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RESUMO 

 
Sampaio Oliveira, P. A. Consequências do hipotireoidismo na doença de Chagas 
experimental. 2022. 100 f. Tese. Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 
Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022.  
 
As disfunções da tireoide atingem aproximadamente 0,5 a 1% da população em geral, 
mas podem ser ainda mais frequentes em determinadas populações, como gestantes, 
idosos e indivíduos com comorbidades. Dentre as principais disfunções descritas, o 
hipotireoidismo destaca-se como a patologia de maior prevalência, e recentemente foi 
correlacionado a um perfil de suscetibilidade em infecções virais, bem como a 
alterações imunes e hematológicas importantes. Apesar do avanço científico nas 
últimas décadas para o entendimento da contribuição do sistema endócrino na 
modulação imune durante a infecção por Trypanosoma cruzi, a participação dos 
hormônios tireoidianos na doença de Chagas permanece incerta. Diante desse fato, 
no presente estudo, buscamos compreender quais as consequências da hipofunção 
tireoidiana na fase aguda da doença de Chagas experimental. Para isso, ratos Wistar 
Hannover foram submetidos ao tratamento com medicamento antitireoidiano 
(metimazol) por 21 dias. Após a confirmação do quadro de hipotireoidismo, os animais 
foram infectados por via intraperitoneal pelas formas tripomastigotas da cepa Y de T. 
cruzi e a parasitemia foi acompanhada no 7º e 9º dia de infecção. De modo 
interessante, descrevemos que a redução dos hormônios tireoidianos, promoveu um 
aumento da morte celular no timo dos animais infectados, com consequente 
desregulação na frequência de leucócitos circulantes, especialmente o aumento de 
neutrófilos e a diminuição de linfócitos. Um fato que fortalece a regulação positiva na 
porcentagem de células polimorfonucleares foi a elevada produção da quimiocina 
MIP-2α encontrada no soro de animais hipotireoideos infectados, quando comparados 
aos apenas hipotireoideos. Ao investigar a frequência de células imunes no baço, 
encontramos um papel regulador negativo do hipotireoidismo na porcentagem de 
linfócitos B e células dendríticas durante a fase aguda da doença de Chagas. Embora 
a infecção por T. cruzi promova uma maior expressão de MHC II em macrófagos, o 
hipotireoidismo afetou negativamente a disponibilidade dessa molécula de ativação 
celular. Em parâmetros hematológicos, os nossos resultados demonstram que a 
doença de Chagas e hipotireoidismo em sinergismo, promovem uma diminuição 
significativa nos valores de plaquetas e eritrócitos, em comparação aos animais 
saudáveis. Ao avaliar a produção de citocinas plasmáticas, relatamos que a infecção 
por T. cruzi favoreceu a produção de mediadores inflamatórias, como IL-18 e IFN-γ, 
de forma independente do hipotireoidismo. Entre os animais normotireoideos, a 
infecção promoveu maior produção de IL-17, porém, entre os hipotireoideos, valores 
similares desta citocina foram encontrados entre os animais infectados e não 
infectados, o que sugere interferência direta do hipotireoidismo na geração de IL-17 
no curso da infecção chagásica. Em contrapartida, a hipofunção tireoidiana favoreceu 
a regulação de alguns parâmetros imunes investigados, como o aumento da 
expressão de CD11a em linfócitos T CD4, elevada produção de IL-10 em animais hipo 
infectados e maior frequência de células NK e NK T no baço dos animais. Assim, o 
conjunto dos dados aqui apresentados, contribuem de modo direto para o melhor 
entendimento sobre o impacto das disfunções tireoidianas na modulação imune em 
doenças parasitárias, com um importante enfoque nas consequências do 
hipotireoidismo nas fases iniciais da doença de Chagas experimental.   
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ABSTRACT 
 

Sampaio Oliveira, P. A. Consequences of hypothyroidism in experimental Chagas 
disease. 2022. 100 f. Tese. College of Pharmaceutical Sciences of Ribeirão Preto – 
University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2022.  
 
Thyroid disorders affect approximately 0.5 to 1% of the general population, but may be 
even more frequent in certain populations, such as pregnant women, the elderly, and 
individuals with comorbidities. Among the main disorders described, hypothyroidism 
stands out as the most prevalent pathology, and has recently been correlated with a 
susceptibility profile in viral infections, as well as with important immune and 
hematological alterations. Despite scientific advances in recent decades in 
understanding the contribution of the endocrine system to immune modulation during 
Trypanosoma cruzi infection, the role of thyroid hormones in Chagas disease remains 
uncertain. In the present study, we evaluated the consequences of thyroid 
hypofunction during the acute phase of experimental Chagas disease. For this, Wistar 
Hannover rats were treated with an antithyroid drug (methimazole) for 21 days. After 
confirmation of hypothyroidism, the animals were infected intraperitoneally with the 
trypomastigote forms of the Y strain of T. cruzi and the parasitemia was monitored on 
the 7th and 9th day post infection. Interestingly, the reduction of thyroid hormones 
promoted an increase in thymocytes death of infected animals, with consequent 
dysregulation in the frequency of circulating leukocytes, especially increased 
neutrophils percentages and decreased lymphocytes percentagens. A fact that 
strengthens the positive regulation in the percentage of polymorphonuclear cells was 
the high production of the chemokine MIP-2α found in the serum of infected 
hypothyroid animals, when compared to only hypothyroid animals. By investigating the 
frequency of immune cells in the spleen, we found a negative regulatory role of 
hypothyroidism in the percentage of B lymphocytes and dendritic cells during the acute 
phase of Chagas disease. Although T. cruzi infection promotes greater expression of 
MHC II in macrophages, hypothyroidism negatively affected the availability of this cell 
activation marker. In hematological parameters, our results demonstrated that Chagas 
disease and hypothyroidism, in synergism, promote a significant decrease in platelet 
and erythrocyte values, compared to healthy animals. When evaluating plasma 
cytokine production, we reported that T. cruzi infection favored the production of 
inflammatory mediators, such as IL-18 and IFN-γ, independently of hypothyroidism. 
Among normothyroid animals, the infection promoted enhanced production of IL-17. 
However, among hypothyroid animals, similar values of this cytokine were found 
between infected and non-infected animals, which suggests a direct interference of 
hypothyroidism in the generation of IL-17 in the course of chagasic infection. On the 
other hand, thyroid hypofunction favored the regulation of some investigated immune 
parameters, such as increased expression of CD11a in CD4 T lymphocytes, high 
production of IL-10 in hypo-infected animals and a higher frequency of NK and NK T 
cells in the spleen of animals. Thus, the set of data presented here directly contribute 
to a better understanding of the impact of thyroid dysfunctions on immune modulation 
in parasitic diseases, with an important focus on the consequences of hypothyroidism 
in the early stages of experimental Chagas disease. 

Keys words: Chagas disease, Hypothyroidism, Immune Response 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doença de Chagas 

 

As Doenças Tropicais Negligenciadas (DNTs) consistem em um conjunto de 

patologias ocasionadas por agentes infecciosos, comumente encontrados em países 

em desenvolvimento, pelo qual uma parcela importante da população reside em locais 

de alta vulnerabilidade econômica e social. Desse modo, doenças como a 

leishmaniose visceral, a malária e a doença de Chagas por exemplo, possuem baixo 

interesse das indústrias farmacêuticas para a pesquisas de novos medicamentos e 

terapias, devido ao ínfimo retorno lucrativo, o que gera dependência de entidades 

filantrópicas e universidades para a promoção de novos avanços científicos 

(BODIMEADE; MARKS; MABEY, 2019; MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2017).  

De grande importância entre as DNTs, a doença de Chagas é uma 

antropozoonose descoberta no continente americano, mas em função da globalização 

e migração, se propagou para as demais localidades, tais como a África e a Ásia 

(COURA; VIÑAS, 2010; MONGE-MAILLO; LÓPEZ-VÉLEZ, 2017). Estima-se que 

aproximadamente 7 milhões de pessoas encontram-se acometidas por essa patologia 

ao redor do mundo e apenas na América Latina, 21 países possuem áreas endêmicas 

para a doença de Chagas (“Chagas disease (American trypanosomiasis)”, [s.d.]).   

O protozoário flagelado, Trypanossoma cruzi, agente etiológico da doença de 

Chagas, foi identificado em 1909 pelo médico e pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro 

Justiniano das Chagas, que além de sua identificação, foi responsável por descrever 

o ciclo de vida do parasito, compreender as manifestações clínicas da doença e 

também o seu mecanismo de transmissão (CHAGAS, 1909; KROPF, 2011; PRATA, 

1999). O Trypanossoma cruzi é um parasito intracelular obrigatório, pertencente a 

ordem Kinetoplastida e a família Trypasonomatidae. Suas características inatas, se 

baseiam na existência de um flagelo único e do cinetoplasto volumoso, organela que 

contém o DNA mitocondrial, sempre localizada próximo a região da base flagelar nos 

tripanosomatídeos (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; SCHOFIELD, 2000).  

