlos Chagas (em 1909), decidiu-se que 14 de abril 

seria celebrado o “Dia Internacional da Doença de Chagas” e em 2020 foi sua primeira 

celebração (5). O intuito de instituir esta data comemorativa é aumentar a conscientização da 

população e de agentes de saúde, e também dar visibilidade para esta doença que atinge 

principalmente pessoas em áreas pobres e marginalizadas, tentando diminuir o estigma social 

associado à doença (5).  

Mesmo que a maior parte dos casos de pessoas afetadas com DC não sejam casos fatais, 

as comorbidades - relacionadas principalmente aos casos crônicos da doença - têm grande 

impacto social e econômico para a pessoa acometida e também para sua família e comunidade. 

Casos de comorbidades afetam diretamente a disponibilidade, o tipo e o tempo de trabalho no 

qual a pessoa pode envolver-se, o que consequentemente afeta significativamente seu 

orçamento familiar. Também do ponto de vista de saúde pública, o investimento para manter 

os cuidados das pessoas com a forma crônica da doença, no geral, são muito maiores do que os 

gastos com a detecção e tratamento na fase aguda inicial da doença. 

 Estima-se que dentro da população de risco, apenas 10% das pessoas são testadas e 

diagnosticadas e apenas 1% recebe os medicamentos necessários para o tratamento. Um estudo 

da Dra. Eileen Stillwaggon da Faculdade Nacional de Medicina Tropical no Texas, EUA, estimou 

que se o teste para DC fosse feito com eficácia nas mulheres grávidas que têm origem nas 

regiões de risco, a prevalência da doença cairia pela metade e a redução de custos dos cuidados 

somariam, em média, 400 milhões de dólares ao ano (naquele estado) (10). Em 2015, na 

Colômbia, um dos países endêmicos da DC, foi iniciado um programa piloto, advindo da parceria 

entre a Iniciativa Medicamentos para Doenças Negligenciadas (DNDi) e o governo Colombiano, 

que buscou aumentar o acesso ao diagnóstico e ao tratamento da DC. O programa conseguiu 

expandir a testagem, diagnóstico e o tratamento da DC na região e teve grande impacto 

socioeconômico nestes municípios (11). O aumento do número de casos diagnosticados foi de 
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aproximadamente 400% ainda no segundo ano do projeto. Consequentemente a maior parte 

eram de casos na fase inicial da doença, e também casos dentro da faixa etária em que o 

tratamento com benzonidazol tem maior efetividade. A análise mais recente deste projeto 

avaliou um cenário sem estes diagnósticos – no qual fosse preciso administrar suas futuras 

complicações - resultaria no gasto de U$9,7 milhões, enquanto o valor de testagem, diagnóstico 

e tratamento desses casos foi de U$5,5 milhões, portanto economizando U$4,2 milhões para o 

sistema de saúde local (11). 

 

1.1.3. Infecção do T. cruzi no SNC  

 Desde 1911, Carlos Chagas já estudava casos do acometimento do Sistema Nervoso 

Central (SNC) pelo T. cruzi (12). Ele e outros autores se debruçaram sobre esse assunto tentando 

relacionar a presença do parasita neste tecido com os sintomas observados em alguns pacientes 

(13). Além disso, há muitos autores que buscaram descrever quais células do sistema nervoso 

poderiam ser infectadas pelo T. cruzi (12,14), como este tecido responde em casos 

experimentais da infecção (15,16) e como os casos de infecção em animais e pacientes podem 

variar devido a pluralidade de fontes de infecção, das variações genéticas e das cepas do 

protozoário e também das variações genéticas dos organismos hospedeiros (17).   

Mesmo em baixa frequência (cerca de 5 a 10% entre os casos da fase aguda), o parasita 

pode levar ao desenvolvimento de gravidades como meningoencefalite combinados ou não com 

cardiopatias, que acabam sendo fatais na maior parte das vezes (18). Esses casos são mais 

propensos a acometer crianças abaixo de 2 anos, adultos acima de 60 anos, ou pessoas 

imunodeprimidas ou imunocomprometidas (13). Cerca de 30% das pessoas que desenvolvem a 

forma crônica da DC desenvolvem estas complicações mais graves da doença, relacionadas ao 

sistema cardíaco, digestivo, nervoso ou ambos. Os casos mais graves, relacionados com maior 

mortalidade da DC são os casos de co-infecção com T. cruzi e HIV. Nesses casos, o T. cruzi se 

comporta como uma infecção oportunista e passa a ser reativado, principalmente nos casos de 

HIV+ antes do tratamento com retrovirais. Uma vez diagnosticada a reativação, o tratamento 

passa a ser como nos casos agudos e é administrado o antiparasitário (benzonidazol ou 

nifurtimox). Também deve-se iniciar o tratamento antirretroviral o mais rápido possível. A 

mortalidade nestes casos de co-infecção é consideravelmente alta, sendo relatada entre 70% 

até 100% dependendo do estudo (19). Apesar de não ser tão prevalente a co-infecção com T. 

cruzi e HIV (entre 1,3 a 7,1 % dos casos de DC, ou 5% dos casos de HIV) (20), a severidade é 

sempre alta: cerca de 70 a 90% dos casos de co-infecção trazem danos ao SNC e cerca de 10 a 
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55% tem danos cardíacos (18). Apesar dessa alta gravidade, a co-infecção T. cruzi e HIV ainda 

não foi sistematicamente analisada nos países em que a DC é endêmica. Uma revisão sistemática 

desta co-infecção entre os anos de 1980 e 2010 mostrou que, dos casos registrados, 76% eram 

no Brasil, 19% na Argentina, 1,7% nos Estados Unidos, 1,7% no Chile e 1% na Espanha (21).  

Além da co-infecção T. cruzi e HIV, a mais recente preocupação de saúde global - a 

COVID-19, causada pelo SARS-Cov2 - também tem sido alvo de atenção para os pacientes da DC. 

Devido às comorbidades que a DC traz (principalmente cardiopatologias), esses pacientes têm 

sido colocados nos grupos de risco para a COVD-19. Existem relatos na literatura em que a co-

infecção T. cruzi e SARS-Cov2 foi fatal (22,23). Nestes trabalhos é discutido que, assim como no 

caso do HIV, a COVID-19 pode resultar em linfopenia, e assim o T. cruzi age como uma infecção 

oportunista e pode acabar levando a quadros graves e geralmente fatais a esses pacientes. 

Nos casos de meningoencefalite o diagnóstico pode acontecer ao ser observado nódulos 

ou granulomas no SNC derivados dos ninhos de replicação do parasita, ou também quando é 

encontrado a presença do T. cruzi no líquido cefalorraquidiano (cerebral spinal fluid; CSF) 

(21,24). Geralmente a presença do parasita no tecido nervoso é percebida nos casos de 

reativação do parasita, anos após seu contato, em pessoas imunossuprimidas ou 

imunocomprometidas quando estas começam a notar sintomas mais agudos como febre, perda 

de consciência, letargia, convulsões, déficits sensoriais, entre outros (24) e podem até ser o 

motivo pelo qual o quadro de AIDS é diagnosticado e passa-se a iniciar seu tratamento para 

ambas infecções (25,26). Há ainda, casos crônicos da doença que podem envolver outros 

sintomas como isquemia cerebral, encefalopatia, desmielinização e transtornos 

neuropsiquiátricos (24). Tais transtornos relacionados à depressão e mudanças 

comportamentais podem acometer os pacientes crônicos da DC, independente da presença do 

parasita no parênquima do tecido nervoso, mas apenas pelo ambiente inflamatório persistente 

(27). Apesar dos relatos de anormalidades no SNC advindos da infecção por T. cruzi ser descrito 

há muitos anos, ainda há pouco aprofundamento nestes casos do ponto de vista clínico-

patológico e também do ponto de vista celular e molecular. Somado à inespecificidade dos 

sintomas existe também a possibilidade de outras infecções mais comumente encontradas no 

SNC, como por exemplo o Toxoplasma gondii (28,29), que aumentam a dificuldade do 

diagnóstico e, consequentemente, o entendimento mais aprofundado desta infecção no SNC e 

suas consequências para a vida do paciente. 
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1.2. Resposta Imune 

1.2.1.  Imunidade inata e PRRs  

 A imunidade inata é quem primeiramente responde a infecções ou sinais de perigo ao 

hospedeiro. Através de diversos receptores (Pattern Recognition Receptors; PRRs) cujo papel é 

reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (Pathogen–Associated Molecular 

Patterns; PAMPs) ou a dano celular (Damage-Associated molecular pattern; DAMPs), a 

imunidade inata é acionada e desencadeia as respostas imunes mais completas e adequadas 

para cada situação. Existem diversos tipos de PRRs, que podem ser categorizados 

principalmente em: 1) PRRs ancorados às membranas (celular ou endossomal) que são, por 

exemplo, os receptores do tipo Toll (Toll-like Receptors; TLRs) e os receptores de lectina tipo-C 

(C-type lectin receptors; CLRs); e 2) PRRs citoplasmáticos como os receptores NLR (Nucleotide-

binding oligomerization domain (NOD) leucine-rich repeats (LRR) domain containing receptors); 

do tipo PYHIN (pyrin and HIN domain-containing), do tipo RIG (RIG-I-like receptors; RLRs),  e um 

crescente número de receptores citosólicos sensores de ácidos nucleicos que vêm sendo 

descritos (30,31). 

 Os TLRs estão dentre os PRRs melhor descritos na literatura. Eles são receptores do tipo 

transmembrânicos e portanto estão sempre ancorados ou a membrana citoplasmática ou às 

membranas de endossomos, e também por esta razão reconhecem PAMPs extracelulares ou 

dentro destes endossomos (32). De modo geral, após a ligação com seu respectivo ligante, os 

TLRs se dimerizam e disparam uma cascata de sinalização intracelular. Na ativação desses 

receptores, recrutam proteínas adaptadoras que podem ser:  MyD88 (myeloid differentiation 

primary-response protein 88), TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein), TRIF (TIR-domain-

containing adaptor protein inducing IFNβ) ou TRAM (TRIF-related adaptor molecule). 

Dependendo da proteína adaptadora ativa, a via de sinalização se difere mas, por fim, levam à 

ativação de fatores de transcrição importantes como o NF-κB (Nuclear factor kappa enhancer 

binding protein) e IRFs (IFN-responsive factors), que induzem a transcrição de diversos genes 

pró-inflamatórios como Interferon do tipo I (IFN-I), óxido nítrico (NO), fator de necrose tumoral 

(tumor necrosis factor; TNF), entre outras citocinas (33). 

Os NLRs formam o maior grupo dentre os PRRs citosólicos. Nesta família, estas proteínas 

são geralmente formadas por três domínios: um domínio central de oligomerização (NOD), que 

dá nome ao grupo; um domínio na região carboxi-terminal (LRR); e um domínio na região amino-

terminal variável que determina as interações homotípicas que este receptor terá após sua 

ativação. Esta região variável é utilizada para agrupar essas proteínas em subfamílias: NLRA que 

tem domínio AD (acidic transactivation domain), também chamado CIITA; NLRP para os que tem 
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domínio PYD (pyrin domain); NLRC para os que possuem domínio CARD (caspase activation and 

recruitment domain); e NLRB para os que tem domínio BIR (baculoviral inhibitory repeat-like 

domain) que também são chamados NAIP (neuronal apoptosis inhibitory proteins) (34,35) 

(Figura 3).  

Os primeiros receptores desse grupo a serem descritos foram o NOD1 e NOD2 (NLRC1 e 

NLRC2 respectivamente). Estes reconhecem peptideoglicanos presente na parede celular de 

bactérias (36) e de maneira semelhante aos TLRs, sua ativação ativa fatores de transcrição como 

NF-κB e proteínas da via de sinalização das MAP kinases (mitogen-activated protein kinase, 

MAPK) (37,38). Alguns anos mais tarde se observou que certos membros dos NLRs conseguiam 

clivar uma protease inflamatória, a Caspase-1, e induzir a secreção das citocinas inflamatórias 

IL-1β e IL-18, além de induzir uma morte celular programada, através da formação de uma 

plataforma denominada inflamassoma (39). 

Proteínas NLR possuem um domínio central NACHT, um domínio LRR na região C-terminal e um domínio 

variável na região N-terminal, sendo que a partir deste, as proteínas são alocadas em subfamílias. A) 

NLRAs contendo o domínio de transativação (AD); B) NLRBs (também chamados de NAIPs) contendo o 

Figura 3 -Domínios das proteínas NLRs e sua classificação 
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domínio BIR; C) NLRPs contendo o domínio PYD; D) NLRCs contendo o domínio CARD. Fonte: Geddes e 

colaboradores, 2009 (34) 

 

1.2.2. Inflamassomas: formação, ativação e mecanismos efetores 

Alguns anos antes da descrição dos inflamassomas, já se sabia que a caspase-1 era a 

caspase inflamatória responsável por clivar as pró-formas das citocinas pró-IL-1β e pró-IL18 nas 

suas respectivas formas ativas IL-1β e IL-18. Também já se tinha observado que a caspase-1 era 

responsável por causar um tipo de morte celular altamente inflamatória. Até que em 2002, pela 

primeira vez, Martinon, Burns e Tschopp descreveram o processo celular que causava a ativação 

da caspase-1 e, consequentemente, a ativação da IL-1β e IL-18. Esse processo dependia de um 

complexo protéico, formado por uma proteína do tipo NLR mais a proteína adaptadora ASC (na 

época chamada de Pycard) e a pró-caspase-1 e/ou 11 (caspase 11 em camundongos e caspase 

4/5 em humanos). A este complexo de proteínas os autores chamaram “Inflamassomas”. Este 

nome veio a partir da semelhança do complexo “apoptossoma” adicionado ao prefixo “inflama” 

sugerindo sua ação altamente inflamatória (39). Este trabalho em específico observou a 

formação do complexo com a proteína NLRP1, mas eram recém descritas à época NLRP2, e 

NLRP3 sobre os quais os autores discutiam que, semelhante ao funcionamento dos TLRs, cada 

receptor reconheceria determinado estímulo molecular.  