De forma geral, diversos mamíferos além do homem, podem servir de 

reservatórios para a subsistência de T. cruzi, desde animais silvestres até os 

domiciliares, como roedores, primatas, felinos, marsupiais, suínos silvestres, 

morcegos e carnívoros. Assim, estima-se que mais de 100 espécies distintas já foram 
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identificadas como reservatórios do parasito (GÜRTLER; CARDINAL, 2015; JANSEN; 

XAVIER; ROQUE, 2018).  

A via clássica de transmissão em regiões endêmicas para doença de Chagas 

ocorre de forma vetorial, ou seja, pela excreção de fezes contaminadas durante a 

alimentação hematófaga de insetos vetores da subfamília Triatominae em 

hospedeiros vertebrados (MONTEIRO et al., 2018).  

Durante o processo infeccioso, o parasito passa por distintas alterações 

morfológicas tanto no tubo digestivo do vetor invertebrado como também no 

hospedeiro residente. De forma geral, o inseto adquire as formas tripomastigotas 

através do processo de alimentação sanguínea em hospedeiro animal previamente 

infectado. Posteriormente, T. cruzi migra para o estômago do inseto, onde se 

transforma em epimastigotas. Logo após um intenso processo de reprodução por 

fissão binária o parasito assume a morfologia tripomastigota metacíclica. Essas 

formas migram para o intestino posterior do inseto e são liberadas pelas fezes e urina 

durante um novo processo de alimentação sanguínea.   

A penetração no hospedeiro humano ocorre via mucosa ou solução de 

continuidade (pele lesada pela picada do inseto), o que facilita o acesso dos 

tripomastigotas metacíclicos à corrente sanguínea. Posteriormente ao processo de 

fagocitose por leucócitos residentes, os micro-organismos adquirem a morfologia 

amastigota no interior celular. As formas amastigotas efetuam sucessivas divisões 

binárias no citoplasma. Logo após esse processo, elas modificam-se em 

tripomastigotas e são capazes de romper a membrana celular, proporcionando assim 

a sua disseminação pela corrente sanguínea e linfa do hospedeiro vertebrado. O ciclo 

natural da doença de Chagas torna-se completo quando as formas tripomastigotas 

sanguíneas são novamente ingeridas por um Triatomíneo (BERN, 2015; RASSI; 

RASSI; MARIN-NETO, 2010).  

É importante pontuar, que além da via de transmissão vetorial, a infecção por 

T. cruzi também pode ocorrer por vias secundárias, como por exemplo, através da 

transmissão congênita, transfusão de sangue, acidentes laboratoriais, transplantes de 

órgãos, bem como pela infecção oral, através da ingestão de alimentos e água 

contaminados com o parasito (BENCHIMOL BARBOSA, 2006). O aumento da 

incidência de surtos de infecções por T. cruzi relacionados à contaminação alimentar 

em diversas regiões do Brasil, refere-se ao consumo de alimentos comuns da cultura 

popular, como caldo de cana, açaí e sucos de frutas. 
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Essa modalidade de transmissão oral tem alertado as autoridades em saúde 

para a implementação de medidas preventivas e sanitárias em regiões endêmicas 

para doença de Chagas no país (GHF et al., 2020; MONSALVE-LARA et al., 2021). 

Independente do mecanismo de transmissão, os indivíduos acometidos pela infecção 

chagásica, podem desenvolver fases distintas da doença.   

A fase aguda da doença de Chagas geralmente se apresenta de forma 

assintomática e é caracterizada pela intensa replicação do protozoária na corrente 

sanguínea do hospedeiro vertebrado. Concomitantemente temos o início da 

montagem de resposta imunológica específica, o que predispõe o controle da infecção 

em aproximadamente 90% dos indivíduos acometidos. As manifestações 

sintomatológicas nessa fase se apresentam de forma moderada e inespecífica, com 

episódios de febre, cefaleia, exantema, inflamação local (em casos de infecção 

vetorial), náuseas, vômitos, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, o que dificulta o 

diagnóstico na fase inicial da doença pela ausência de manifestações específicas da 

doença de Chagas.  

A duração da fase aguda ocorre entre 4-8 semanas do contato inicial com o 

parasito e apresenta manifestações graves (miocardite aguda, derrame pericárdico e 

meningoencefalite) em menos de 1-5% dos pacientes infectados, e não induz maiores 

complicações para a maioria dos pacientes acometidos (ANDRADE; GOLLOB; 

DUTRA, 2014; PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; PINTO et al., 2008). No entanto, 

quando a forma de contaminação ocorre por via oral, altas taxas de mortalidade já 

foram observadas (FILIGHEDDU; GÓRGOLAS; RAMOS, 2017; NOYA et al., 2015).   

A partir de 2 meses do início da infecção, por mecanismos ainda não totalmente 

elucidados, alguns pacientes podem desenvolver a fase indeterminada da doença de 

Chagas, que é caracterizada pela ausência de sinais e sintomas associados à 

infecção, baixa ou nenhuma evidência de alterações cardíacas ou digestivas, porém, 

marcada pela soroconversão imune, com a presença de anticorpos IgG específicos e 

a migração de T. cruzi para os órgãos alvo da infecção (STANAWAY; ROTH, 2015). 

A fase indeterminada da doença de Chagas pode prevalecer por décadas (10-

30 anos) ou mesmo por toda a vida do paciente acometido, no entanto, 

aproximadamente 20-30% dos indivíduos infectados progridem para a fase posterior 

da patologia, que consiste em um período sintomático da doença, com o surgimento 

de alterações cardiovasculares e/ou digestivas e alta possibilidade de morbidade e 

mortalidade (ECHAVARRÍA et al., 2021).  
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1.2 Doença de Chagas e o sistema imune 

 

Os mecanismos que conferem resistência ou suscetibilidade na doença de 

Chagas estão completamente interligados aos perfis de resposta imune gerados a 

partir do contato inicial entre o hospedeiro vertebrado e o parasito. Deste modo, a 

ativação de resposta imune protetora na fase aguda da doença, se torna 

imprescindível para o controle da replicação parasitária, como também para a 

prevenção de lesões teciduais associadas à inflamação na fase crônica da patologia 

(CARDILLO et al., 2015). Células imunes inatas e adquiridas, bem como componentes 

inflamatórios, contribuem para resistência do hospedeiro.  

A princípio, células apresentadoras de antígenos (APCs, do inglês – Antigen 

Presenting Cells) como macrófagos e células dendríticas, foram descritas como a 

primeira linha de defesa contra o patógeno invasor, devido à alta expressão de 

receptores padrões de reconhecimento de patógenos (PRRs, do inglês - Pattern 

Recognition Receptors) nessas células, o que favorece o processo de identificação e 

fagocitose do micro-organismo. Durante os estágios iniciais, após a internalização de 

T. cruzi, fagócitos especializados realizam o processamento e a apresentação de 

antígenos na superfície celular via moléculas do complexo de histocompatibilidade do 

tipo II (CARDILLO et al., 2015; GIL-JARAMILLO et al., 2016; WATANABE COSTA; 

DA SILVEIRA; BAHIA, 2016).  

Embora o processo de apresentação de antígenos por APCs seja condição 

indispensável para a estimulação de resposta imune adquirida, a ativação de 

linfócitos, depende também da interação entre moléculas co-estimulatórias expressas 

por macrófagos e células dendríticas. Dentre elas, a glicoproteína CD28 presente 

constitutivamente em linfócitos T, interage com as moléculas CD80 (B7-1) e CD86 

(B7-2), expressas de forma indutiva em APCs (NAGAI; AZUMA, 2019). Já o terceiro 

sinal essencial para a ativação completa de linfócitos T, provém de citocinas 

produzidas por APCs ativadas (CHAPMAN; BOOTHBY; CHI, 2020).  

O microambiente inflamatório gerado a partir do contato entre fagócitos e o 

parasito, promove a produção de interleucina-12 (IL-12), que juntamente com a 

apresentação antigênica e eficiente co-estimulação, levam em conjunto, a 

diferenciação de linfócitos T naïves para o padrão de resposta Th1, produtores de 

IFN-γ (ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1996; GALVÃO DA SILVA; JACYSYN; DE 
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ALMEIDA ABRAHAMSOHN, 2003). Essa citocina, por sua vez, atua em macrófagos, 

ativando a enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS), com consequente produção 

de óxido nítrico (NO) e morte dos parasitos fagocitados (CAMARGO et al., 1997; 

MACHADO et al., 2008). Juntamente com o IFN-γ, o TNF-α e a IL-1β provindos de 

leucócitos ativados, também aumentam a expressão de iNOS (SILVA; MACHADO; 

MARTINS, 2003). É importante pontuar, que não somente os linfócitos Th1, mas 

também, as células naturais killer (NK) e os linfócitos T CD8 são fontes importantes 

de IFN-γ (CARDILLO et al., 1996; SILVERIO et al., 2012).  