Hoje já se sabe que os inflamassomas canônicos são compostos por: um sensor 

citosólico, a proteína adaptadora ASC somada à pró-caspase-1, sendo que esse sensor citosólico 

pode ser da família NLR ou da família dos Pyhin. Os inflamassomas mais estudados atualmente 

são os formados pelos sensores NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2 e Pyrin (revisado em (40,41)) onde, 

em linhas gerais, NLRP1 responde à toxina letal de B. anthracis e também ao protozoário 

Toxoplasma gondii; NLRC4 responde a estímulos como a flagelina e ao complexo secretório de 

bactérias; o AIM2 reconhece fragmentos de DNA citoplasmáticos (tanto do próprio hospedeiro 

como DNA exógenos) e o Pyrin (também conhecido como TRIM20) consegue reconhecer 

modificações na proteína Rho, geralmente desencadeadas pela toxina de algumas bactérias 

como a Clostridium difficile  e a Clostridium botulinum (40) (Figura 4). 

As proteínas sensoras estão dispostos no citoplasma na sua forma inativa e, ao se 

ligarem aos seus respectivos estímulos, mudam sua conformação e então passam a ter a 

capacidade de se oligomerizar e recrutar a proteína ASC. Esta última, através do domínio CARD, 

consegue recrutar a caspase-1 na sua forma inativa (pró-caspase-1). Nesse estado, as caspases 

recrutadas no complexo conseguem se auto-clivar e tornam-se ativas. Assim, têm a habilidade 

de clivar tanto as citocinas IL-1β e IL-18 como também a proteína Gasdermina D (39,42) (Figura 
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4). Apenas em 2015 se entendeu como os inflamassomas participam da morte celular chamada 

piroptose (prefixo ‘pyro’ – do grego fogo/inflamação + sufixo ‘ptose’- do grego falência/morte 

celular). Após ser clivada pela caspase-1, na sua região N-terminal, a Gasdermina D é capaz de 

formar poros na membrana celular, que causam rápido influxo de água e desequilíbrio osmótico 

da célula, levando à sua lise (43,44) (Figura 4). Esse processo libera o conteúdo citoplasmático 

da célula para o meio extracelular, o que permite restringir a replicação de parasitas 

intracelulares e também acentua a ativação das células ao redor e do processo inflamatório 

como um todo, favorecendo a resolução da infecção naquele determinado ponto (43,44).  
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Figura 4 -ativação dos inflamassomas canônicos e seus respectivos estímulos 
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Os inflamassomas são formados por proteínas da família NLR ou Pyhin. Os inflamassomas melhor 

conhecidos são aqueles formados por NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2 e Pyrin. Em termos gerais, NLRP1 

responde à toxina letal de B. anthracis e também ao protozoário Toxoplasma gondii; NLRP3 responde a 

diversos estímulos incluindo ATP, toxinas formadoras de poros, entre outros; NLRC4 responde a flagelina, 

a proteína Rod e a proteína Needle, presentes no complexo secretório de bactérias; o AIM2 reconhece 

fragmentos de DNA citoplasmáticos; e o Pyrin reconhece modificações na proteína Rho, geralmente 

desencadeadas pela toxina de algumas bactérias. Após sua ativação, esta proteína passa a se oligomerizar 

e então recruta a proteína adaptadora ASC, que por sua vez recruta a pró-caspase1. Esse complexo 

permite a caspase-1 se auto clivar. Em sua forma ativa, esta proteína pode clivar seus substratos pró-IL-

1β, pró-IL-18 e a Gasdermina-D. Esta última, é levada até a membrana formando poros na mesma, 

causando a morte por piroptose e facilitando a secreção das formas maduras de IL-1 e IL-18Fonte: 

Adaptado de Lu e colaboradores (35). 

 

Desde sua descrição até hoje, os inflamassomas vem sendo estudados em diversos 

contextos, desde doenças infecciosas até patologias inflamatórias estéreis, como doenças 

autoimunes (45), doenças metabólicas (46), câncer (47,48), Alzheimer (49), entre muitas outras. 

Uma doença que passou a ser melhor entendida foi a CAPS (Cryopyrin-Associated Periodic 

Syndrome), em que, por mutações genéticas no gene do NLRP3, o indivíduo tem esse sensor 

constitutivamente ativo e assim possui uma altíssima ativação dos inflamassomas. 

Consequentemente, apresenta processos inflamatórios persistentes que causam lesões 

teciduais muito severas (50). Nesse caso e em outros casos, principalmente relacionados a 

doenças crônicas reumáticas ou gota, o tratamento é feito com bloqueadores da ação da IL-1β 

(51–53). 

1.2.2.1  NLRP3  

 

Atualmente o inflamassoma composto por NLRP3 é o inflamassoma mais 

estudado e descrito na literatura. Para a ativação canônica existem duas fases: 1- um 

primeiro sinal, chamado priming, que geralmente é um estímulo dos TLRs (mas pode ser 

também vias IL-1R ou TNF) que leva à ativação de NFκB. Este fator de transcrição 

aumenta a indução das pró-formas das citocinas IL-1β e IL-18, da pró-caspase-1 e 

também aumenta a transcrição do próprio NLRP3; 2- o segundo sinal que ativa o NLRP3, 

permite sua oligomerização e todo o recrutamento das proteínas que formam a 

plataforma do inflamassoma. No caso do segundo sinal do inflamassoma formado por 

NLRP3 existe uma particularidade que diferente dos outros inflamassomas, uma vez que 

diversos estímulos de natureza completamente distinta são capazes de ativa-lo. Desde 

indicadores de estresse metabólico, como glicose extracelular elevada (54), cristais de 

ácido úrico (MSU) (55,56), ATP extracelular (57), até estressores ambientais como sílica 

(58), amianto (59) e radiação UVB (60). Além disso, diversas infecções acionam a 
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participação de NLRP3 como infecções bacterianas (61), virais (62), fúngicas (63) e por 

protozoários (64–66).  

Uma vez que esses estímulos são tão diferentes estruturalmente entre si, tem-

se proposto que NLRP3 não se ligue em cada um deles, mas que todos estes estímulos 

ativem algum mecanismo convergente e que NLRP3 seria o sensor deste mecanismo. 

Ou seja, de maneira geral, NLRP3 poderia ser entendido como um sensor da homeostase 

celular (67). Dentre os mecanismos propostos de ativação de NLRP3, os mais aceitos 

atualmente são: 1- o efluxo de Potássio (K+); 2- o influxo de Cálcio (Ca2+); 3- danos 

mitocondriais; e 4- a ruptura do lisossoma. 

1) O efluxo de íons de K+ é a via que primeiro surgiu como um mecanismo comum para 

os diversos estímulos de NLRP3, incluindo a nigericina que é um ativador clássico  

deste inflamassoma, o ATP e cristais de MSU (68). Alteração da concentração do íon 

K+ está relacionada com alterações conformacionais do NLRP3 que permitem sua 

ativação (69). Estudos mais recentes têm apontado a proteína NEK7 como tendo 

papel importante na regulação da ativação de NLRP3 e alguns grupos já mostraram 

como a dissociação de NEK7-NLRP3 é dependente da concentração deste íon (70). 

Todavia, ainda não há consenso na literatura sobre o mecanismo de ação pelo qual 

NLRP3 perceberia a alteração nos níveis de K+ e ainda é algo a ser elucidado se essa 

percepção aconteceria diretamente pelo receptor ou se existem outras moléculas 

que intermediam este processo.  

2) A mobilização do Ca2+ está envolvida com diversos processos celulares onde o Ca2+ 

tem papel de segundo mensageiro (71). Grande parte dos estimuladores de NLRP3 

induzem juntamente com a saída do K+, a mobilização rápida dos íons de Ca2+. 

Inibidores destas mobilizações induzem a inibição do inflamassoma NLRP3 (72,73). 

Nesse contexto, a mobilização dos íons de Ca2+ poderia estar relacionada com a 

desestabilização da membrana mitocondrial, o que permitiria o rompimento e 

liberação de outros ativadores do NLRP3, tais como mtDNA e cardiopilina (73). 

Outro grupo observou que a mobilização de Ca2+ dependente do receptor CASR 

(calcium-sensing receptor) não só ativou NLRP3 como também induziu a diminuição 

dos níveis de AMPc (AMP cíclico), um dos reguladores negativos da ativação de 

NLRP3 (74). No entanto, como o Ca2+ está envolvido em diversas vias de sinalização 

celular (71) e além disso, as reservas intracelulares de Ca2+ estão distribuídas em 

diversas organelas (como lisossomos, complexo de Golgi, retículo endoplasmático e 

também mitocôndrias) (75,76), é difícil correlacionar a ativação de NLRP3 com a 
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mobilização do Ca2+ diretamente. Há a hipótese de que essa ativação aconteça de 

maneira indireta, decorrente dos distúrbios que a mobilização de Ca2+ causa no 

ambiente intracelular.  

3) Assim como os modelos propostos anteriormente, a produção de ROS (reactive 

oxygen species) é observada após diversos estímulos ativadores de NLRP3 e, da 

mesma forma, inibidores de ROS inibem a atividade deste inflamassoma (77). Além 

disso, especificamente ROS advindos de danos mitocondriais, portanto mtROS já 

foram descritos como ativadores de NLRP3 (42,78). Além da produção de mtROS, a 

disrupção da organela libera seu DNA (mtDNA) que também parece ativar NLRP3 

(79). De fato, Zhou e colaboradores observaram que após sua estimulação, NLRP3 

está colocalizado com as mitocôndrias na região próxima ao núcleo celular (80). A 

localização espacial de NLRP3 está diretamente ligada à sua ativação (81) e poderia 

ser a ligação entre esta via de sinalização e NEK7 (82). No entanto, assim como esse 

mecanismo de ação parece acontecer na maioria dos ativadores de NLRP3, há 

estudos que sugerem que ele aconteceria de maneira secundária à ativação do 

inflamassoma, potencializando sua ativação, mas não sendo sua causa primária 

(77,83).  

4) Sabe-se que a maneira pela qual alguns cristais ativam os inflamassomas é 

intermediada pela ruptura dos lisossomas (49,55,84–86). Durante este processo de 

ruptura, algumas proteases contidas nessas organelas são liberadas para o citosol. 

Um tipo de protease que é liberada e está associada com a ativação de NLRP3 são 

as catepsinas (84). Alguns estudos mostraram que a secreção de IL-1β foi inibida 

após o uso de um inibidor farmacológico das catepsinas, o CA-074 Me (87–89). No 

entanto não se pode descartar o efeito da ruptura dos lisossomos sobre as 

alterações iônicas, como de K+ (68). Também já foi observado que essas proteases 

poderiam atuar como o sinal de priming do inflamassoma, uma vez que seus 

inibidores reduziram a transcrição da pro-IL-1β (90).  

1.2.2.2  NLRC4  

 

O inflamassoma formado por NLRC4 também tem sua peculiaridade quando 

comparado aos outros inflamassomas: para se formar ele precisa de outra proteína NLR 

da subfamília dos NLRB, também chamados de NAIPs. A ligação direta com o ligante é 

feita pela molécula do NAIP, que então se liga ao NLRC4 e permite a oligomerização 

deste. A seguir, podem ligar a molécula adaptadora ASC, recrutar e ativar a pro-caspase-
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1 e passam a clivar as citocinas IL-1β e IL-18 (91). Como NLRC4 possui um domínio amino-

terminal do tipo CARD, tem a capacidade de se ligar diretamente à caspase-1 sem a 

necessidade da proteína ASC. Atualmente se sabe que ao formar o complexo sem a 

proteína ASC, este inflamassoma induz piroptose, com baixa secreção de IL-1β e IL-18. 

Por outro lado, o complexo que contém ASC tem capacidade de induzir a secreção 

destas citocinas e também induzir a morte piroptose (92). 

A ativação melhor entendida de NAIP/NLRC4 é em resposta a estímulos 

bacterianos. Em camundongos, NAIP1 e NAIP2 são os ligantes de proteínas do complexo 

secretório do tipo 3 e 4 (respectivamente)(93) enquanto que NAIP5 e NAIP6 

reconhecem flagelina (94). Em humanos só há um gene que codifica o NAIP e essa 

mesma proteína é responsável por reconhecer e ativar o inflamassoma em resposta à 

flagelina e ao complexo secretório (95,96). A ativação do inflamassoma NAIP/NLRC4 já 

foi descrita como sendo importante mecanismo de defesa em resposta a infecções 

bacterianas, como bactérias dos gêneros Salmonella, Citrobacter e Legionella (97,98). 

Em contraste, sua ativação pode ser prejudicial em resposta a Helicobacter pylori, onde 

a inflamação crônica pode levar ao desenvolvimento de úlceras e até mesmo 

adenocarcinomas (99). 

Além da ativação em resposta a infecções bacterianas, é crescente na literatura 

os casos de ativação de NLRC4 em outros contextos não bacterianos. Desde sua 

participação em outras infecções como a do fungo Candida albicans (100), até sua 

ativação em contextos estéreis como em progressões tumorais (101–103), na 

hiperalgesia aguda (104) e na síndrome da ativação de macrófagos (macrophage 

activation syndrome; MAS), onde mutações de ganho de função no gene do NLRC4 

resultam em inflamações crônicas, em muitos casos correlacionado com doenças auto-

imunes (105,106). 

 

Por fim, como consequência da ativação dos inflamassomas, além das funções 

convencionais relacionadas à morte celular piroptose e à secreção de IL-1β e IL-18, existem 

outras funções chamadas de não convencionais (107). Essas funções são menos elucidadas com 

relação às vias moleculares, mas seus efeitos são observados e descritos em diversos estudos. 

Um desses efeitos é a “tempestade de eicosanoides”, que são mediadores inflamatórios de 

origem lipídica (como os leucotrienos e prostaglandinas), descrita por Moltke e colaboradores. 

Essa tempestade acontece de maneira dependente de caspase-1, após estímulos ativadores dos 
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inflamassomas como flagelina e a toxina letal do anthrax (108). Outra atividade celular que 

também é modulada pela atividade dos inflamassomas tem a ver com o metabolismo. Nas 

últimas décadas o assunto de imunometabolismo tem ganhado relevância nas análises sobre a 

magnitude das respostas inflamatórias. Nesse contexto, os inflamassomas já foram descritos 

tendo importante papel de modular a via da glicólise através de vias dependentes de IL-1β e 

também através da participação da caspase-1 que pode clivar diversos substratos da via 

glicolítica (109). Além de modular o metabolismo de carboidratos, os inflamassomas também 

podem estar envolvidos com o metabolismo de lipídios: a caspase-1 ativa já foi observada sendo 

importante na síntese de proteínas de ligação ao elemento regulador de esterol (sterol 

regulatory element-binding proteins; SREBPs) (110) bem como na regulação da absorção de 

triglicerídeos no intestino (111). Ainda, uma das funções não convencionais desencadeadas pela 

atividade dos inflamassomas, é a produção de óxido nítrico (NO). Nosso grupo descreveu a 

dependência de caspase-1 para a regulação da transcrição de NOS2 (nitric oxide 2) em resposta 

à flagelina (112,113). Nesse contexto, a caspase-1 é responsável por clivar PARP-1, uma proteína 

reguladora da transcrição, liberando a cromatina e permitindo a transcrição do gene NOS2. A 

secreção de NO é uma importante resposta para a resistência do hospedeiro nas infecções por 

S. thyphimurium e L. pneumophila. O mecanismo de secreção de NO também é de suma 

importância para a resistência à infecção por T. cruzi (114) e também foi descrito por nosso 

grupo que o NO dependente de NLRP3 foi importante para controlar esta infecção em 

macrófagos (65) e micróglias (115). 

 

1.2.3.  Necroptose, RIPK1 e RIPK3  

 Outro tipo de morte celular muito importante para o sistema imune inato é a 

necroptose. Juntamente com a piroptose e a apoptose, elas compõem o grupo de morte celular 

programada (programmed cell death; PCD). Atualmente, já se entende que mesmo mortes 

celulares cujo fenômeno morfológico é o oposto ao observado na apoptose (que é silenciosa, 

sem rompimento da membrana e sem secreção de citocinas), acontece de maneira altamente 

orquestrada por mecanismos celulares específicos. Em 2005, um grupo de pesquisadores 

conseguiu demonstrar que a necrose observada após a estimulação por TNF ou FasL na presença 

de inibidores de caspases era mediada por uma via bioquímica controlada por uma quinase 

denominada RIPK1 (receptor-interacting serine-threonine kinase 1). A este tipo de morte deram 

o nome de necroptose. Este tipo de morte celular, assim como a piroptose, causa aumento 

brusco do volume celular, lise da membrana plasmática, destruição de organelas e liberação do 

conteúdo intracelular (116). Apesar das semelhanças morfológicas com a piroptose (117), a 
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necroptose não depende da ativação de caspases, na verdade a supressão de caspases 

potencializa a indução da necroptose, e é mediada pelas quinases RIPK1 e RIPK3 e pela 

pseudoquinase MLKL (116,118). 

 Diferentes moléculas foram descritas como indutores de necroptose, tais como os 

ligantes de morte TNF (tumor necrosis factor), FASL (Fas Ligand) e TRAIL (TNF-related apoptosis-

inducing ligand), moléculas estas também descritas como iniciadoras da via de apoptose (119). 

Além destas, mais recentemente sabe-se que também moléculas citosólicas como RIG-I e STING 

são capazes de induzir esta morte celular, uma vez que são capazes de estimular IFN-I e TNF-α 

(120,121). Esta indução acontece da seguinte maneira: após a ativação do receptor, por exemplo 

o TNFR1 pelo TNF, ocorre a formação de um complexo proteico, chamado complexo I. Esse 

complexo inicia a partir do recrutamento de TRADD (Tumor necrosis factor receptor type 1-

associated DEATH domain) que se liga ao domínio de morte (DD) (Death Domain) do TNFR. 

TRADD, por sua vez, recruta RIPK1, cIAP1 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1), cIAP2, TRAF2 

(TNF receptor associated fator 2) e TRAF5. Este complexo I então induz a ativação da via canônica 

de NF-κB (nuclear fator kappa B) que leva à transcrição de genes relacionados à sobrevivência e 

proliferação, incluindo cIAPs e também cFLIP (cellular FLICE-like inhibitory protein), molécula 

inibidora da apoptose (122). A maneira que este complexo é formado permite que RIPK1 esteja 

disponível para ser ubiquitinado pelas cIAPs. Essa ubiquitinação é importante para manter a 

estabilidade do complexo I e RIPK1 é poliubiquitinado. Quando a intensidade ou a duração da 

estimulação do receptor TNFR1 é aumentada há diminuição desta ubiquitinação feita pelas 

cIAPS e/ou a ação direta de proteínas desubiquitinases e então este complexo se torna instável 

e passa a formar o complexo II. O complexo II é formado pelas moléculas de RIPK1 e TRADD que 

se desassociaram do primeiro complexo e agora se ligam a FADD (Fas-associated death domain) 

no citosol e que por sua vez recruta a pró-caspase-8. Esta caspase passa a ser ativada e, além de 

inativar RIPK1 e RIPK3 (123,124), inicia uma cascata de ativação de caspases, que culmina na 

morte por apoptose. Porém, na ausência ou inibição de FADD ou caspase-8, um complexo II 

alternativo é formado (complexo IIb). Neste contexto, RIPK1 se auto-fosforila e recruta uma 

segunda quinase, chamada RIPK3 (125,126) através de interações homotípicas entre os 

respectivos domínios RHIM. Uma vez recrutado, RIPK3 se auto-fosforila de modo a recrutar e 

fosforilar outra molécula, a pseudoquinase MLKL (mixed lineage kinase domain-like) (127,128). 

Depois de ativada, MLKL se oligomeriza e transloca para a membrana plasmática onde interage 

com fosfatidilinositóis, especialmente PIP3 (128–130). Apesar de não ter atividade de quinase 

intrínseca, esta proteína é essencial para a execução do sinal necroptótico, pois é responsável 



33 
 

pela desestabilização e ruptura da membrana celular através de um mecanismo ainda não 

elucidado completamente (131,132)(Figura 5). 

 

Figura 5- Vias iniciadoras da necroptose 

 

Após sinalização pelos receptores três vias distintas podem ser ativadas dependendo da disponibilidade 

de interações intracelulares e das modificações pós-traducionais (como ubiquitinação) de certas 

moléculas. Temos: A) sinalização pró-sobrevivência celular, via NF-κB; B) sinalização pró-apoptótica e C) 

sinalização para a morte necroptose. Fonte: adaptado de Su e colaboradores, 2016. (133) 

  

Estas mortes não-apoptóticas, como a necroptose e a piroptose, expõem os 

microorganismos invasores ao meio extracelular, uma vez que causam ruptura da célula e 

eliminam o nicho de replicação do microorganismo, fazendo que o mesmo fique sem substratos 

de sobrevivência e de multiplicação. Além disso, ainda liberam no meio extracelular fatores com 

alto potencial inflamatório como citocinas e DAMPs. Neste sentido, diversos estudos têm 

investigado a importância da morte celular para o controle de infecções. Por exemplo, Young e 

colaboradores observaram que camundongos deficientes para RIPK3 não controlam 

eficientemente a infecção por vírus da Vaccinia (125). Talvez uma das maiores evidências de que 

a necroptose é importante no controle de infecções vem da identificação de moléculas 
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expressas pelos patógenos que são inibidoras de diferentes pontos desta via. Por exemplo, vírus 

da família herpesvirus possuem moléculas que interagem com o domínio RHIM de RIPK3, 

impedindo que esta proteína interaja com MLKL e assim impedindo a necroptose. Vírus mutados 

que perdem a capacidade de interagir com RIPK3 causam uma virulência muito atenuada nos 

animais selvagens, que não é observada nos animais deficientes em RIPK3 (134). Resultado 

similar foi visto na infecção com o vírus herpes simples (HSV-1), que também expressa proteínas 

que se ligam diretamente à RIPK3 e induzem sua ativação (135). Animais deficientes em RIPK3 

apresentam elevada sensibilidade ao HSV-1, reforçando a hipótese de que RIPK3 possui um 

papel central no controle desta infecção. Notavelmente, também é através destas interações 

entre as formas homólogas de proteínas de vírus-hospedeiro que a indução de necroptose pode 

ter efeito deletério ao hospedeiro, levando à morte daquelas células responsáveis por controlar 

a infecção. Isto pode ser exemplificado pelo vírus HIV, que ao infectar o linfócito TCD4+, leva esta 

célula à morte por necroptose através do aumento da sensibilidade ao TNF e da diminuição da 

atividade da caspase-8 (136). 

Ainda, a necroptose também é descrita tendo envolvimento nos casos de infecções 

bacterianas, mostrando-se benéfica para o hospedeiro, como no caso da infecção por Yersinia, 

onde animais deficientes em RIPK3 e FADD ou caspase-8, mostraram-se bem mais suscetíveis a 

replicação desta bactéria (137,138). Já a bactéria E. coli possui um mecanismo efetor de 

patogenicidade que, ao infectar a célula, consegue modificar resíduos de arginina do domínio 

de morte das proteínas FADD e RIPK3, impedindo assim que a célula morra por apoptose ou por 

necroptose (139). Alguns outros estudos com bactérias, como Salmonella typhimurium (140), 

Clostridium perferingees (141) e Mycobacterium tuberculosis (142) indicam que estas são 

capazes de induzir necroptose in vitro.  

  

1.2.4.  Inflamassomas e RIPKs na infecção por T. cruzi  

A resposta desencadeada pela infecção por T. cruzi conta tanto com componentes da 

imunidade inata como da imunidade adaptativa. Ambas as linhas precisam estar muito bem 

ajustadas para que sejam efetivas. Da parte da imunidade inata estudos prévios mostraram o 

envolvimento de TLR2 (143,144), TLR4 (145,146), TLR7 (147), TLR9 (144) e MyD88 (148) no 

controle do T. cruzi, sendo que os animais deficientes para estas moléculas se mostraram 

suscetíveis a infecção. Além dos TLRs, outro receptor da imunidade inata que já foi descrito 

como importante em resposta ao T. cruzi, foi NOD1. Este receptor tem sua ativação similar aos 

TLRs, ativando NFκB, mas foi visto que apesar da sua ausência não alterar a produção de 
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citocinas pró-inflamatórias em resposta ao T. cruzi, as células tiveram pior controle desta 

infecção (149). Neste contexto, as moléculas do parasita que ativam estes receptores são: 

glicosilfosfatidilinusitol (GPIs), glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) e material genético parasitário. 

O reconhecimento do T. cruzi pelos inflamassomas ainda não é um mecanismo 

totalmente elucidado. Nosso grupo, paralelamente ao grupo do Dr. João Santana, descreveu a 

participação do inflamassoma NLRP3 e da caspase-1 no controle da infecção do T. cruzi em 

macrófagos peritoneais (65,150). Nestes trabalhos foi mostrado que o tratamento com inibidor 

da catepsina-B, o Ca-074Me, inibiu o efeito protetor da ativação dos inflamassomas, sugerindo 

que o mecanismo pelo qual o T. cruzi é capaz de ativar esta plataforma, provavelmente tem 

relação com a ruptura do lisossoma. Além disso, neste trabalho nosso grupo mostrou que a 

secreção de NO dependente da ativação de NLRP3 foi essencial para o controle da replicação 

destes parasitas em macrófagos. Mais recentemente, nosso grupo também descreveu a 

importância desse mecanismo de secreção de NO dependente de NLRP3 para o controle da 

infecção em micróglias (115). Um estudo em humanos observou que mutações nos genes de 

proteínas NLR e caspase-1 estavam associados a casos de cardiopatias desencadeada pela 

infecção com T. cruzi  (151) e mais recentemente outro grupo mostrou em experimentos ex-vivo 

que pacientes com cardiopatias têm maior expressão de IL-1β, NLRP3 e caspase-1 (152). 