Além da produção de citocinas, células T CD8 também desempenham outras 

funções de caráter protetor na fase aguda da doença de Chagas. Uma importante 

especialidade dessas células, consiste na produção de grânulos, como perforinas e 

granzimas,  que atuam na eliminação de células infectadas (por apoptose), conferindo 

resistência a infecção (SILVERIO et al., 2012). Consequentemente, evidências 

experimentais demonstram que a depleção ou a inibição de células T CD8 resultam 

em maior mortalidade de animais infectados, com exacerbada carga parasitária tanto 

na fase aguda quanto na fase crônica da doença de Chagas (TARLETON, 1990; 

TARLETON et al., 1994).  

Linfócitos B também possuem papel crucial para montagem de resposta imune 

eficiente contra o Trypanosoma cruzi. Uma maior gravidade da doença, foi observada 

em camundongos geneticamente deficientes de células B, quando comparados aos 

animais controles. Dentre os parâmetros encontrados, destaca-se o aumento de 

parasitemia, menor população de células T CD4 e T CD8 no baço, e baixa polarização 

de células Th1 nos estágios inicias da infecção (CARDILLO et al., 2007). Outro 

indicador científico, sugeriu que a manutenção da funcionalidade e o desenvolvimento 

de linfócitos T CD8 de memória ao longo da infecção chagásica, dependem da 

atividade de células B (SULLIVAN et al., 2015). A ativação de células B CD11b+ 

humanas, foi relacionada a um melhor prognóstico clínico e a prevenção de 

cardiomiopatia na doença de Chagas (PASSOS et al., 2018).  

Em contrapartida, o avanço da pesquisa cientifica nas últimas décadas, 

possibilitou a caracterização de populações celulares e mediadores imunes correlatos 

ao perfil de suscetibilidade na infecção chagásica. O desenvolvimento de resposta 

imune mediada por linfócitos Th2 durante a fase aguda da doença de Chagas, com 

predominância de altos níveis de IL-4, e ausência de IL-12, promove a progressão da 

infecção, levando a desativação de respostas protetoras, como a polarização de 
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linfócitos Th1 e ativação de macrófagos, o que facilita a replicação e sobrevivência do 

parasito (HIYAMA et al., 2001; KUMAR; TARLETON, 2001).  

Outra célula de perfil linfocitário extensivamente estudada na doença de 

Chagas são os linfócitos T reguladores. Essas células desempenham funções 

importantes na prevenção de lesões teciduais e na regulação de ativação imune 

exacerbada, seja pela produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β, 

ou mesmo pela expressão de moléculas de atividade imunossupressora, como o 

CTLA-4, molécula com atividade inibitória de linfócitos efetores (LEHTIMÄKI; 

LAHESMAA, 2013). No entanto, tanto em modelos animais como em protocolos 

clínicos, o envolvimento de células T reguladoras na doença de Chagas parece ser 

controverso.  

Pacientes que apresentam a forma clínica indeterminada da doença de Chagas 

possuem maior frequência de linfócitos T regs quando comparados aos indivíduos 

com manifestações cardíacas da patologia, o que sugere papel benéfico dessas 

células no prognóstico clínico (DE ARAÚJO et al., 2011). No entanto, a baixa 

frequência de células T regs na fase aguda da doença de Chagas em modelos 

animais, possibilita o acúmulo de células imunes efetoras e melhor eficácia no controle 

parasitário, porém, a ausência de regulação, intensifica o surgimento de lesões 

teciduais (ARAUJO FURLAN et al., 2018). De forma divergente, outra pesquisa, 

sugeriu pouca implicação de linfócitos T regs na doença de Chagas, visto que a 

depleção de células CD25 positivas em camundongos infectados, para caracterização 

funcional de células T reguladoras, não modificou parâmetros imunes ou 

parasitológicos, como a parasitemia dos animais e a magnitude da função de linfócitos 

T CD8 (KOTNER; TARLETON, 2007).  

Independente do perfil de linfócitos T gerados, o timo é o órgão linfoide primário 

responsável pela maturação e diferenciação final dessas células. Esse processo 

ocorre em diferentes etapas na zona marginal e cortical tímica a partir de progenitores 

linfoides provenientes da medula óssea. Inicialmente, células T imaturas passam pela 

recombinação somática e expressão do receptor de células T (TCR), seguido de 

proliferação celular. Subsequentemente, há o início da expressão dos co-receptores 

CD4 e CD8 na superfície celular, fase classicamente descrita como duplo-positivos. 

Agora, os timócitos migram em direção a medula tímica e entram em contato com 

antígenos próprios por apresentação antigênica. A interação com antígenos 

expressos via MHC I determina a diferenciação para células simples positivo de perfil 
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CD8, enquanto que a apresentação via MHC II pressupõe a diferenciação para 

simples positivo CD4. No entanto, somente células que se ligam com afinidade 

adequada ao complexo MHC/antígeno recebem estímulo para sobrevivência. Ao final 

do processo, células T maduras deixam o timo e migram para a periferia, a fim de 

exercerem suas funções (MESQUITA JÚNIOR et al., 2010; THAPA; FARBER, 2019).  

Disfunções tímicas importantes foram descritas durante a infecção por 

Trypanosoma cruzi. Um desequilíbrio imunoendócrino foi observado em animais 

chagásicos no 17º dia pós infecção, devido ao aumento de resposta inflamatória, com 

alta produção de TNF-α e do hormônio corticosterona. Além disto, outros achados, 

como a atrofia grave do timo e a depleção de células tímicas imaturas (duplo-positivo 

CD4+CD8+) foram relatados (PÉREZ et al., 2007). Pacientes com a forma cardíaca 

grave na doença de Chagas, apresentam aumento de células T duplo negativos na 

circulação periférica, o que atesta o desequilíbrio na maturação de linfócitos e 

funcionalidade tímica durante a infecção (LEPLETIER et al., 2014).  

Células NK e NK T também participam da modulação imune na doença de 

Chagas. Em estudos experimentais, a depleção de células NK nas fases iniciais da 

doença, promoveu aumento da citocina anti-inflamatória IL-10 e prejudicou os níveis 

de IFN-γ, impedindo o controle da replicação parasitária (CARDILLO et al., 1996). 

Ainda nesse contexto, outra pesquisa utilizando camundongos de linhagem C57BL/6, 

fortaleceu a importância de células NK para o controle de parasitos sanguíneos na 

fase aguda da doença de Chagas (LIEKE et al., 2004). Embora existam poucos 

trabalhos sobre o papel de células NK T na infecção por T. cruzi, Duthie et al. (2002) 

descreveram que células NK T auxiliam na produção de IFN-γ na fase aguda da 

doença de Chagas e facilitam o controle de carga parasitária. Além disso, animais 

deficientes de células NK T apresentam piora na geração de resposta imune humoral 

na fase crônica do doença de Chagas (DUTHIE et al., 2002). 

Componentes inflamatórios, como citocinas e quimiocinas, desempenham 

ação fundamental na resistência ou suscetibilidade à infecção por T. cruzi. Além do 

IFN-γ, IL-12, IL-1β e TNF-α (citocinas que conferem resistência e amplamente citadas 

acima), outros mediadores foram associados a ativação celular, controle infeccioso ou 

mesmo a um melhor prognóstico da doença de Chagas.  

A interleucina-17 possui papeis clássicos na migração e ativação de leucócitos, 

no controle de infecções, e na patogênese de doenças autoimunes, como a artrite 

reumatoide, por exemplo (LING; PUEL, 2014; MCGEACHY; CUA; GAFFEN, 2019). 
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No que se refere a doença de Chagas, a IL-17 exerce uma série de ações benéficas. 

Dados clínicos, sugerem que pacientes chagásicos com alto comprometimento 

cardíaco dispõe de reduzida frequência de células T CD4 produtoras de IL-17 

(GUEDES et al., 2012). Em acréscimo, Magalhães et al. (2013) demonstraram que a 

alta expressão de IL-17 em células imunes, possui relação com uma melhor condição 

clínica, ao comparar indivíduos que apresentam a forma indeterminada e os que 

desenvolvem a manifestação clínica cardíaca da doença (MAGALHÃES et al., 2013). 

O estudo sobre a IL-17 em animais proporcionou descobertas importantes. 