Já o papel da necroptose e das suas proteínas na infecção por outros organismos como 

fungos e protozoários ainda não é amplamente explorado. O grupo da Dra. Katherine Fitzgerald 

mostrou o papel da caspase-8 no controle da infecção fúngica por Candida albicans, mas 

também reportaram que a ação de caspase-8 estaria associada à ativação da via dos 

inflamassomas e a secreção de IL-1β, mostrando que em muitos casos essas vias de morte 

interagem e se modulam dependo do seu contexto (153). Da mesma forma, o grupo do Dr. Igor 

Brodsky observou que animais duplo-nocaute para RIPK3 e Caspase-8 (DKO) sucumbiram à 

infecção por Toxoplasma gondii, porém os animais simples-nocaute para RIPK3 sobreviviam 

como os selvagens. Portanto, o efeito observado foi independente de RIPK3 e dependente de 

caspase-8, sugerindo outros papéis de atividade além do seu envolvimento na maquinaria de 

morte (apoptótica e necroptótica) (154). Por fim, análises sobre o papel da necroptose, RIPK1 e 

RIPK3 mostraram que essas moléculas participam do controle da infecção por Leishmania 

(155,156) e que casos graves da forma cutânea desta infecção tinham diminuição da transcrição 

dos genes da necroptose, sugerindo que a baixa expressão desses genes pode estar relacionada 

com a infecção não controlada naquele local sendo um possível mecanismo induzido pelo 

parasita para evadir a resposta imune (157). Até o momento atual não se tem estudos sobre 

RIPK1, RIPK3 ou a necroptose no contexto da infecção por T. cruzi. 
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1.3. SNC, inflamassomas e RIPKs   

1.3.1. Células da glia  

Durante muitos anos pensou-se que o sistema nervoso do ser humano era composto 

por cem bilhões de neurônios e que para cada neurônio tinha-se 10 células da glia com a função 

de dar suporte e proteção, mecânica apenas, a estes neurônios. Atualmente, já se sabe que nem 

a quantidade nem a função designada para estas células estavam corretas. Estudos mais 

recentes mostram que a proporção neurônio/células gliais é de 1:1 (158) e as funções dessas 

células gliais, além de bastante diversas, são também bastante dinâmicas. No SNC temos 3 tipos 

celulares compondo o grupo de células da glia: oligodendrócitos (responsáveis pela formação 

da bainha de mielina que envolvem neurônios), astrócitos (células abundantes com funções 

diversas para a fisiologia do SNC) e micróglias (representantes do Sistema Mononuclear 

Fagocitário) (159). De maneira geral, todas estas células contribuem para a homeostase do 

tecido nervoso, sendo que em muitos casos de doenças neuroinflamatórias, vê-se o papel de 

cada uma destas células no desequilíbrio da homeostase do tecido relacionado com a doença.  

A micróglia faz parte das células residentes do sistema imune no SNC. Sabe-se que a 

origem embriológica destas células está relacionada com macrófagos do saco vitelínico que 

migram nos primeiros dias do feto e se distribuem homogeneamente no tecido nervoso e se 

diferenciam fenotipicamente nas micróglias (160). Em ratos e camundongos têm sido 

caracterizadas as sub-populações de micróglias. A distribuição dessas populações também tem 

ampla relação com sua capacidade de se proliferar, sendo a região hipotalâmica, cortical e 

cerebelar com taxas menores de proliferação do que a região do hipocampo (161,162). Sua 

função inclui fagocitose do parênquima nervoso, englobando células apoptóticas e possíveis 

invasores e participação da poda sináptica dos neurônios, formatando as ligações nervosas 

(163–165). Morfologicamente essas células no estado inativo possuem longos processos que, 

após alguma lesão do tecido nervoso, ela concentra para a região lesionada e ativa vias 

inflamatórias a fim de conter a lesão (166,167). Elas podem induzir também as outras células 

gliais a secretar citocinas inflamatórias e assim promover um ambiente inflamatório que, se 

sustentado por muito tempo, pode resultar em doenças neurodegenerativas ou 

neuropsiquiátricas (168). 

Os astrócitos representam de 20 a 40% do total das células gliais, sendo de 2 a 4 vezes 

mais abundantes que as micróglias (158). Estas células contribuem para a manutenção do tecido 

nervoso de diversas maneiras: controlam o fluxo de íons e água disponível no meio extracelular 

(169), fornecem metabólitos importantes para os neurônios obterem energia (169,170), 

regulam a passagem de substâncias advindas da circulação através da formação da barreira 
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hematoencefálica (Blood Brain Barrier; BBB) (171) e também contribuem para a fluidez do 

líquido encefalorraquidiano (Cerebral Spinal Fluid; CSF) e para a formação/plasticidade das 

sinapses neurais (172). Além disso, essas células também são imunocompetentes e participam 

na resposta de diversos estímulos de infecção ou inflamação no SNC, secretando citocinas, 

quimiocinas e também ativando a resposta imune adaptativa (173). Justamente por 

desempenharem tantas tarefas no SNC e também por estarem presentes no órgão inteiro, 

existem diversos contextos em que a ativação em excesso ou em falta, ou deficiências no 

transporte de glutamato entre outras mutações, levam ao desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas ou neuropsiquiátricas (174,175) 

 

1.3.2. Inflamassomas e RIPKs no SNC 

Devido sua função imunológica conhecida, há muitos relatos da ativação dos 

inflamassomas nas células microgliais em diversos contextos. E, assim como em qualquer tecido, 

o engajamento dos inflamassomas no SNC pode estar relacionado com efeitos positivos ou 

efeitos negativos decorrentes da sua ativação. Alguns casos de infecção como pela bactéria 

Staphylococcus aureus a resposta desencadeada pelo inflamassoma AIM2 é essencial para 

controlar esta infecção. A ineficácia do controle da replicação desta bactéria pode causar lesões 

no tecido nervoso, podendo levar a abscessos cerebrais (176). Também foi observado a 

participação essencial do inflamassoma NLRC4 em resposta à infecção por Legionella 

pneumophila, uma bactéria causadora da pneumonia e que em casos graves tem diversos 

sintomas neurológicos como quadro de confusões e epilepsias (177). Por outro lado, a resposta 

do inflamassoma pode ser deletéria em outros contextos como por exemplo na doença de 

Alzheimer, onde a presença constante dos cristais de β-amilóide ativa cronicamente os 

inflamassomas na micróglia e está relacionada com o agravamento destes casos (178,179).  

Os astrócitos também podem responder a estímulos ativadores dos inflamassomas 

tanto em infecções como em contextos estéreis (180). Samartino e colaboradores mostraram o 

astrócito respondendo a bactéria Brucella abortus, além de secretar citocinas pró-inflamatórias, 

e aumentar a expressão de GFAP, um marcador celular de “astrócito reativo”. Após esta 

ativação, o astrócito sofre apoptose, participando do controle da replicação desta bactéria (181). 

Outro grupo também estudando a infecção por Brucella, viu que o controle dependia da ação 

conjunta de NLRP3 e AIM2 (182). Apesar de ser capaz de responder a estímulos de diversos 

inflamassomas (AIM2, NLRP3, NLRP2, NLRC4), o astrócito parece expressar maiores níveis de 

NLRC4, como visto após estímulo com a lipoproteína LPC que também é ativadora de NLRP3 
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(183). Neste estudo Freeman mostra que a resposta ao LPC necessita tanto de NLRP3 quanto 

NLRC4. Ainda,a expressão de NLRC4 se mostrou maior nos astrócitos do que nas micróglias 

(183). 

A participação de RIPK1 na isquemia seguida do acidente vascular cerebral (AVC) foi o 

primeiro relato da necroptose nas células do SNC, bem como também o primeiro relato do efeito 

do inibidor farmacológico de RIPK1, a necrostatina-1 (Nec-1) (184). Atualmente existem alguns 

estudos que avaliam o papel da necroptose, RIPK1 e RIPK3 em doenças neurodegenerativas e 

infecções do SNC (185,186). No modelo de isquemia e reperfusão, a necrose de regiões cerebrais 

advém da necroptose em resposta a TNF, de maneira dependente de RIPK1 (184). No entanto, 

apesar da morte celular ser dependente de RIPK1, outros grupos têm sugerido o papel de RIPK1, 

induzindo morte celular (astrócitos e neurônios) da região que sofreu isquemia, mas através de 

outras vias moleculares que não RIPK3 e MLKL. Nesse contexto, um estudo sobre a ativação 

especificamente dos astrócitos, mostrou que a ativação de RIPK1 era dependente de uma 

proteína amplamente expressa nos astrócitos, associado a proliferação e diferenciação, NDRG2 

(187). Outro grupo mostrou a participação de RIPK1 na ativação da via da autofagia, tanto em 

astrócitos como neurônios e a inibição desse mecanismo diminuiu a área do tecido nervoso que 

sofreu necrose (188). 

Por fim, RIPK1 e RIPK3 parecem agir também de maneira independente da necroptose 

(189). Além disso, é crescente na literatura a observação que as vias de PCD muitas vezes 

convergem para certas moléculas comuns. Há até mesmo uma proposta de PANoptosis 

(pyroptosis, apoptosis, necroptosis) que sugere que os mecanismos de PCD convergem e se 

somam. As moléculas que regulam cada um dos processos de morte celular inflamatória podem, 

inclusive, atuar de maneira redundante (190).  

Diante do exposto, fica clara a complexidade das interações entre vias citosólicas 

ativadas em resposta a infecções, as quais somam-se a mecanismos desenvolvidos pelos 

próprios patógenos para evadir o controle imune. No presente trabalho, pretendemos explorar 

o papel dessas vias na ativação de mecanismos efetores desenvolvidos por micróglias e 

astrócitos em resposta ao T. cruzi. 
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2. Justificativa 
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Uma vez que: 1) RIPK1 e RIPK3 na via da necroptose e NLRC4 na via dos inflamassomas 

são importantes moléculas para controle de infecções ocasionadas por diversos patógenos e são 

pouco exploradas no contexto do controle do T. cruzi; 2) Além de induzir necroptose, existem 

evidências de que RIPK3 e RIPK1 tem capacidade de modular algumas respostas mediadas pelos 

inflamassomas, sugerindo uma relação entre as duas vias de sinalização; 3) O papel dessas vias 

em células do SNC ainda necessita ser melhor elucidado; o presente estudo visa entender o 

papel de NLRC4, RIPK1 e RIPK3 no controle da infecção por T. cruzi bem como avaliar a possível 

interação entre a via dos inflamassomas e dos RIPKs durante esta infecção em micróglias e 

astrócitos.   
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3. Materiais e Métodos 
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3.1. Animais e parasitas  
Camundongos C57BL/6 wild type (WT), RIPK3-/- e NLRC4-/- mantidos em condições 

“Specific Pathogen Free”, foram fornecidos pelo Biotério de camundongos isogênicos do 

CEDEME (Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais) da Universidade Federal de 

São Paulo. Os procedimentos realizados nos animais estão de acordo com os manuais do 

CONCEA e foram submetidos à aprovação da CEUA/UNIFESP (n°CEUA: 2967120117) e do 

CEUA/Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (n° do protocolo3/2017). 

Tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y foram obtidos de infecções in vivo em animais Balb/C e 

passados para infecções in vitro em cultura de células epiteliais LLCM/K2 até a quarta passagem. 

Então foram congelados em solução 90% soro fetal bovino (SFB) e 10% DMSO em ultra freezer 

a-70°C até que fossem usados nos experimentos. No momento do experimento os parasitas 

foram descongelados, centrifugados e contados e foram diluídos em meio de cultura de acordo 

com a quantidade necessária e volume necessário para cada experimento. 

3.2. Obtenção de células gliais 
O método de extração celular utilizado foi o de Brewer e Torricelli (191), com pequenas 

modificações: Foram utilizados animais com até 3 dias pós-natal. Para a extração das células 

foram utilizados meio Hanks com 10% SFB e 1% penicilina/streptomicina e Hanks sem soro (25ml 

de cada para cada animal). Os animais foram anestesiados por inalação do anestésico Isoflurano 

(Cristália) e então foram eutanasiados por decapitação rapidamente, tendo em seguida, o 

encéfalo removido. Os córtex foram colocados em uma placa de petri (2mL) contendo meio 

Hanks com SFB. O tecido cerebral foi cortado em pedaços pequenos e transferidos para tubos 

Falcon 15mL. Seguidas lavagens foram realizadas (3 vezes para cada solução), adicionando-se 

3mL da solução em cada tubo e após o material decantar a solução foi descartada, onde 

primeiramente usando-se Hanks com SFB seguido de Hanks sem soro. Adicionou-se tripsina e 

então levou-se para banho maria a 37° C submetendo a uma gentil agitação manual a cada 5 

min até que atingisse 25 min totais. Em seguida repetiu-se o processo de lavagens citado 

anteriormente, sendo repetido por 3 vezes com a solução de Hanks com soro e depois 3 vezes 

com a solução Hanks sem soro. Adicionou-se 3ml de solução de Hanks sem soro submetido a 

sucessivas passagens através de pipetas Pasteur polidas de diâmetros decrescentes (três 

pipetas). As células foram centrifugadas (1500 rpm por 5 min) e ressuspendidas em 4 mL de 

Hanks com soro, e colocadas em uma garrafa de cultura média (Costar 75cm²). Após 30 min 

acrescentou-se 10 mL de meio DMEM/F12 10% SFB. O meio foi trocado por completo 2 dias 

depois e a cada 2 dias metade do volume do meio era retirado e novo volume era adicionado 

até que chegasse ao final de 14 dias. No 14° dia a cultura é formada por astrócitos aderidos na 
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garrafa em confluência de aproximadamente 100% e micróglias aderidas nos astrócitos em 

confluência aproximadamente de 50%. Para separar as populações celulares, a cultura foi 

submetida a agitação circular em shacker orbital a 240 rpm, 37°C, overnigth. Após esse 

procedimento, a micróglia desprendida localiza-se no sobrenadante e os astrócitos encontram-

se aderidos. Retirou-se o sobrenadante (micróglia) e tripsinou-se a garrafa para retirada dos 

astrócitos. Em seguida, as populações celulares separadas (micróglias e astrócitos) foram 

centrifugados a 1500 rpm por 4 min. O pellet de ambos foram ressuspendidos em DMEM/F12 

10% SFB para contagem das células em câmera de Neubauer. Em seguida as células foram 

plaqueadas conforme densidade planejada para cada experimento. 

3.3. Infecção das células gliais 
Micróglias e astrócitos de animais C57BL/6 wild type (WT), RIPK3-/- e NLRC4-/- foram 

plaqueadas em placas de 96 wells (Costar) na concentração de 3 x 104 células por poço. As 

células foram mantidas por 48h em meio de cultura (37°C em atmosfera com 5% de CO2) para 

aderência. Então, as células foram infectadas com MOI 5 (5 tripomastigotas para cada célula), 

epermaneceram em co-cultura durante 2h. Após isto, as culturas tiveram os meios retiradas e 

foram lavadas com DMEM/F12 10% SFB, para remoção total dos parasitas não aderidos às 

células. Finalmente, as células ficaram 2h, 48h ou 96h em cultura (conforme tempo de infecção). 

Após este período foram tratadas com metanol, para serem fixadas e em seguida foram lavadas 

com e coradas para análise de imunofluorescência. 

3.4. Imunofluorescência  
Para avaliar a taxa de infecção, as células fixadas com metanol foram incubadas com o 

anticorpo anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Alexa Fluor® 647 – Abcam) na concentração 

de 1:500 diluído em PBS, o qual marca a proteína de citoesqueleto dos astrócitos e com o 

corante DAPI (1:1000), a fim de marcar o DNA dos dois tipos celulares (astrócito e micróglia) 

bem como do parasita. As placas foram transferidas para o microscópio automático IN Cell 

Analyzer 2200 (GE Healthcare) onde as imagens foram adquiridas. A contagem de parasitas e 

células hospedeiras destas imagens foi realizada manualmente pelo software Image-J, e a 

apresentação dos dados foi feita pela proporção de número de parasitas por 100 células totais 

(taxa de infecção).  Todos os experimentos foram realizados em triplicata.  

3.5. Dosagem de IL-1β, NO, lactato e glutamato. 
Micróglias e astrócitos de animais C57BL/6 WT, RIPK3-/- e NLRc4-/- foram plaqueadas em 

placas de 48 wells (Costar) na concentração de 3 x 105 células por poço e infectadas como 

descrito anteriormente. A produção de IL-1 nos sobrenadantes das culturas foi determinada 

por ELISA sandwich de captura utilizando kits comerciais provenientes da BD Bioscience, 



44 
 

utilizando-se 100μL do sobrenadante destas culturas, e seguindo as instruções do fabricante. A 

produção de NO foi avaliada através do método de Griess, utilizando 50μl do sobrenadante de 

cultura e incubando-os com 50 μl do reagente de Griess por 5 min em temperatura ambiente. A 

concentração de NO foi determinada pela leitura da densidade óptica a 540nm em referência a 

uma solução padrão de NaNO2. As dosagens foram realizadas em triplicatas. A produção de 

lactato foi dosada utilizando-se 2μL de uma diluição 1:10 do sobrenadante destas culturas. A 

dosagem utilizou-se do kit enzimático para Lactato (Labtest) seguindo as recomendações do 

fabricante. Por útlimo, a dosagem do glutamato utilizou-se 50 μL do sobrenadante das culturas 

foi determinada pelo kit comercial Glutamate-Assay Kit (Sigma/Merck) seguindo todas as 

recomendações do fabricante. 

3.6. Análise Estatística 
As análises estatísticas foram realizadas através do teste two-way Anova e pós teste 

Tukey, quando comparados mais de um grupo e teste T-student para apenas um grupo. As 

diferenças entre os grupos foram consideradas significantes quando o valor p <0.05 (*), p <0.01 

(**) e p<0,001(***). 
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4. Resultados 
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4.1. Micróglia 

4.1.1. NLRC4 está envolvido na resposta da micróglia à infecção pelo T. cruzi 

Anteriormente, nosso grupo mostrou a importância do inflamassoma NLRP3 para o 

controle da replicação do T. cruzi em macrófagos (65). Interessante, mais recentemente, 

demonstramos que a presença de NLRP3 também foi importante para o controle da replicação 

deste parasita na micróglia (115). Além do NLRP3, outro inflamassoma amplamente estudado 

em contextos infecciosos é o formado pelo receptor NLRC4. Apesar de ser majoritariamente 

descrito como sensor de infecções bacterianas, trabalhos recentes têm mostrado sua 

participação em outros contextos não bacterianos. Nosso grupo tem investigado a participação 

de NLRC4 no controle de infecções por protozoários em macrófagos (dados não publicados). 

Uma vez que NLRC4 parece estar altamente expresso no SNC (183,192,193), iniciamos o 

presente estudo investigando o papel desta molécula nas células gliais. 

Utilizando micróglias primárias extraídas de animais nocaute para NLRC4 (NLRC4-/-) e 

selvagens (WT) e infectadas com T. cruzi cepa Y (5:1) (conforme descrito anteriormente), 

avaliamos o papel de NLRC4 no controle da replicação do parasita intracelular. É possível 

observar que a micróglia NLRC4-/- possui uma tendência em ter maior carga de parasitas 

intracelulares, no tempo mais tardio da infecção (96h) quando comparado às células WT (Figura 

6A-B). Ainda, observou-se que a célula NLRC4-/- apresentou redução significativa na secreção de 

IL-1β, sugerindo que o inflamassoma NLRC4 é necessário para a resposta da micróglia à infecção 

por T. cruzi (Figura 6C). No entanto, é interessante notar que a célula NLRC4-/- não interrompe 

totalmente sua secreção de IL-1β, confirmando que há a participação de outro inflamassoma, 

como o formado por NLRP3, em resposta a este parasita. 

Sabendo-se que a molécula tripanocida NO é muito importante para o controle da 

replicação do T. cruzi (114) e também que o inflamassoma NLRP3 participa da secreção dessa 

molécula em macrófagos e micróglias infectados (65,115) dosamos a produção de NO na 

ausência de NLRC4. Vimos que a micróglia NLRC4-/- tem tendência a secretar menos NO em 

comparação com a célula WT (Figura 6D). A secreção de NO parece estar relacionada a maior 

permissividade à replicação do parasita, uma vez que o tratamento com um inibidor 

farmacológico da iNOS, a Aminoguanidina (AG) modulou de maneira distinta a capacidade 

tripanocida das micróglias WT e NLRC4-/- (Figura 6E). Ainda que sem significância estatística, foi 

possível observar que o tratamento induziu ao aumento da carga parasitária nas micróglias WT 

mas não nas células NLRC4-/-.  Esse dado sugere que na célula ausente de NLRC4 a inibição por 

AG tenha menor impacto no controle da infecção, uma vez que esta célula secreta menos NO 
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em resposta ao parasita. Dessa forma, os dados mostram que NLRC4 está envolvido na resposta 

à infecção por T. cruzi em micróglias. 

 

Figura 6 - NLRC4 está envolvido na resposta da micróglia à infecção pelo T. cruzi 
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Micróglias primárias extraídas do encéfalo de camundongos C57BL/6 e NLRC4-/- recém-nascidos foram primadas com 
LPS (500ng/mL) por 2h. Em seguida foram infectadas com T. cruzi Y (5:1) por 2h ou 96h, quando tiveram seus 
sobrenadantes coletados e foram fixadas com metanol. (A)- Células fixadas marcadas com anti-GFAP (vermelho) e 
coradas com DAPI (verde), onde os núcleos das células e os amastigotas foram diferenciados por tamanho e contados. 
Seta laranja - ninho contendo amastigotas, seta branca - núcleo da célula. Micrografias representam aumento óptico 
de 200x. (B)- Gráfico representativo das contagens de amastigotas por 100 células, onde foram contados pelo menos 
10 campos de cada triplicata experimental. Do sobrenadante coletado foi realizada a dosagem de (C)-  IL-1β por ELISA 
e (D)- a produção de NO, por Griess. As barras representam a média ±SD de triplicatas experimentais (*-p<0,05) de 
um experimento representativo que foi repetido ao menos três vezes. 

 

4.1.2. RIPK3 participa do controle da infecção em micróglias por um mecanismo não 

relacionado à secreção de NO  

A via da necroptose tem sido descrita como significativa para o controle de algumas 

infecções no SNC (134,194). RIPK3 é uma das moléculas centrais nessa via e já foi descrita sendo 

importante no controle de alguns protozoários (154,195,196). Além disso, RIPK3 pode participar 

da ativação da via dos inflamassomas, que como já demonstrado, é relevante para o controle 

da infecção por T. cruzi. Assim, o próximo passo foi verificar a participação de RIPK3 na infecção 

por T. cruzi em micróglias. 

Surpreendentemente, a micróglia RIPK3-/- apresentou menor carga parasitaria quando 

comparado a célula WT, principalmente no tempo mais tardio da infecção (96h) (Figura 7A-B), 

sugerindo que RIPK3 participe da suscetibilidade à infecção por T. cruzi.  

Como a ativação dos inflamassomas é importante para o controle desta infecção, 

avaliamos a produção de IL-1β nestas células. Concordando com o dado da carga parasitária, 

encontramos que a célula RIPK3-/- é capaz de secretar maior quantidade de IL-1β em resposta 

ao parasita, quando comparada à célula WT, sugerindo que RIPK3 pode atuar como regulador 

da atividade do inflamassoma (Figura 7C). 

No entanto, a célula RIPK3-/- apresentou menor secreção de NO quando comparada à 

célula WT (Figura 7D), sugerindo que um mecanismo independente de NO atue na resistência 

da micróglia à infecção pelo T. cruzi na ausência RIPK3. Ainda, a diferença de secreção de NO 

entre as micróglias WT e RIPK3-/- parece não ter relação com a quantidade total de células, já 

que mesmo em 96h p.i. não há diferença no número de células entre os grupos (Figura 7E)  

 

 

 

 

 



49 
 

 

Figura 7 -RIPK3 participa do controle da infecção em micróglias por um mecanismo não 
relacionado à secreção de NO 
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Micróglias primárias extraídas do encéfalo de camundongos C57BL/6 e RIPK3-/- recém-nascidos e foram primadas com 

LPS (500ng/mL) por 2h. Em seguida as células foram infectadas com T. cruzi Y (5:1) por 2h, 48h ou 96h, quando tiveram 

seus sobrenadantes coletados e foram fixadas com metanol. (A)- Células fixadas marcadas com anti-GFAP (vermelho) 

e coradas com DAPI (verde), onde os núcleos das células e as amastigotas foram diferenciados por tamanho e 

contados. Micrografias representam aumento óptico de 200x. (B)- Gráfico representativo das contagens de 

amastigotas por 100 células, onde foram contados pelo menos 10 campos de cada triplicata experimental. Foi dosado 

do sobrenadante destas culturas (C)- a produção de IL-1β no tempo de 24hp.i. e (D)- a produção de NO no tempo de 

96h. (E)- Total de células que estavam aderidas na placa no momento da fixação em 96h. As barras representam a 

média ±SD de triplicatas experimentais (*-p<0,05) de um experimento representativo que foi repetido ao menos três 

vezes. 

 

4.1.3. RIPK1 regula a capacidade tripanocida das micróglias de maneira independente 

de NLRC4 e NLRP3 

Assim como RIPK3, RIPK1 também é descrito tendo participação na ativação dos 

inflamassomas, favorecendo sua ativação e a produção de IL-1β (197,198). Na via de necroptose, 

RIPK1 está upstream de RIPK3 e a ativação de RIPK3 em muitos casos depende de RIPK1. Assim, 

decidimos investigar o papel de RIPK1 na resposta de micróglias infectadas com T. cruzi. Para 

isso usamos um inibidor farmacológico de RIPK1, a necrostatina-1 (Nec-1). Vemos na figura 8 

que o tratamento com Nec-1 tem tendência em diminuir a carga parasitária intracelular no 

tempo de 96h (Figura 8A-B), sugerindo que, assim como RIPK3, a presença de RIPK1 está 

relacionada com a maior permissividade à replicação do T. cruzi. No entanto, curiosamente, o 

efeito sobre a secreção de IL-1β é o oposto ao observado anteriormente: com a inibição de RIPK1 

por Nec-1, a micróglia secreta menos IL-1β em relação à célula não tratada (Figura 8C). Isso 

sugere que RIPK1 e RIPK3 estão atuando de formas opostas na ativação dos inflamassomas em 

micróglias em resposta ao T. cruzi.  Interessantemente, não há efeito de Nec-1 na secreção de 

NO (Figura 8D), sugerindo que RIPK3 e RIPK1 inibam a capacidade tripanocida de micróglias de 

maneira não relacionada à produção de NO. E, assim como observado anteriormente, esse 

efeito não está associado à perda celular, uma vez que a quantidade de células é similar nos dois 

grupos, mesmo 96h p.i. (Figura 8E). 

Para avaliarmos a participação dos inflamassomas na modulação da capacidade 

tripanocida de micróglias por RIPK1, células obtidas de animais nocaute para NLRC4 (NLRC4-/-) e 

para NLRP3 (NLRP3-/-) foram tratadas (ou não) com Nec-1. Vimos que o tratamento inibiu a 

replicação do T. cruzi mesmo na ausência desses inflamassomas, sugerindo que a maior 

resistência das células tratadas com Nec-1 não envolve mecanismos dependentes de NLRC4 e 

NLRP3 (Figura 8F).   
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(continuação da figura na próxima página) 

Figura 8 - RIPK1 regula a capacidade tripanocida das micróglias de maneira independente de NLRC4 
e NLRP3 
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Micróglias primárias extraídas do encéfalo de camundongos C57BL/6 recém-nascidos e foram primadas com LPS 

(500ng/mL) por 2h e tratadas (ou não) com Nec-1 (30μM) ou AG (1mM). Em seguida as células foram infectadas com 

T. cruzi Y (5:1) por 2h ou 96h, quando tiveram seus sobrenadantes coletados e foram fixadas com metanol. (A)- Células 

WT fixadas marcadas com anti-GFAP (vermelho) e coradas com DAPI (verde), onde os núcleos das células e as 

amastigotas foram diferenciados por tamanho e contados. Micrografias representam aumento óptico de 200x. (B)- 
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Gráfico representativo das contagens de amastigotas por 100 células, onde foram contados pelo menos 10 campos 

de cada triplicata experimental. Foi dosado do sobrenadante destas culturas (C)- a produção de IL-1β no tempo de 

24hp.i. e (D)- a produção de NO no tempo de 96h. (E)- Total de células (WT) que estavam aderidas na placa no 

momento da fixação em 96h. (F) – Contagem representativa de amastigotas por 100 células de micróglias primárias 

extraídas de animais WT, NLRC4-/- e NLRP3-/-  que tiveram o mesmo tratamento descrito anteriormente. As barras 

representam a média ±SD de triplicatas experimentais (*-p<0,05) de um experimento representativo que foi repetido 

ao menos três vezes.  