Camundongos deficientes em IL-17A e infectados com T. cruzi, apresentam uma série 

de complicações graves, associados à lesão hepática (determinado pela quantificação 

de AST), geração de resposta inflamatória reduzida (baixos níveis de IFN-γ, IL-6  e 

TNF-α), e elevada carga parasitária na fase aguda da patologia, o que favoreceu o 

aumento da taxa de mortalidade nesses animais (MIYAZAKI et al., 2010). 

O envolvimento de quimiocinas envolvidas na migração de leucócitos já foi 

investigado na doença de Chagas. Por mecanismos não totalmente conhecidos, o 

bloqueio mútuo dos receptores de CCL5 e MIP-1α em ratos infectados, promoveu 

aumento de inflamação e fibrose no coração dos animais, sugerindo papel protetor 

desses mediadores na fase aguda da doença de Chagas (ROFFÊ et al., 2010, p. 3). 

Ao avaliar a expressão possíveis de biomarcadores relacionados a gravidade da 

doença cardíaca na doença de Chagas, reduções nos níveis da quimiocina MCP-1 

foram associados a um pior prognóstico clínico (KEATING et al., 2015). 

Por outro lado, algumas citocinas e mediadores inflamatórios parecem ter 

funções incertas ou favoráveis a suscetibilidade ao longo da infecção chagásica. A 

interleucina-10 possui múltiplas atividades conhecidas na imunoregulação e 

inflamação (OUYANG et al., 2011). Em estágios inicias da infecção por T. cruzi, a 

ativação especifica de linfócitos T CD4 produtores de IL-10 e IL-4, promove aumento 

de parasitemia e mortalidade de animais infectados, com redução na geração de 

resposta Th1, e diminuição dos níveis de IFN-γ (BARBOSA DE OLIVEIRA et al., 

1996). Consequentemente, a produção endógena de IL-10, foi associada à 

suscetibilidade na fase aguda da doença de Chagas (REED et al., 1994).  

A interleucina-18 é um fator indutor de INF-γ na doença de Chagas, o que 

sugere papel benéfico dessa interleucina na fase aguda desta doença (MÜLLER et 

al., 2001). No entanto, essa citocina parece ter funções distintas entre as infecções 

por diferentes cepas de Trypanosoma cruzi na fase crônica da patologia. 
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Camundongos deficientes de IL-18 e infectados com a cepa Colombiana 

apresentaram menor infiltrado inflamatório no tecido cardíaco e reduzida carga 

parasitária na fase crônica da patologia, o que sugere influência da IL-18 na 

patogênese da doença de Chagas. Porém, não houve interferência da IL-18 em 

parâmetros imunes e parasitológicos avaliados entre animais controles e nocautes 

para IL-18, quando infectados com a cepa Y de T. cruzi  (ESPER et al., 2014). 

A interleucina-6 também parece ter papel prejudicial na doença de Chagas. 

Sanmarco et al. (2017) demonstraram que a IL-6 regula negativamente a produção de 

óxido nítrico em macrófagos em resposta à infecção por Trypanosoma cruzi, 

prejudicando o controle parasitário (SANMARCO et al., 2017). Dados clínicos, 

encontraram um pior prognóstico associado a insuficiência cardíaca na doença de 

Chagas, correlacionados a altos níveis de IL-6 em amostras sanguíneas de pacientes 

(LÓPEZ et al., 2006).  

 

1.3 Hormônios da tireoide e o hipotireoidismo 

 

As inter-relações entre os sistemas biológicos do corpo humano atuam de 

forma imprescindível para o bom funcionamento do mesmo, uma vez que mediadores 

gerados por diferentes órgãos e tecidos podem ganhar a circulação sanguínea e 

desempenhar funções regulatórias em diversas localidades (JOHNSTONE et al., 

2014). De grande importância para os avanços científicos na área de fisiologia 

endócrina, os estudos sobre a glândula tireoide contribuem de forma ímpar para o 

melhor entendimento do metabolismo celular e tecidual (FLINK, 1981; KHAN; 

FARHANA, 2022). 

A glândula tireoide consiste em um tecido conservado ao longo do processo 

evolutivo e encontra-se localizada na região ântero-lateral do pescoço, abaixo da 

proeminência laríngea (popularmente conhecida como Pomo-de-Adão) e consiste em 

dois lobos adjacentes ligados entre si por um istmo mediano de tamanho variável, 

apoiados em torno dos anéis inicias da tranqueia e das cartilagens cricoides na base 

inferior da laringe, apresentando aproximadamente 15 a 25g em indivíduo adulto 

(MOHEBATI; SHAHA, 2012). 

Sua composição celular é constituída por folículos tireoidianos revestidos por 

células epiteliais cuboides, estruturas abundantes em células foliculares, cuja a 

principal função consiste na secreção da substância coloide para o interior do folículo, 
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substância rica em tireoglobulinas, glicoproteínas precursoras da síntese dos 

hormônios iodados. Entre as células foliculares esféricas, também podem ser 

encontradas células parafoliculares dispersas, especializadas em produzir o hormônio 

calcitonina, importante regulador da reabsorção de cálcio ósseo (INZERILLO; ZAIDI; 

HUANG, 2002; PIRAHANCHI; TARIQ; JIALAL, 2021).  

Em condições fisiológicas, a atividade da glândula tireoide ocorre pela ativação 

do eixo hipotálamo-hipofisário. Basicamente, os hormônios iodados, triiodotironina 

(T3) e tetraiodotiorina ou tiroxina (T4), são sintetizados por iodação de resíduos de 

tirosina na glicoproteína tireoglobulina. Esse processo dependente especificamente 

da ação do hormônio estimulante da tireoide (TSH), produzido pela hipófise, que atua 

nos receptores (TSH-r) expressos nos folículos tireoidianos. Já a produção de TSH 

ocorre sob a influência do hormônio estimulante da tirotrofina (TRH) sintetizado pelo 

hipotálamo. Altas concentrações de T3 e T4 na corrente sanguínea podem regular 

negativamente a liberação de TSH pela hipófise (CHIAMOLERA; WONDISFORD, 

2009; ORTIGA-CARVALHO et al., 2016; PIRAHANCHI; TARIQ; JIALAL, 2021).  

Embora a glândula tireoide secrete mais predominantemente o hormônio T4, 

aproximadamente 80% dessa produção será convertida em T3 por enzimas de 

desiodação nos tecidos periféricos, fato importante, visto que T3 apresenta maior 

afinidade pelos receptores nucleares TRα e TRβ, altamente expressos na maioria dos 

tecidos e órgãos. Após a ativação dos receptores TRs, fatores de transcrição são 

ativados, proporcionando a regulação da expressão gênica e a expressão de 

proteínas específicas relacionadas ao metabolismo, crescimento e desenvolvimento 

celular (BRENT, 2012). No entanto, as ações via interação hormônio-receptor não são 

o único mecanismo de ação conhecido dos hormônios iodados. Entre as ações não 

genômicas, destaca-se a possibilidade de interação direta de HTs com organelas 

(mitocôndrias e retículo endoplasmático), transportadores e canais iônicos de 

membrana, tal como na ativação direta de quinases especificas, como a MAPK 

(proteína ativadora por mitógeno) por exemplo (DAVIS; GOGLIA; LEONARD, 2016; 

LIN et al., 2012; MYLOTTE et al., 1985). 

O estudo funcional dos hormônios tireoidianos possibilitou a compreensão do 

papel central e periférico de T3 e T4, visto que alterações e desordens no eixo 

hipotálamo-hipófise-tireoide promovem um significativo impacto no metabolismo 

celular e energético. Dentre as principais disfunções tireoidianas conhecidas, destaca-

se o hipotireoidismo, que consiste em uma condição clínica associada à baixa função 
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tireoidiana, determinada por quantificações insuficientes de T4 livre e elevada 

produção de TSH (PATIL; REHMAN; JIALAL, 2022).  

De forma geral, as apresentações clínicas e implicações mais comuns do 

hipotireoidismo estão relacionadas à fadiga, letargia, ganho de peso, constipação, 

alterações de voz, intolerância ao frio, pele seca, hipercolesterolemia, distúrbios 

hemodinâmicos e cardiovasculares, dentre outros, contudo, devido à grande variação 

na apresentação clínica entre pacientes distintos (sexo, idade e tempo de surgimento 

da doença) tal como pela escassez de sintomas específicos da doença, a identificação 

do hipotireoidismo é feita de forma predominantemente laboratorial (CHAKER et al., 

2017).  

Embora a identificação do hipotireoidismo ocorra de forma assertiva na maioria 

dos casos, a ausência de diagnóstico e a falta de reposição hormonal por longos 

períodos, promove alterações graves, como hipotensão, confusão mental, 

bradicardia, hipotermia extrema e possível progressão para a síndrome de disfunção 

de múltiplos órgãos e morte (BEYNON; AKHTAR; KEARNEY, 2008; RIZZO et al., 

2017).  

No âmbito clínico, o hipotireoidismo pode ser classificado conforme a 

localização da lesão tecidual no eixo hipófise-hipotálamo-tireoide, desse modo, 

classifica-se em primário (doença específica na glândula tireoide), secundário (na 

hipófise) e terciário (no hipotálamo), sendo o hipotireoidismo primário o de maior 

incidência global e também o foco de nosso estudo (ALMANDOZ; GHARIB, 2012).   

A hipofunção tireoidiana pode ocorrer por diversas causas e consequências. A 

ingesta de iodo na concentração ideal é um fator indispensável para a síntese de T3 

e T4, e consequente prevenção do hipotireoidismo, contudo, milhares de habitantes 

residem em regiões cuja a utilização desse mineral ocorre de forma insatisfatória, 

como em regiões da África, Sudeste da Ásia e América Central e do Sul. Embora os 

programas globais de combate a deficiência de iodo tenham feito grandes avanços na 

última década, 21 países ainda realizam a suplementação de iodo de forma 

insuficiente, o que potencializa o risco de desordens tireoidianas. Desse modo, o baixo 

consumo de iodo ainda é a principal causa de hipotireoidismo em escala global 

(VANDERPUMP, 2011; ZIMMERMANN; ANDERSSON, 2021).   

No entanto, outras condições também podem ser determinantes para o 

surgimento do hipotireoidismo, como o uso de medicamentos, doenças autoimunes, 

emergência de neoplasias, predisposição genética, terapias radioativas e cirurgias na 
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glândula tireoide (TAYLOR et al., 2018). Em regiões iodo-suficientes, as doenças de 

caráter autoimune são a principal etiologia do hipotireoidismo. Um exemplo 

importante, é a Tireoidite de Hashimoto, uma patologia imunomediada identificada em 

1912 pelo médico japonês Hakaru Hashimoto, que tem como principal característica 

o alargamento progressivo da glândula tireoide e perda de função tecidual. Essa 

alteração se deve ao intenso processo inflamatório, com infiltrado linfocitário difuso, 

presença de autoanticorpos (anti-tireoglobulina e anti-tireoperoxidase) e subsequente 

destruição dos folículos tireoidianos, promovendo o desenvolvimento gradual do 

hipotireoidismo (HIROMATSU; SATOH; AMINO, 2013). 

Baseado em dados epidemiológicos globais, estima-se que a prevalência do 

hipotireoidismo na população em geral ocorra entre 0,25% a 4,20% (TAYLOR et al., 

2018), porém, em algumas regiões as taxas de hipotireoidismo podem ser ainda 

maiores (UNNIKRISHNAN et al., 2013). Em estudo avaliando a prevalência de casos 

de Tireoidite de Hashimoto na região metropolitana de São Paulo, 6,6% dos 

participantes adultos foram diagnosticados com hipotireoidismo, o que sugere alta 

prevalência dessa patologia no Brasil (CAMARGO et al., 2006). Em concordância, 

Pontes e Colaboradores 2002, ao avaliarem a prevalência de doenças tireoidianas em 

uma região do nordeste do Brasil, observaram que 4,5% dos voluntários adultos e 

sem queixas associadas à tireoide, apresentavam exames bioquímicos confirmatórios 

do quadro de hipotireoidismo (PONTES et al., 2002). 
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Figura 1. Prevalência global do hipotireoidismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (Adaptado de Taylor et al., 2018) 

 

Por mecanismos ainda não totalmente conhecidos, sabe-se alguns grupos 

populacionais, como os de sexo feminino, indivíduos acima de 65 anos, gestantes e 

caucasianos, são mais propensos ao desenvolvimento do hipotireoidismo (PATIL; 

REHMAN; JIALAL, 2022; SICHIERI et al., 2007; SULLIVAN, 2019; TAYLOR et al., 

2018). Assim, evidências científicas suportam a hipótese de que mulheres apresentam 

aproximadamente 10 vezes maior possibilidade de desenvolverem o hipotireoidismo 

quando comparado aos indivíduos do sexo masculino e que essa probabilidade 

aumenta com o envelhecimento (VANDERPUMP, 2011). Em estudo realizado em 

2007, testificou-se que mulheres caucasianas são mais suscetíveis a hipofunção 

tireoidiana do que as de etnia negra ou parda (SICHIERI et al., 2007).  

A compreensão sobre o impacto do hipotireoidismo em modelos infecciosos, 

apontam um papel prejudicial da hipofunção tireoidiana, associada à suscetibilidade 

em infecções virais (VAREDI et al., 2014), porém, até o momento, as implicações 

dessa patologia em doenças desencadeadas por protozoários permanecem 

desconhecidas.   
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1.4 Consequências dos hormônios tireoidianos no sistema imune 

 

De forma geral, os hormônios tireoidianos atuam em basicamente todos os 

tecidos e órgãos, uma vez que quaisquer células nucleadas expressam receptores 

específicos para triiodotironina e tiroxina (MULLUR; LIU; BRENT, 2014). Assim, 

evidências científicas sugerem uma intrínseca comunicação e regulação bidirecional 

entre o sistema endócrino e a modulação imune (FRANÇA; LOTTI, 2017; JARA et al., 

2017). Ao longo das últimas décadas, a compreensão do papel de HTs e o estudo 

sobre as desordens tireoidianas (hipotireoidismo e hipertireoidismo) em modelos 

clínicos e pré-clínicos, permitiu novas descobertas sobre o sistema 

neuroimunoendócrino (RUBINGH et al., 2020). 

Descrito como a primeira linha de proteção contra patógenos invasores, o 

sistema imune inato consiste em um conjunto de células, proteínas e componentes 

físicos e químicos, que atuam rapidamente após o contanto inicial com os micro-

organismos patogênicos. Células efetoras como monócitos, macrófagos, neutrófilos e 

células natural killer compõe uma parte fundamental da resposta imune inata 

(MCCOMB et al., 2019), e está bem estabelecido que os mediadores tireoidianos 

modulam diretamente a atividade dessas células (RUBINGH et al., 2020). 

Os neutrófilos desempenham papeis essenciais no combate às infecções 

bacterianas, fúngicas e auxiliam também no controle de doenças parasitárias 

(AITKEN; ALEMU; ROGERSON, 2018; PARKER et al., 2021). Marino et al. (2006) 

demonstraram que polifomorfonucleares provenientes de pacientes hipotireoideos 

produzem quantidades inferiores de espécies reativas de oxigênio (ROS) quando 

estimulados em cultura e comparados a neutrófilos de indivíduos saudáveis (MARINO 

et al., 2006). Por outro lado, o hipertireoidismo promove aumento na geração de ROS 

em neutrófilos e macrófagos (MAGSINO et al., 2000; SZABÓ et al., 1996). Funções 

efetoras de neutrófilos, como a produção de mieloperoxidase (MPO) e a capacidade 

oxidativa, são positivamente reguladas sob estímulo de T3 (FERNÁNDEZ; VIDELA, 

1995).   

Fundamentais para a ativação de resposta imune adquirida, células dendríticas 

e macrófagos ativados, expressam moléculas de co-estimulação e produzem 

citocinas, fatores indispensáveis para a diferenciação e expansão clonal de linfócitos 

(IWASAKI; MEDZHITOV, 2015). Dedecjus et al. (2011) descreveram que a terapia 

com L-tiroxina em pacientes tireoidectomizados, promove maior diferenciação de 
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células dendríticas. Em concordância, a expressão da molécula com atividade co-

estimuladora em DCs, CD86, foi positivamente regulada sob estimulo de T3 in vitro 

(DEDECJUS et al., 2011).   

No que se refere a produção de citocinas, a exposição de células dendríticas 

murinas ao triiodotironina, favoreceu a geração de mediadores, como IL-6, IL-1β, TGF-

β e IL-23. Do mesmo modo, esplenócitos estimulados com T3, produzem elevadas 

quantidades de IFN-γ e IL-17 (ALAMINO et al., 2019). A citocina IL-18 possui ação 

central na ativação de células NK e linfócitos T (KAPLANSKI, 2018). Evidências 

científicas demonstram que macrófagos de pacientes hipertireoideos produzem 

quantidades elevadas desse mediador, enquanto que indivíduos acometidos pelo 

hipotireoidismo, apresentam níveis reduzidos de IL-18 (BOTELLA-CARRETERO et 

al., 2005; MAGSINO et al., 2000). 