4.1.4. Vias metabólicas são impactadas pelos inflamassomas, mas não por RIPK1, em 

micróglias 

 

Trabalhos recentes têm mostrado como a modulação do metabolismo energético da 

célula gera diferentes respostas em contextos específicos (199,200). Além disso sabemos que as 

células da glia tem diferentes papéis dentro da homeostase do tecido nervoso. Dentre tantos 

metabólitos importantes para a homeostase do tecido nervoso, podemos destacar o lactato e o 

glutamato, envolvidos em diversos mecanismos celulares, no fornecimento de energia para os 

neurônios e também localizados em pontos diferentes dentro da cadeia energética (pensando 

no ciclo do ácido cítrico). Sabendo disso, nosso próximo passo foi observar como esses 

metabólitos são modulados em resposta à infecção por T. cruzi nas micróglias e como as vias 

relacionadas ao controle da infecção podem modular esses metabólitos. 

Vimos que a micróglia é capaz de secretar lactato e que este metabólito se acumula com 

o tempo em cultura (Figura 9A). Além disso, observou-se que nem a infecção com T. cruzi (Figura 

9A) nem o tratamento com Nec-1 (Figura 9B) alterou a secreção de lactato em nenhum dos 

tempos observados, sugerindo que a participação de RIPK1 na capacidade tripanocida das 

micróglias acontece de maneira independente das vias metabólicas que geram lactato.  

Assim como observado para o lactato, a infecção com T. cruzi não induz alteração no 

perfil de secreção de glutamato (Figura 9C), bem como os estímulos com LPS e nigericina. Ainda, 

RIPK1 parece também não ter efeito na liberação desse metabólito, uma vez que Nec-1 não 

alterou a sua secreção.  

No entanto, de maneira muito interessante, micróglias de animais NLRC4-/- mas não de 

animais NLRP3-/- apresentam alta liberação de glutamato em resposta ao T. cruzi. Ainda, o 

tratamento com Nec-1 foi incapaz de alterar a alta secreção de glutamato observada na ausência 

de NLRC4. No entanto, surpreendentemente, a adição do inibidor farmacológico de iNOS, a 

aminoguanidina (AG), foi capaz de reduzir a secreção do glutamato apresentada por micróglias 

NLRC4-/- a níveis basais (Figura 9C). Uma vez que as micróglias NLRC4-/- apresentam níveis 

indetectáveis de NO (Figura 6D), o mecanismo pelo qual a AG modula a secreção de glutamato 

necessita ser elucidado. 
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Em conjunto, os dados mostram que NLRC4 tem papel majoritário na regulação da 

micróglia em resposta à infecção por T. cruzi, interferindo na capacidade de controlar a infecção 

e secreção de mediadores envolvidos no metabolismo e comunicação celular. 

 

 

Micróglias primárias extraídas do encéfalo de camundongos C57BL/6 e NLRC4-/- e NLRP3-/-  recém-nascidos foram 

primadas com LPS (500ng/mL) por 2h e tratadas (ou não) com Nec-1 (30μM) ou AG (1mM). Em seguida as células 

foram infectadas com T. cruzi Y (5:1) e seus sobrenadantes foram coletados 24h, 48h, 72h e 96h p.i onde foram 

dosados (A) e (B) - lactato (Labtest) e (C) – glutamato (Sigma/Merck) 96h p.i., conforme instruções dos fabricantes. 

As barras representam a média ±SD de triplicatas experimentais (*-p<0,05.  

 

 

Figura 9 - Vias metabólicas são impactadas pela expressão de moléculas dos inflamassomas, 
mas não por RIPK1, em micróglias 
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4.2. Astrócito  

4.2.1.  NLRC4 inibe a secreção de NO e tem papel no controle da infecção por T. cruzi 

em astrócitos 

Utilizando astrócitos primários extraídos de animais nocaute para NLRC4 (NLRC4-/-) e 

selvagens (WT), infectados com T. cruzi cepa Y (5:1) (conforme descrito anteriormente) 

avaliamos o papel de NLRC4 no controle da replicação do parasita intracelular. Observou-se que 

o astrócito NLRC4-/- possui um acentuado aumento na quantidade de parasitas intracelulares 

(Figura 10 A-B), especialmente em tempos tardios da infecção, o que indica a participação do 

NLRC4 no controle da replicação de T. cruzi nos astrócitos. Em seguida avaliamos a secreção de 

IL-1β em resposta a este parasita e vimos que a célula NLRC4-/- tem significante redução desta 

citocina, reforçando a importância de NLRC4 para esta célula (Figura 10 C).  

Como observado para as micróglias, avaliamos como estaria a secreção de NO nestas 

células. Surpreendentemente, a produção de NO foi significativamente aumentada na ausência 

de NLRC4 (Figura10D), mostrando um papel diferencial desta molécula em astrócitos e 

micróglias e sugerindo que no astrócito o NO estaria relacionado com pior controle da infecção. 

De fato, o tratamento dos astrócitos com AG reduziu consideravelmente a carga parasitária 

observada nesta célula 96h p.i., (Figura 10E).  

Sendo assim, observou-se que NLRC4 é ativado em resposta à infecção por T. cruzi em 

astrócitos e possui papel no controle da infecção por este protozoário. Ainda, NLRC4 participa 

de maneira distinta na secreção de NO em micróglias e astrócitos e o impacto desse mediador 

no controle da infecção é oposto nessas populações celulares.   
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(continuação da figura na próxima página) 

Figura 10- NLRC4 inibe a secreção de NO e tem papel no controle da infecção por T. cruzi em astrócitos 
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Astrócitos primários extraídos do encéfalo de camundongos C57BL/6 e NLRC4-/- recém-nascidos e foram primadas 

com LPS (500ng/mL) por 2h. Em seguida foram infectados com T. cruzi Y (5:1) por 2h ou 96h, quando tiveram seus 

sobrenadantes coletados e foram fixadas com metanol. (A)- Células fixadas marcadas com anti-GFAP (vermelho) e 

coradas com DAPI (verde), onde os núcleos das células e as amastigotas foram diferenciados por tamanho e 

contados.(Seta laranja - ninho contendo amastigotas, seta branca - núcleo da célula). Micrografias representam 

aumento óptico de 200x. (B)- Gráfico representativo das contagens de amastigotas por 100 células, onde foram 

contados pelo menos 10 campos de cada triplicata experimental. (C)- Do sobrenadante coletado foi realizada a 

dosagem da produção de IL-1β por ELISA e (D)- a dosagem da produção de NO. As barras representam a média ±SD 

de triplicatas experimentais (*-p<0,05; **-p<0,01;) de um experimento representativo que foi repetido ao menos três 

vezes  

 

4.2.2. RIPK3 não participa do controle da infecção em astrócitos  

Utilizando astrócitos primários extraídos de animais nocautes para RIPK3 (RIPK3-/-) e 

selvagens (WT), infectados com T. cruzi cepa Y, observou-se que o parasita é capaz de replicar e 

aumentar a carga parasitária de maneira tempo-dependente, confirmando dados anteriores 

(115). Além disso, vimos que os astrócitos RIPK3-/- e WT não apresentaram diferenças na 

quantidade de parasitas intracelulares, mesmo em tempos mais tardios da infecção (Figura 11A-

B), sugerindo que RIPK3 não tenha papel no controle da infecção do T. cruzi em astrócitos. 

Corroborando esses dados, temos a produção de IL-1β e de NO que não se alteram na ausência 

de RIPK3 (Figura  11C- D). Dessa forma, os dados mostram que RIPK3 não tem papel na infecção 

por T. cruzi em astrócitos.  
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(continuação da figura na próxima página) 

 

Figura 11 - RIPK3 não participa do controle da infecção em astrócitos 
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Astrócitos primários extraídos do encéfalo de camundongos C57BL/6 e RIPK3-/- recém-nascidos e foram 

primadas com LPS (500ng/mL) por 2h. Em seguida as células foram infectadas com T. cruzi Y (5:1) por 2h, 48h ou 96h, 

quando tiveram seus sobrenadantes coletados e foram fixadas com metanol. (A)- Células fixadas marcadas com anti-

GFAP (vermelho) e coradas com DAPI (verde), onde os núcleos das células e as amastigotas foram diferenciados por 

tamanho e contados. Micrografias representam aumento óptico de 200x. (B)- Gráfico representativo das contagens 

de amastigotas por 100 células, onde foram contados pelo menos 10 campos de cada triplicata experimental. Foi 

dosado do sobrenadante destas culturas (C)- a produção de IL-1β no tempo de 24hp.i. e (D)- a produção de NO no 

tempo de 96h. (E)- Total de células que estavam aderidas na placa no momento da fixação em 96h. As barras 

representam a média ±SD de triplicatas experimentais de um experimento representativo que foi repetido ao menos 

três vezes. 

 

4.2.3. RIPK1 inibe o controle da infecção por T. cruzi em astrócitos de maneira 

independente dos inflamassomas 

Seguindo o mesmo racional apresentado anteriormente, fomos verificar o papel de 

RIPK1 no controle da infecção do T. cruzi em astrócitos. Vemos na figura 12 que o tratamento 

com Nec-1 diminui drasticamente a carga parasitária dos astrócitos, sugerindo que RIPK1 seja 

bastante importante para a permissividade do astrócito à infecção pelo T. cruzi (Figura 12A-B). 

Assim como observamos nas micróglias, Nec-1 inibiu a secreção de IL-1 (Figura 12C) e não 

alterou a secreção de NO (Figura 12D) em resposta ao parasita, sugerindo que RIPK1 interfere 
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na susceptibilidade dos astrócitos de maneira não relacionada à produção de NO. Uma vez mais, 

os efeitos não podem ser atribuídos ao efeito do Nec-1 na perda celular, uma vez que o número 

de células foi mantido após o trabalho e infecção (Figura 12E).  

Uma vez que Nec-1 inibiu a secreção de IL-1 dos astrócitos, decidimos avaliar a 

participação de NLRC4 e NLRP3 na modulação da resistência dessas células em resposta ao T. 

cruzi (Figura 12F). Assim como obtido com as micróglias, foi possível observar o efeito do 

tratamento com Nec-1 na resistência dos astrócitos NLRC4-/- e NLRP3-/- à infecção pelo T. cruzi, 

sugerindo que RIPK1 controle a susceptibilidade dos astrócitos de maneira independente de 

inflamassomas por um mecanismo a ser elucidado e que não está relacionado à modulação da 

secreção de NO. 

 

Figura 12 - RIPK1 tem papel no controle da infecção em astrócitos, por um mecanismo de 
inibição de NO e é capaz de modular ativação dos inflamassomas 

 

(Figura continua na próxima página) 
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Astrócitos primários extraídos do encéfalo de camundongos C57BL/6 recém-nascidos e foram primadas com LPS 

(500ng/mL) por 2h e tratadas (ou não) com Nec-1 (30μM) ou AG (1mM). Em seguida as células foram infectadas com 
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T. cruzi Y (5:1) por 2h ou 96h, quando tiveram seus sobrenadantes coletados e foram fixadas com metanol. (A)- Células 

WT fixadas marcadas com anti-GFAP (vermelho) e coradas com DAPI (verde), onde os núcleos das células e as 

amastigotas foram diferenciados por tamanho e contados. Micrografias representam aumento óptico de 200x. (B)- 
Gráfico representativo das contagens de amastigotas por 100 células, onde foram contados pelo menos 10 campos 

de cada triplicata experimental. Foi dosado do sobrenadante destas culturas (C)- a produção de IL-1β no tempo de 

24hp.i. e (D)- a produção de NO no tempo de 96h. (E)- Total de células (WT) que estavam aderidas na placa no 

momento da fixação em 96h. (F) – Contagem representativa de amastigotas por 100 células de astrócitos primários 

extraídos de animais WT, NLRC4-/- e NLRP3-/-  que tiveram o mesmo tratamento descrito anteriormente. As barras 

representam a média ±SD de triplicatas experimentais (*-p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001) de um experimento 

representativo que foi repetido ao menos três vezes. 

 

4.2.4. Inflamassomas modulam vias metabólicas dos astrócitos em resposta à infecção 

pelo T. cruzi  

Uma vez que os dados anteriores sugerem que vias distintas mediadas pelos 

inflamassomas e RIPK1 alteram a resistência dos astrócitos à infecção pelo T. cruzi e que essas 

vias podem impactar (e ser impactadas pelo) o metabolismo energético dessas células, 

avaliamos dois metabólitos importantes para os astrócitos que são o lactato e o glutamato. 

Similar ao observado nas micróglias (Figura 9), verificamos que os astrócitos secretam lactato 

de maneira independente da infecção por T. cruzi (Figura 13A). Ainda, esse metabólito se 

acumula com o tempo em cultura e também não é alterado pelo tratamento com Nec-1 (Figura 

13B), sugerindo que a participação de RIPK1 na capacidade tripanocida dos astrócitos também 

acontece de maneira independente das vias metabólicas que geram lactato.  