A maioria das células inatas expressam receptores eficientes em  reconhecer 

estruturas moleculares conservadas em patógenos, o que favorece o processo de 

fagocitose de micro-organismos (MCCOMB et al., 2019). Parâmetros imunológicos 

foram avaliados em ratos senescentes após 30 dias consecutivos de administração 

de T4. Além do aumento do número de células do timo, baço, linfonodo mesentérico 

e medula óssea, houve maior atividade fagocítica em macrófagos após o desafio de 

T4 (EL-SHAIKH; GABRY; OTHMAN, 2006). Por outro lado, em ensaios experimentais 

pré-clínicos, observou-se que macrófagos provenientes de animais hipotireoideos 

apresentam melhor capacidade de fagocitose do que macrófagos de animais 

saudáveis (ROSA; SAFI; CURI, 1995), fato esse, que sugere ação controversa dos 

hormônios tireoidianos na capacidade de fagocitose por células imunes.  

Outra importante correlação entre os hormônios tireoidianos e atividade de 

células inatas foi observado em células NK. Camundongos senescentes, 

independente do sexo, quando desafiados com L-T4, apresentam aumento no número 

de células natural killer (MAHONEY; CURRIER; MILLER, 1998). Em outro estudo, o 

papel de T4 em células NK de camundongos em diferentes idades foi avaliado. 

Observou-se que o tratamento com L-T4 promove aumento dessas células em 

animais com aproximadamente 3 semanas de idade, mas não em camundongos com 

idade superior ou inferior (PROVINCIALI et al., 1991; PROVINCIALI; DI STEFANO; 

FABRIS, 1994). Em adição, a hipertiroxemia em camundongos, reduz a capacidade 

citotóxica de células NK (STEIN-STREILEIN et al., 1987), indicando influência de HTs 

também na funcionalidade dessas células.  
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Além dos componentes de resposta imune inata, mediadores gerados pela 

glândula tireoide, podem ainda atuar em células imunes específicas, como os 

linfócitos T e B (RUBINGH et al., 2020).  

Células B atuam em diversas frentes do sistema imunológico, como na 

produção de anticorpos específicos, apresentação de antígenos, geração de citocinas 

ou mesmo na regulação imune (LEÓN; BALLESTEROS-TATO; LUND, 2014; MAURI; 

BOSMA, 2012). Os linfócitos T possuem papeis clássicos  na eliminação de células 

infectadas ou tumorais e na produção de citocinas, fator que favorece a modulação 

de todo o sistema imune,  através da diferenciação, ativação e migração de células 

para os sítios de infecção (DONG, 2021; MCCOMB et al., 2019).  

Em evidências clínicas e em ensaios utilizando modelos animais, o papel dos 

mediadores tireoidianos na proliferação, diferenciação e função de células da 

imunidade adaptativa está fundamentado. Redução dos níveis de T3 e T4 

ocasionados por estresse crônico em camundongos, promoveram menor proliferação 

de células B e T, no entanto, essa alteração foi reestabelecida após o tratamento com 

tiroxina (FRICK et al., 2009). Em condições de hipertireoidismo em ratos, o aumento 

de HTs proporcionou uma maior disponibilidade de linfócitos T na circulação 

sanguínea, o que afetou significativamente o número de células T no timo dos animais 

(ROBINSON et al., 2014), demonstrando forte correlação entre a maturação de 

linfócitos e a ação dos hormônios tireoidianos.    

Uma característica própria de linfócitos B ativados é a habilidade de mudança 

de isótipo, que consiste na geração de imunoglobulinas de maior competência na 

resolução de processos diversos, como na eliminação de infecções ou na ativação de 

leucócitos (ZHANG; GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 2016).  Pacientes hipertireoideos 

dispõem de altos níveis séricos de imunoglobulinas M e G (IgM e IgG, 

respectivamente), comparado a indivíduos saudáveis (NANDAKUMAR et al., 2008). 

Outra pesquisa, encontrou alta produção de imunoglobulina A (IgA) por indivíduos 

hipertireoideos, apontando impacto de HTs na função de linfócitos B, contudo, a 

produção de imunoglobulina E (IgE) ainda é controversa nas disfunções tireoidianas, 

uma vez que tanto pacientes hipo quanto os hipertireoideos produzem altas 

quantidades de IgE quando comparados aos indivíduos normotireoideos 

(JAFARZADEH et al., 2010).  
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1.5 Indução do hipotireoidismo em modelo animal por metimazol 

 

O estudo do hipotireoidismo em modelos animais possibilitou grandes 

descobertas sobre as consequências da hipofunção tireoidiana em processos 

celulares, metabólicos e infecciosos (MISHRA et al., 2021; PEIXOTO et al., 2021; 

VAREDI et al., 2014). Dentre as estratégias reconhecidas pela sociedade científica 

para a indução do hipotireoidismo em modelos animais, destaca-se o uso dos 

medicamentos antitireoidianos, devido ao baixo custo econômico, fácil manuseio e 

administração, bem como ao caráter pouco invasivo, quando comparado aos 

processos cirúrgicos e radioterápicos (COBOS-PUC et al., 2020; KENT; ATLURI; 

CUFFE, 2022).  

Pertencente a classe dos fármacos derivados das tioamidas, o metimazol (MMI, 

do inglês – Methimazole) é uma das drogas de escolha para pacientes hipertireoideos, 

cujo o principal mecanismo de ação se baseia na inibição da produção de HTs pela 

glândula tireoide, através do bloqueio da enzima tireoperoxidase, proteína essencial 

para a etapa de iodação dos resíduos de tirosina na tireoglobulina. Como 

consequência do uso terapêutico do fármaco, há o comprometimento da síntese de 

novas moléculas de tiroxina e triiodotironina enquanto se é realizado o tratamento 

farmacológico (SINGH; CORREA, 2022).  

Os efeitos colaterais do metimazol estão majoritariamente relacionados à dose 

do medicamento, sendo os mais comuns, o surgimento de urticárias e coceiras, e 

entre os efeitos raros, encontram-se a possibilidade de agranulocitose, 

hepatotoxicidade, teratogenicidade e o hipotireoidismo. Porém, a maioria dos efeitos, 

desaparecem após a descontinuação do medicamento (ROSS et al., 2016; SINGH; 

CORREA, 2022). 

Nos últimos anos, levando em consideração a ação antitireoidiana do 

metimazol, o seu uso se tornou frequente em escala global, para a geração do 

hipotireoidismo em modelos animais. Importantes descobertas sobre o 

hipotireoidismo gestacional (KENT; ATLURI; CUFFE, 2022), o impacto dos HTs no 

sistema cardiovascular (SARATI et al., 2012), ou mesmo na compreensão das 

desordens tireoidianas no controle ou suscetibilidade à infecções (VAREDI et al., 

2014), foram possíveis devido ao protocolo de hipotireoidismo via metimazol. 

Em 2015, um grupo de pesquisadores do Departamento de Endocrinologia da 

Universidade de Shandong, na China, investigaram o efeito de diferentes doses e vias 
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de administração de metimazol em ratos Wistar para a indução do quadro de 

hipotireoidismo. De maneira interessante, o desafio com metimazol por 21 dias em 

sonda gástrica ou pela adição do medicamento em água de beber dos animais, 

promoveu efeitos similares no que se refere a quantificação de parâmetros 

tireoidianos associados a hipofunção, além disso, as doses de 0,02% ou 0,04% do 

medicamento diluídos em água de beber, também apresentaram a mesma eficácia 

para a instalação do hipotireoidismo (ZHOU et al., 2015b). Baseado nesses achados, 

nós e outros autores (SAMPAIO et al., 2020; SARATI et al., 2012; VAREDI et al., 

2014), temos optado pelo uso de menor dose do medicamento e pela via de 

administração menos invasiva. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral  

 

Determinar as consequências do hipotireoidismo na fase aguda da doença de 

Chagas experimental. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Avaliar a consequência do hipotireoidismo na magnitude da carga parasitária 

em animais infectados com Trypanosoma cruzi; 

 

 Determinar a influência da hipofunção tireoidiana na frequência e ativação de 

células imunes inatas, como macrófagos, células NK e células dendríticas; 

 

 Determinar o impacto do hipotireoidismo na frequência, ativação e maturação 

de linfócitos na infecção aguda da doença de Chagas; 

 

 Investigar o impacto do hipotireoidismo, da doença de Chagas e da associação 

das patologias, em parâmetros hematológicos e bioquímicos; 

 

 Avaliar a influência do hipotireoidismo, da doença de Chagas e das patologias 

em coletividade, na modulação de citocinas e quimiocinas plasmáticas.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos machos de linhagem Wistar Hannover, com 

aproximadamente 5 semanas de idade e peso compreendido entre 120 e 140 gramas, 

provenientes do Biotério geral do Campus de Ribeirão Preto/USP. Os mesmos foram 

mantidos em ambiente com temperatura adequada (22 a 25º) no biotério do 

Laboratório de Parasitologia da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto – USP e receberam água e ração ad libitum durante os dias de experimentação. 