Ao contrário do estímulo com nigericina, a infecção com T. cruzi e o tratamento com LPS 

não induziram alteração na presença do glutamato na cultura dos astrócitos (Figura 13C). Houve 

uma tendência ao aumento na secreção de glutamato após o tratamento com Nec-1 apesar de 

não haver diferença significativa. Os inflamassomas parecem exercer papel majoritário na 

inibição da secreção (ou aumento da recaptação) do glutamanto também em astrócitos 

infectados, uma vez que altos níveis de glutamato em resposta ao T. cruzi foram encontrados 

nos astrócitos dos animais NLRC4-/- e também NLRP3-/- (Figura 13C).  

Ao contrário do observado em micróglias, o tratamento com o inibidor farmacológico 

de iNOS, a aminoguanidina (AG), aumentou a secreção do glutamato dos astrócitos, 

especialmente dos astrócitos NLRC4-/- (Figura 13C). 

Em conjunto, os dados mostram que NLRC4 participa da capacidade tripanocida de 

astrócitos por um mecanismo relacionado à inibição de NO e glutamato.   
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Astrócitos primários extraídos do encéfalo de camundongos C57BL/6 e NLRC4-/- e NLRP3-/-  recém-nascidos foram 

primadas com LPS (500ng/mL) por 2h e tratadas (ou não) com Nec-1 (30μM) ou AG (1mM). Em seguida as células 

foram infectadas com T. cruzi Y (5:1) e seus sobrenadantes foram coletados 24h, 48h, 72h e 96h p.i onde foram 

dosados (A) e (B) - lactato (Labtest) e (C) – glutamato (Sigma/Merck) 96h p.i., conforme instruções dos fabricantes. 

As barras representam a média ±SD de triplicatas experimentais (*-p<0,05; **- p<0,01).   

Figura 13- Inflamassomas e RIPK1 modulam vias metabólicas em resposta a infecção pelo T. 
cruzi 

 

Figura 14- Inflamassomas e RIPK1 modulam vias metabólicas em resposta a infecção pelo T. 
cruzi 
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5. Discussão 
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Mesmo com mais de 100 anos desde sua descrição, a doença de Chagas continua sendo 

uma doença tropical negligenciada. Importantes iniciativas vêm trazendo atenção para isso, 

fazendo levantamento epidemiológico e também promovendo o conhecimento e o tratamento 

da doença nas comunidades endêmicas. O entendimento de mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos no controle da infecção pelo T. cruzi também pode desempenhar papel 

importante no combate dessa doença. Nesse sentido, nosso trabalho, junto ao de outros grupos, 

vem buscando entender as vias moleculares envolvidas na resposta imune ao T. cruzi e na 

interação patógeno-hospedeiro. No presente trabalho vimos a participação de moléculas 

citosólicas (a saber NLRC4, RIPK1 e RIPK3) na resposta à infecção por T. cruzi em micróglias e 

astrócitos e seus diferentes papéis na modulação da secreção de IL-1β, NO. Além disso também 

observamos o impacto dessas moléculas para o perfil metabólico da célula, o que também se 

correlaciona com o controle da infecção. 

É possível observar que a infecção por T. cruzi foi capaz de ativar o inflamassoma NLRC4 

na micróglia, uma vez que na ausência dessa molécula houve diminuição da secreção de IL-1β, 

parâmetro utilizado para avaliar a ativação dos inflamassomas (Figura 6C). Interessante, na 

micróglia NLRC4-/- a secreção de IL-1β não foi totalmente abolida, uma vez que é sabido que 

outros inflamassomas como o NLRP3 também participam da resposta frente a este parasita 

(65,115,201). Esses dados sugerem que os inflamassomas formados por diferentes moléculas 

iniciadoras, podem cooperar e até agir de maneira redundante para a resposta a um mesmo 

estímulo. De fato, alguns trabalhos já mostraram o recrutamento de NLRP3 e NLRC4 após o 

estímulo com Salmonella, sugerindo que um inflamassoma recrute o outro para compor a 

resposta. É também provável que eles agrupem na mesma plataforma molécular formando 

apenas um único puncta inflamassoma no citosol (202,203). Neste caso, a ausência de uma 

dessas proteínas upstream a ASC não resultaria na depleção total da secreção das citocinas, mas 

apenas na sua diminuição.  

Apesar de baixa significância estatística, houve grande tendência em todos os 

experimentos realizados, à menor secreção de NO e maior permissividade à replicação do T. 

cruzi em micróglias NLRC4-/- (Figura 6A-B, D). Como descrito anteriormente por nosso grupo, o 

NO dependente de NLRP3 foi importante para controlar a infecção por T. cruzi em macrófagos 

e micróglias (65,115). Assim, talvez a redundância com NLRP3 possa explicar o baixo impacto da 

ausência de NLRC4 na secreção de NO em micróglias. A participação dos inflamassomas na 

indução da secreção de NO está relacionada com a atividade da caspase-1 que depois de ativada 

pode clivar uma proteína associada a cromatina, PARP-1, e então liberar o sítio de transcrição 

do gene da iNOS (112,113). Dessa forma é possível inferir que mesmo que os inflamassomas 
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funcionem cooperativamente em resposta ao mesmo estímulo, possivelmente algum dos 

receptores é predominante em certas respostas a alguns estímulos. Por ser capaz de ser ativado 

por diversos estímulos, NLRP3 é provavelmente o inflamassoma “predominante” na resposta da 

micróglia ao T. cruzi e pode receber adição à essa resposta pela ativação de NLRC4. No entanto, 

apesar de ainda serem necessários mais estudos a respeito do mecanismo pelo qual o T. cruzi é 

capaz de ativar NLRC4, é importante pontuar que até o presente momento este é um dos 

primeiros trabalhos que observa a participação de NLRC4 em uma infecção por protozoário (97). 

É sabido que a resposta suficiente ao T. cruzi, em macrófagos e em modelos 

experimentais in vivo é dependente da secreção de citocinas pró-inflamatórias, como TNFα, INF-

γ, IL-12, da secreção de NO e da função adequada das células da imunidade inata e imunidade 

adaptativa como macrófagos, células NK, linfócitos Th1, TCD8+ (204–206).  A via da necroptose 

que participa em diversos contextos de infecção (134,142,156) e em patologias estéreis e 

crônicas (184,207,208) é ativada por TNF e já foi observada contribuindo para a ativação dos 

inflamassomas. Assim, parecia lógica a participação da necroptose na infecção pelo T. cruzi. 

Porém, surpreendentemente, na ausência de RIPK3 houve um melhor controle da replicação do 

T. cruzi e secreção de maiores níveis de IL-1, sugerindo que RIPK3 possa inibir a ativação dos 

inflamassomas em resposta a esse parasita. No entanto, a atividade de RIPK3 parece acontecer 

de maneira independente da indução de morte celular, uma vez que não houve diferença na 

quantidade de células recuperadas após a infecção e também da secreção de NO (Figura 7C).  

Alguns estudos têm mostrado como as vias de apoptose e de necroptose tem 

capacidade de ativar o NLRP3 e induzir a secreção de IL-1β (209–212). Além disso a caspase-8 

foi demonstrada tendo habilidade de clivar IL-1β diretamente e também de ativar o 

inflamassoma NLRP3 (211,213–215). É possível sugerir que o T. cruzi seja capaz de ativar a 

caspase-8 e essa, na ausência de RIPK3, além de não mais inibir essa proteína (que pode induzir 

a ativação dos inflamassomas) também pode diretamente clivar a IL-1β aumentando sua 

secreção nas micróglias no presente estudo (Figura 7C). Porém, diversos estudos mostraram que 

células Ripk3−/−Caspase-8−/−, Fadd−/−Ripk3−/−, Mlkl−/−Fadd−/− e Ripk3−/− tem drasticamente 

diminuída a transcrição de proteínas inflamatórias, incluindo IL-1β (138,214,216). Sendo assim, 

seria mais provável que a micróglia Ripk3−/− tenha outras vias intracelulares alteradas, como as 

relacionadas com metabolismo celular, dentre outras, que explicaria o aumento de IL-1β em 

resposta à infecção pelo T. cruzi.  

Uma vez que a ausência de RIPK3 resultou na melhora do controle da infecção por um 

mecanismo que não dependente de NO e nem da morte celular (Figura 7D-E), nossa próxima 



67 
 

avaliação buscou entender se era um mecanismo dependente de RIPK1. Existem alguns 

contextos que RIPK3 pode ser recrutado diretamente por TRIF e recrutar MLKL na ausência de 

RIPK1, bem como outras vias que levam a transcrição de NFκB, ou mesmo à apoptose que 

requerem RIPK1 mas são independente de RIPK3 (189). Por isso avaliamos a participação de 

RIPK1 através da adição do inibidor farmacológico dessa molécula, o Nec-1. Foi possível notar 

que o tratamento diminuiu a carga parasitária da micróglia tratada (Figura 8A-B) e, mais uma 

vez, esse controle não estava relacionado com a secreção de NO, uma vez que a secreção deste, 

não foi alterada na presença do inibidor (Figura 8D). Além disso, com a inibição de RIPK1 

observou-se menor secreção de IL-1β, sugerindo que RIPK1 tenha um papel positivo na 

modulação do inflamassoma, favorecendo sua ativação (Figura 8C). Esse dado converge com os 

estudos que vêem RIPK1 favorecendo a ativação dos inflamassomas. Uma das vias que se sugere 

que RIPK1 favoreça a secreção de IL-1β é pela ativação da fosfatase mitocondrial de 

serina/treonina, a PGAM5 (Phosphoglycerate mutase, an enzyme family member 5) que 

responde a TNF e é responsável por induzir mtROS e em consequência ativar NLRP3 (197,213). 

A participação de PGAM5 já foi descrita como sendo essencial para o controle da replicação da 

L. amazonensis uma vez que foi capaz de modular tanto a secreção de IL-1β como de NO (156). 

No entanto, nesse mesmo estudo, as pesquisadoras observaram que PGAM e RIPK1 

participavam do controle da Leishmania por mecanismos distintos, onde RIPK1 quando inibido 

não tinha alterada sua secreção de NO, assim como observamos no presente estudo com T. 

cruzi. Porém Dra. Luz e colaboradores observaram que a inibição de RIPK1 deixou macrófagos 

derivados da medula óssea (BMDM) mais susceptíveis à infecção por Leishmania e também que 

a secreção de IL-1β estava aumentada após o tratamento com Nec-1 (156). Interessante, apesar 

de Nec-1 ter capacidade de inibir a secreção de IL-1β (Figura 8C), o seu efeito no controle da 

infecção aconteceu de maneira independente das moléculas NLRC4 e NLRP3 (Figura 8F).  

A invasão do T. cruzi no parênquima do SNC é uma observação bastante antiga, 

praticamente feita desde a descrição da DC. Desde 1911 Carlos Chagas já postulava a presença 

do T. cruzi no SNC nos casos crônicos, mesmo a maior parte dos casos relatados na fase aguda, 

naquela época. É também antiga a informação de que esse parasita dificilmente se encontrava 

em neurônios, no geral eles estão abrigados nas células gliais e em especial nos astrócitos 

(14,15,217,218). Esses estudos iniciais observavam que os ninhos de amastigotas se 

encontravam quase sempre em nódulos que continha: parasita, astrócito, micróglia e até 

mesmo infiltrados inflamatórios (13). A maior parte dos grupos que observaram a infecção do 

SNC em humanos eram estudos descritivos, principalmente de pacientes HIV+ e não havia 

informação suficiente sobre mecanismos moleculares dos astrócitos em resposta a essa 
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infecção. Um dos primeiros estudos in vitro que analisou a biologia molecular desta célula em 

resposta ao T. cruzi observou que o parasita foi capaz de invadir e replicar de maneira tempo-

dependente. Ainda, o astrócito apresentou aumento da expressão da molécula de MHC (tipo I 

e II) e secreção da citocinas e quimiocinas, sugerindo seu papel como célula apresentadora e 

ativadora da imunidade adaptativa (219). Nesse contexto nosso grupo também descreveu a 

capacidade do T. cruzi invadir e se replicar em astrócitos primários de camundongos neonatos. 

O astrócito parece não controlar a infecção por T. cruzi, mostrando-se mais permissivo que a 

micróglia, fato relacionado com a menor ativação de NLRP3 nessas células.  Ainda, os astrócitos 

de camundongos WT e NLRP3-/- se mostraram igualmente permissivos à infecção (115). Em 

contrapartida, astrócitos deficientes em NLRC4 apresentaram uma carga parasitária ainda maior 

do que a célula WT (Figura 10A-B), sugerindo que esta molécula contribua para a homeostase 

celular de alguma forma. De fato, já foi sugerido que a expressão de NLRC4 seria maior em 

astrócitos do que em micróglias, em resposta a uma lipoproteína (LPC) (183), o que pode sugerir 

que para os astrócitos, a ausência de NLRC4 seja mais significativa do que nas micróglias, em 

resposta ao T. cruzi. Ainda, observamos que a secreção de IL-1β diminuiu significativamente na 

ausência de NLRC4 (Figura 10C) e também acompanhou o controle da infecção, sugerindo que 

NLRC4 é de fato importante para resposta frente à infecção pelo T. cruzi, mesmo que o controle 

da infecção não seja obtido por completo. Em outros contextos de infecção como por exemplo 

por Brucella abortus, o astrócito também foi capaz de secretar citocinas inflamatórias, incluindo 

IL-1β, também não controlando totalmente a replicação desta bactéria (181).  