O uso de animais e o modelo experimental foram conduzidos sob a aprovação do 

Comitê de Ética no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo. Processo de número 19.1.149.60.8. 

 

3.2 Tratamento com metimazol para indução do hipotireoidismo  

 

Para indução do quadro de hipotireoidismo, os ratos receberam 0,02% de 

metimazol (MMI) diluídos em água de beber por 21 dias (ÖZGÜR et al., 2016; ZHOU 

et al., 2015b). O MMI foi obtido da BioLab (BioLab Sanus Pharmaceuticals, São Paulo, 

Brasil). No 21º dia, após a finalização do tratamento, uma alíquota de sangue foi 

coletada da cauda dos animais para determinação sérica de triiodotironina total (T3 

total), tiroxina total (T4 total) e tiroxina livre (T4 livre) pela técnica de imunoensaio 

quimioluminescente com auxílio do analisador Immulite 1000.  

 

3.3 Parasitos, infecção experimental e eutanásia  

 

Os animais foram infectados por via intraperitoneal (i.p) com 1 x 105 formas 

tripomastigotas de cepa Y de Trypanosoma cruzi presentes em sangue total após a 

confirmação do quadro de hipotireoidismo. A cepa Y é mantida por passagens 

seriadas semanais em camundongos BALB/c no Laboratório de Parasitologia da 

FCFRP-USP.  Os ensaios de interesse foram realizados no 11º dia pós infecção, ponto 

esse, que se refere a fase aguda da doença de Chagas em modelo experimental. Os 

animais foram anestesiados por meio de uma dose intraperitoneal de 2,5% de 
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tribromoetanol a 0,1ml/10g do peso corporal, seguido do processo de eutanásia por 

decapitação. 

 

3.4 Grupos experimentais   

 

Os grupos experimentais foram determinados de forma randomizada, 

integrando 5 animais por grupo, sendo divididos em:  

 

Tabela 1. Grupos experimentais  

Grupos Características 

Controle (nº 5) Saudáveis, não hipotireoideos e não 

infectados 

Infectado (nº 5) Infectados e normotireoideos 

Hipo (nº 5) Hipotireoideos e não infectados  

Hipo infectado (nº 5) Hipotireoideos e infectados  

 

3.5 Quantificação de parasitos  

 

 A determinação de parasitos sanguíneos foi realizada no 7º e 9º dia pós 

infecção, seguindo as orientações do método de Brener (BRENER, 1962). Para isso, 

uma alíquota de sangue fresco (5µl) foi coletada da cauda dos animais e adicionada 

a lâmina, cobrindo-a com lamínula de 22x22 mm. Em seguida, 50 campos 

microscópicos foram contados, com auxílio de microscopia óptica (Objetiva no 

aumento de 40 vezes). O número encontrado foi multiplicado pelo fator do 

microscópio, calculado para cada objetiva, levando em consideração o número de 

campos microscópicos existentes na área da lamínula.   

 

3.6 Peso relativo dos órgãos e ganho de peso semanal  

 

 O peso dos animais foi monitorado semanalmente para investigação de perda 

ou ganho de massa corporal durante o protocolo experimental. No 11º dia de infecção, 

após a eutanásia, o baço, timo, fígado e coração foram coletados e pesados para 

determinação de peso relativo dos órgãos ([órgão/peso do animal] x 100) 
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(CALABRESE et al., 2000). Os dados foram expressos em porcentagem, conforme 

demonstrado na figura 4. 

 

3.7 Contagem diferencial  

 

Após a eutanásia dos animais e coleta de sangue total, a contagem diferencial 

de leucócitos sanguíneos foi realizada pela técnica de esfregaço sanguíneo, baseado 

no método de coloração Panótico Rápido, seguindo as recomendações do fabricante 

(Kit adquirido no laboratório Laboclin, Ltd, Pinhais, Paraná, Brasil). Após a coloração, 

a determinação de monócitos, neutrófilos e linfócitos circulantes, foi realizada com 

auxílio de microscopia óptica (Objetiva no aumento de 100 vezes) e contador manual. 

A contagem de células foi realizada percorrendo a lâmina de uma borda a outra, até 

que se determine 100 células.  

 

3.8 Preparação de tecidos e quantificação de células do baço e timo 

 

 Brevemente, para determinação do número de células totais, após eutanásia 

dos animais no 11º dia pós infecção, os baços e timos foram removidos 

cirurgicamente. Os órgãos foram pesados e um fragmento de cada tecido foi 

macerado em 5 mls de PBS com auxílio de filtros de células do tipo cell strainer (poro 

de 100 µm), seguido de centrifugação (10 minutos, 1300 rpm, 4ºC). As hemácias 

presentes em amostras do fragmento do baço foram lisadas por choque osmótico, 

através da utilização do meio ACK, e imediatamente após, os leucócitos presentes 

foram ressuspendidos em meio RMPI completo. O número absoluto de células foi 

determinado pela contagem em Tripan Blue, na proporção de 1:100 em câmera de 

Neubauer, com auxílio de microscópio óptico (aumento de 40 vezes) e contador 

manual.  

 

3.9 Fenotipagem de células por citometria de fluxo 

 

Para fenotipagem de células do baço e timo de animais controles, 

hipotireoideos, infectados e hipo infectados, os leucócitos isolados foram 

ressuspendidos em uma concentração de 1x106 células/100µl. Logo após, as células 

foram incubadas com 50µl de Fcblock (BD PharMingenTM) por 30 minutos a 4ºC, com 



36 
 

objetivo de bloquear as ligações inespecíficas dos anticorpos aos receptores Fc na 

superfície celular. Subsequentemente, os anticorpos monoclonais para antígenos de 

superfície celular foram adicionados, conforme apresentados na tabela 2 e 3 (Exceto 

para determinação de células T reguladoras). Todos os anticorpos utilizados foram 

obtidos da BD PharMingenTM. Após o período de incubação (30 min, 4ºC na ausência 

de luz), as células foram novamente lavadas com PBS e ressuspendidas em 100µl de 

PBS-formol 1%, seguido da aquisição das células por citômetro de fluxo (Citômetro 

BD LSRFortessa). As análises foram feitas usando o programa FlowJo 

(FlowCytometry Analysis Software v7.2.5) o qual permite analisar todas as células 

adquiridas (100.000/amostra) ou apenas determinadas populações, individualizadas 

por janelas (“Gates”), estabelecidas com base em parâmetros de tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC) ou fluorescência (FL). 

 

Tabela 2. Anticorpos utilizados para fenotipagem de células do baço. 

 

Anticorpos Fluorocromos 

Anti-CD3 APC 

Anti-CD4 PE-Cy7 

Anti-CD8 PE 

Anti-ED-2 like PE 

Anti-CD11b/C APC 

Anti-CD11a FITC 

Anti-CD28 PE 

Anti-RT1b PerCP 

Anti-CD80 PE 

Anti-CD86 FITC 

Anti-CD45RA PE 

Anti-CD161 FITC 

Anti-Foxp3 Alexa fluor 647 
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Tabela 3. Anticorpos utilizados para fenotipagem de células do timo. 

 

Anticorpos Fluorocromos 

Anti-CD3 APC 

Anti-CD4 PE-Cy7 

Anti-CD8 PerCP 

  

 

3.10 Caracterização de células T reguladoras no baço 

 

 Após o processamento do baço e obtenção de células, 2x106 células esplênicas 

foram adicionados aos tubos de citometria, com volume final de 100µl por tubo. Logo 

após, as células foram incubadas com 50µl de Fcblock (BD PharMingenTM) diluído em 

tampão FACS (PBS, 2% de SBF e 0,1% de azida) por 30 minutos a 4ºC, com objetivo 

de bloquear as ligações inespecíficas dos anticorpos aos receptores Fc na superfície 

celular. Após a lavagem das células com PBS (1x) e descarte do sobrenadante, os 

anticorpos monoclonais para detecção de proteínas de superfície foram adicionados, 

sendo eles, anti-CD3 FITC e anti-CD4 PE-Cy7. Em seguida, as células foram 

incubadas por 30 minutos, a 4ºC e em ausência de luz.  