Surpreendentemente, a secreção de NO foi significativamente aumentada no astrócito 

NLRC4-/- (Figura 10D). Esse resultado chamou bastante a atenção e, a fim de confirmá-lo, 

tratamos células WT com AG e avaliamos a carga parasitária após 96h de infecção. O tratamento 

levou a uma tendência na diminuição da carga parasitária, o que sugere que o NO nos astrócitos 

esteja relacionado à suscetibilidade à infecção (Figura 10E). Resultado similar já havia sido 

observado por nós no estudo prévio a este (dado não mostrado) e também um outro estudo 

onde Silva e colaboradores mostraram que os astrócitos que secretavam mais NO apresentavam 

maior carga parasitária de T. cruzi (220). Nesse trabalho, os autores apontaram a importância 

de INFγ na suscetibilidade à invasão e replicação do T. cruzi no astrócito. Em um trabalho do 

mesmo grupo, Silva e colaboradores mostram o papel do TNFα nessa suscetibilidade (221). 

Nesse contexto, o grupo mostra como as citocinas mais importantes e abundantes 

sistemicamente para a infecção pelo T. cruzi participam de maneira a aumentar suscetibilidade 

do astrócito, permitindo que ele seja uma célula-alvo para a invasão do parasita e explicando 

por que provavelmente o SNC seja o tecido com altas taxas de reativação do parasita. Destaca-
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se o efeito oposto do NO encontrado em micróglias e astrócitos. Por serem células 

extremamente abundantes e por estarem na formação da primeira barreira de entrada do 

parênquima do SNC, através da BBB, é muito importante que os astrócitos sejam capazes de 

responder a insultos agudos do SNC, mas ao mesmo tempo que sejam células menos vulneráveis 

a mudanças bruscas no seu perfil de ativação. Vale lembrar que uma das funções desta célula é 

manter a homeostase do meio extracelular através da regulação de íons e água e até mesmo 

alguns metabólitos, principalmente para manter a sobrevivência dos neurônios ao seu redor. 

Alguns trabalhos já mostraram que moléculas como NO e IL-1β podem participar do aumento 

da permeabilidade da BBB (222,223) além de terem efeito neurotóxico (224). Sendo assim é 

favorável que a condição com menor secreção de NO seja também a que tem melhor controle 

da infecção. 

Como já comentado anteriormente, o astrócito é capaz de secretar TNF em resposta ao 

T. cruzi (220,221). Além disso, a infecção pelo T. cruzi  já foi observada ativando a apoptose 

nessas células que estavam co-infectadas com HIV (225). Ainda, a ativação de RIPK3 nos 

astrócitos já foi descrita em de outros contextos de inflamação como na infecção pelo Zika vírus 

e também na esclerose lateral amiotrófica (Amyotrophic lateral sclerosis; ALS) (194,226). Em 

ambos os estudos, a presença de RIPK3 esteve associada à indução da necroptose, favorecendo 

o controle da infecção por ZIKV e tendo papel neurotóxico para a ALS. No entanto, ao contrário 

desses estudos e do que foi observado nas micróglias, RIPK3 não teve papel na resposta do 

astrócito à infecção pelo T. cruzi. A ausência de RIPK3 não alterou a carga parasitária (Figura 

11A-B), a secreção de IL-1β (Figura 11C) nem de NO (Figura 11D).  

Por outro lado, surpreendentemente, RIPK1 parece ter importante papel na 

susceptibilidade dos astrócitos, uma vez que o tratamento com Nec-1 induziu uma drástica 

redução na carga parasitária, muito similares àquelas encontradas no início da infecção (2h p.i.) 

(Figura 12A-B). Existem poucos relatos na literatura acerca de RIPK1 e infecções por 

protozoários. Um dos estudos mostrou a participação de RIPK1 e a via da necroptose para 

reduzir a viabilidade da Leishmania e o bloqueio da caspase-8 foi benéfica para o conter o 

parasita (155). Outro estudo, também com Leishmania, observou que este parasita consegue 

diminuir a transcrição dos genes da necroptose, sugerindo que este seja o mecanismo pelo qual 

o parasita evada a resposta imune e consiga estabelecer a infecção (195). Em ambos estudos a 

presença de RIPK1 foi crucial para conter a infecção ou ainda, quando esta molécula era down-

regulada levava à piora da doença. No atual trabalho observamos que a presença de RIPK1 é 

relacionada ao pior controle, ou seja, a sua ausência foi associada ao quadro de melhor controle 

do parasita, sendo assim o contrário do que se tem descrito na literatura para outros 
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protozoários ainda que estes trabalhos prévios não tenham sido feitos em astrócitos e nem 

observado a infecção pelo T. cruzi.  

 Consistente com os dados que demonstram que RIPK1 pode induzir a produção de 

danos mitocondriais que favoreceriam a ativação dos inflamassomas (197,227), verificamos que 

o tratamento com Nec-1 inibiu a secreção de IL-1β em resposta ao T. cruzi (Figura 12C). Assim 

como observado nas micróglias, apesar da modulação da secreção de IL-1 sugirir um efeito de 

RIPK1 nos inflamassomas, o controle da infecção conferido por Nec-1 foi independente das 

moléculas NLRC4 e NLRP3 (Figura 12F), uma vez que as células deficientes para tais moléculas, 

tiveram a carga parasitária significativamente reduzidas como na células WT.  

Tem crescido na literatura os estudos que integram análises metabólicas das células e 

seus impactos no desfecho inflamatório de uma condição de saúde (228). Essas mudanças, num 

contexto de interação patógeno-hospedeiro, podem ser determinantes para a sobrevivência do 

patógeno, principalmente aqueles intracelulares obrigatórios (229). Nesse sentido, entender a 

co-evolução de patógeno e hospedeiro é fundamental pois certas mudanças podem acontecer 

em resposta ao parasita ou podem ser induzidas pelo próprio parasita (230), e entender estes 

mecanismos pode permitir o desenvolvimento de fármacos ou maneiras de interferir nestas 

vias, permitindo melhoras no tratamento das patologias. Nesse sentido, buscamos entender o 

perfil metabólico de micróglias e astrócitos infectados por T. cruzi, analisando dois metabólitos 

relevantes para estas células: lactato e glutamato. O lactato é um metabólito frequentemente 

utilizado para troca entre essas duas células gliais e o neurônio, sendo uma fonte de energia 

externa deste último (231). Essa molécula é bastante versátil na maneira que pode fornecer 

energia para a célula: pode participar tanto da glicólise, quanto da via das pentoses fosfato 

(Pentose-Phosphate Pathway; PPP) como também do ciclo do ácido cítrico (TCA). Sendo assim é 

esperado que a célula mantenha certa quantidade de lactato intracelular, mesmo sendo uma 

maneira bastante eficiente de fornecer suporte energético para os neurônios em certos 

contextos. No presente estudo foi possível observar que a infecção pelo T. cruzi não alterou o 

perfil de lactato secretado por ambas as células (Figura 9A e 13A) bem como o tratamento com 

Nec-1 não alterou esta secreção (Figura 9B e 13B). Sendo assim, ainda são necessárias maiores 

investigações sobre o papel do lactato nestas células em resposta a infecção, mas aponta que o 

T. cruzi não desregule a secreção deste metabólito e sugere que a inibição de RIPK1 favoreça o 

controle de maneira independente das vias metabólicas que geram lactato. 

Ao analisarmos o glutamato, observamos mais uma vez, que a infecção pelo T. cruzi não 

altera sua secreção nestas células gliais (Figura 9C e 13C). No entanto, vemos que nas micróglias, 
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a ausência de NLRC4 somada à perturbação celular da infecção pelo T. cruzi induziu um 

significativo aumento deste metabólito (Figura 9C). No astrócito, em ambas as células nocautes 

para NLRP3 ou NLRC4, após estímulo com T. cruzi, também foram observados altos níveis desse 

metabólito (Figura 13C), o que pode estar relacionado à maior secreção ou menor recaptação 

do mesmo. O glutamato participa de diversas reações no SNC, desde funcionar como 

neurotransmissor de neurônios excitatórios até podendo ser neurotóxico dependendo da sua 

concentração. Na região intracelular, contribui como substrato para vias do metabolismo 

energético da célula. Por isso ele precisa ser bem regulado e para isso é muito importante a 

função dos astrócitos de reabsorver o excesso de glutamato presente no meio extracelular 

(231). Intracelular, o glutamato pode participar do TCA, sob a forma de α-cetoglutarato; é 

indispensável na biossíntese de aminoácidos; e participa de diversos outras vias como na 

glicosilação de outras moléculas (232,233). Sabemos que em resposta à Nigericina os astrócitos 

são capazes de responder secretando altas concentrações de IL-1β e NO (115), sendo então 

nosso controle positivo para uma perturbação citosólica suficiente para ativar os astrócitos. 

Dessa forma, é possível inferir que os inflamassomas tem maior impacto modulando o perfil 

metabólico destas células, impactando consequentemente a capacidade de cada uma dessas 

células em responder a infecção pelo T. cruzi, permitindo o controle, ou não, da infecção. 

Alguns substratos da via do TCA já foram correlacionados com o maior ou menor perfil 

inflamatório que uma célula possui (principalmente células do sistema imune). O acúmulo de 

succinato, induz a transcrição de HIF-1α, um importante fator de transcrição da IL-1β (199). O 

itaconato, por sua vez um substrato derivado do aconitato, tem ação inibitória sobre a succinato 

desidrogenase e em contrapartida, inibe genes inflamatórios através do fator de transcrição 

ATF3 (200). Durante a infecção por T. cruzi, alguns desses substratos também são deslocados. 

Koo e colaboradores descreveram que macrófagos infectados pelo T. cruzi têm a via da glicólise 

diminuída e que, estimular a PPP com análogos farmacológicos, favorece o controle da infecção 

(234). De fato o T. cruzi é capaz de induzir o acúmulo de succinato em macrófagos (235) além 

de possuir uma enzima, chamada cruzipaína, que promove a ação da arginase, uma enzima 

envolvida na produção de NO (236).  

É importante notar que a maioria dos trabalhos que analisam o imunometabolismo 

levam em conta principalmente células imunes (linfócitos, macrófagos, células dendríticas) e por 

isso não há muita investigação a respeito dos efeitos do metabolismo nas respostas “imunes” 

de outras células como os astrócitos. Por outro lado, existem diversos estudos que mostram 

como desbalanço hormonal, de neurotransmissores ou mal-funcionamento das células gliais 

podem levar à distúrbios neurológicos e neuropsiquiátricos (179,237). Nesse sentido um estudo 
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recente do grupo da Dra. Christina Peixoto mostrou as similaridades entre pacientes com 

depressão e pacientes da DC (238). Os autores apontam diversos mecanismos comuns entre as 

duas doenças, como os o metabolismo do triptofano, que tem impacto na síntese de serotonina 

(neurotransmissor em falta nos pacientes depressivos) e na resolução da infecção; o estresse 

oxidativo presente nas células neuronais dos casos de depressão e também das células 

infectadas pelo T. cruzi; e por último níveis de citocinas inflamatórias, como IL-1β, decorrente 

da infecção e que também é presente nos pacientes com depressão (238). Ademais vale 

ressaltar que desbalanços metabólicos como de glutamato ou outros metabólitos, podem afetar 

o SNC mesmo que a infecção não ocorra no parênquima do tecido nervoso. A comunicação que 

hormônios e neurotransmissores podem ter em praticamente todas as células do corpo nem 

sempre se limita à proximidade ou co-localização de duas células do mesmo tecido. Muitas 

moléculas produzidas em nosso intestino decorrente da interação com a microbiota podem 

atingir o SNC e vice-versa, além de também ter efeitos em outros tecidos do indivíduo (239). O 

grupo da Dra. Joseli Vieira e colaboradores já demostrou que o T. cruzi pode induzir mudanças 

comportamentais semelhantes a comportamentos depressivos independente da presença do 

parasita no parênquima cerebral (240,241) e também que o tratamento com benznidazol 

consegue reverter os impactos na memória que esta infecção altera, através da redução de 

estresse oxidativo nas células nervosas (242). 

Por fim, no presente estudo não foi avaliado diretamente o impacto da infecção por T. 

cruzi na transcrição destas células, mas através da análise de dados depositados em banco de 

dados de sequenciamento, foi possível observar que o T. cruzi induz, em células cardíacas, o 

aumento da transcrição de RIPK1, Caspase-1 e IL-1β, IL-1α (dados não mostrados) (referência 

GSE41089 e GSE41089). Em uma revisão recente, Dr. Jaramillo e colaboradores observaram que 

a mudança do transcriptoma entre células não infectadas e células infectadas por T. cruzi, as 

moléculas mais significativamente alteradas são relacionadas à resposta a vírus e algumas 

citocinas anti-inflamatórias (243). Nesse sentido, seria importante analisar as mudanças 

metabólicas e transcripcionais que o T. cruzi é capaz de induzir nas células hospedeiras, 

particularmente em astrócitos e micróglias, buscando entender se este parasita é capaz de 

evadir as respostas destas células (especialmente dos astrócitos), visando encontrar 

mecanismos eficazes para o controle da infecção que possam ser futuramente acessados 

através de fármacos ou outros tratamentos. 
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6. Conclusão 
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Sendo assim, concluímos que: 

1) NLRC4 está envolvido na resposta das micróglias à infecção pelo T. cruzi por um 

mecanismo relacionado à indução da secreção de IL-1 e NO.  

2) Na ausência de NLRC4, mas não de NLRP3, há uma alta concentração de glutamato nas 

culturas de micróglias infectadas com T. cruzi. 

3) NLRC4 participa da capacidade tripanocida de astrócitos por um mecanismo relacionado 

à inibição de NO e glutamato.  

4) RIPK3 inibe a capacidade tripanocida de micróglias por um mecanismo não relacionado 

à secreção de NO e não tem papel em astrócitos. 

5) RIPK1 inibe o controle da infecção do T. cruzi em micróglias e astrócitos, através de um 

mecanismo independente de perda celular, secreção de NO e da presença dos 

inflamassomas. 
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