 Após o procedimento de permeabilização de membrana celular, 

seguindo as recomendações do fabricante (Kit Bioscience, San Diego, EUA), foi 

realizada a marcação intracelular, para detecção do fator de transcrição Foxp3 (diluído 

1/50, em solução de Perm Wash-eBioscience, San Diego, EUA), com auxílio de 

anticorpo Alexa Fluor 647, seguido de incubação por 30 min, a 4ºC.  Posteriormente, 

as células foram lavadas com tampão staining buffer, e ressuspendidas em 300µl do 

mesmo tampão. A aquisição das células foi realizada em citômetro de fluxo (Citômetro 

BD LSRFortessa). As análises foram feitas usando o programa FlowJo 

(FlowCytometry Analysis Software v7.2.5) o qual permite analisar todas as células 

adquiridas (100.000/amostra) ou apenas determinadas populações, individualizadas 

por janelas (“Gates”), estabelecidas com base em parâmetros de tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC) ou fluorescência (FL). 
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3.11 Avaliação de morte celular no timo 

 

Após a coleta do timo no 11º dia pós infecção, o número de células do órgão 

foi determinado e a concentração de 2x106 células por poço foi ajustada em tubos de 

citometria (volume final de 100µl em meio RPMI). 1µl de iodeto de propídeo (PI) foi 

adicionado a cada amostra, seguido da leitura em citômetro de fluxo (Citômetro BD 

LSRFortessa). As análises foram feitas usando o programa FlowJo (FlowCytometry 

Analysis Software v7.2.5) o qual permite analisar todas as células adquiridas 

(100.000/amostra) ou apenas determinadas populações, individualizadas por janelas 

(“Gates”), estabelecidas com base em parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade 

(SSC) ou fluorescência (FL). 

 

3.12 Marcadores de lesão renal e hepática 

  

 Foram utilizados kits comerciais da Labtest (Lagoa Santa, Minas Gerais) para 

dosagem de parâmetros hepáticos, como aspartato aminotransferase (AST) e Alanina 

aminotransferase (ALT), e para avaliação de função renal, a determinação de 

creatinina K. As amostras de sangue coletadas com auxílio de heparina, foram 

centrifugadas (9.000 x g por 5 minutos) para separação do plasma. Em seguida, os 

procedimentos foram realizados de acordo com as recomendações do fabricante, com 

posterior leitura em espectrofotômetro. Os resultados de AST e ALT foram expressos 

em U/L, enquanto os valores de creatinina K foram apresentados em ng/dL.  

 

3.13 Quantificação de hormônios tireoidianos  

 

 Após o 21º dia de tratamento com metimazol, uma alíquota de sangue da cauda 

dos animais tratados e não tratados foi coletada, seguido de separação do soro por 

centrifugação a 1.500 rpm por 10 minutos. As quantificações de tiroxina total (T4), 

tiroxina livre (T4L) e triiodotironina total (T3) foram realizadas para confirmação do 

quadro de hipotireoidismo. O método utilizado foi a técnica de imunoensaio 

quimioluminescente competitivo de fase sólida com enzima marcada, seguindo as 

recomendações do fabricante Immulite Siemens (Siemens Healthcare Diagnostics Inc 
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- EUA). Os valores de T4 total foram expressos em µg/dL, enquanto os valores de T3 

total e T4 livre foram apresentados em ng/dL.  

 

3.14 Determinação de leucócitos totais  

 

 A determinação global de leucócitos sanguíneos foi realizada após o 11º dia 

pós infecção em todos os animais de cada grupo experimental. Para isso, amostras 

de sangue foram diluídas com o líquido de Turk, composto por ácido acético (lise de 

hemácias) e violeta de genciana 1% (cora os leucócitos). A diluição ocorreu na razão 

de 1/20, seguido de montagem de câmera de Neubauer, para determinação de 

leucócitos com auxílio de microscópio óptico (objetiva no aumento de 10 vezes). A 

seguir, a contagem ocorreu nos 4 quadrantes externos da câmera de Neubauer. 

Obtém-se o resultado por meio da seguinte fórmula: Leucócitos/mm3 = (leucócitos 

contados x fator da diluição x 10) ÷ 4. 

 

3.15 Quantificação de plaquetas 

 

A contagem de plaquetas foi realizada pela técnica de Brecher (BRECHER; 

CRONKITE, 1950). Para isso, utiliza-se 1,0g de oxalato de amônia, 2 gotas de azul de 

metileno a 1% em 100 mL de água destilada como diluente. A diluição utilizada foi de 

1/200 da amostra de sangue em relação ao líquido diluidor, seguido de auxílio de 

câmera de Neubauer e microscopia óptica (objetiva no aumento de 40 vezes) para 

determinação. Posteriormente, 25 quadrantes do retículo central da câmera foram 

determinados utilizando contador manual. Os resultados da contagem foram 

expressos em número de plaquetas por volume de sangue (plaquetas/mm3), após a 

realização da seguinte equação: Nº de plaquetas/mm3 = Nº de plaquetas contadas x 

1000. 

  

3.16 Determinação de hematócrito  

  

 O hematócrito (Ht) consiste na relação volume ocupado por eritrócitos em um 

volume de sangue total. Os valores de Ht foram determinados após o 11º de infecção, 

através da coleta de sangue total de todos os animais de cada grupo experimental. 

Para isso, tubos de capilares simples foram enchidos com sangue total com 
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anticoagulante, até que se falte 1 cm para completar o capilar. Em seguida, a 

extremidade vazia do tubo foi vedada com a massa de vedação. Os capilares foram 

colocados em centrifuga de hematócrito com a extremidade aberta para o centro 

desta. Após a centrifugação por 5 minutos em 11.000 rpm, a percentagem foi 

determinada com auxílio do cartão de leitura de hematócrito. Os valores foram 

expressos em %. 

 

3.17 Contagem global de eritrócitos  

 

 A determinação global de eritrócitos foi realizada com auxílio do líquido de 

Hayem. Esse líquido, tem em sua formulação cloreto de sódio e sulfato de sódio que 

conferem o caráter isotônico; o sulfato de sódio atua também com anticoagulante. 

Outro componente é o cloreto de mercúrio que além de apresentar atividade 

antifúngica e antibacteriana, promove a lise de leucócitos, pelo aumento de 

permeabilidade de membrana, o que favorece a segregação de hemácias. 

Basicamente, o sangue de todos os animais foi diluído na proporção 1/200 com o 

líquido de Hayem, seguido da montagem de câmera de Neubauer. A seguir, 5 

quadrados do reticulo central foram determinados com auxílio de contador manual. A 

contagem foi realizada com a objetiva do microscópio no aumento de 40 vezes. O 

resultado foi expresso em número de eritrócitos por volume de sangue 

(hemácias/mm3). Para a obtenção de contagem global de eritrócitos, utilizou-se a 

seguinte equação: Nº eritrócitos/mm3 = Nº eritrócitos contados x Nº quadrados 

contados (5) x diluição da amostra (200) x fator de correção (10).  

 

3.18 Determinação de hemoglobina 

 

 A determinação de hemoglobina foi realizada pelo método 

cianometahemoglobina, que se baseia na absorção espectrofotométrica de uma 

solução de cianeto de potássio e ferricianeto de potássio, chamada de Drabkin (1.0g 

de NaHCO3, 0,05g de KCN, 0,2g de K3Fe(CN)6 e 1000ml de água destilada). A 

determinação de hemoglobina ocorre através da oxidação à metemoglobina pelo 

ferricianeto de potássio, e depois a cianometemoglobina pelo cianeto de potássio. A 

formação de cianometemoglobina é diretamente proporcional a concentração de 

hemoglobina, e pode ser quantificada por espectrofotometria. Subsequentemente à 
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eutanásia dos animais após o 11º dia de infecção, 20µL de sangue total foram colhidos 

sem auxílio de anticoagulante, e adicionados a 5 mL de solução Drabkin. Depois de 

homogeneização e repouso por 10 minutos em temperatura ambiente, as amostras 

foram lidas em espectrofotômetro em comprimento de onda 540nm. Os valores de 

hemoglobina foram expressos em g/dL.    

 

3.19 Quantificação de citocinas e quimiocinas  

 

 Amostras de soro foram utilizadas para detecção de IFN-γ, IL-17A e IL-2 por 

meio de ensaio imunoenzimático ELISA do tipo Sandwish, utilizando kit comercial 

(R&D systems e Biosciences), de acordo com as recomendações do fabricante. A 

leitura da reação colorimétrica foi realizada a 450 nm em leitor de microplacas 

(BIOTEK SYNERGY H1M). O kit de ensaio Multiplex MILLIPLEX (Cat.# RECYTMAG-

65K Millipore) e o sistema de multiplexação MAGPIX (MilliporeSigma) foram usados 

para a detecção de IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, TNF-α, IL-10, IL-6, IL-18, IL-12p70, GM-

CSF, C-CSF, MIP-1α, MIP-2α, MCP-1, CXCL-1, CCL-5 e CXCL-10. 

 

3.20 Análise estatística   

 

A análise estatística foi realizada com auxílio do programa GraphPad Prism 

(GraphPad Prism Software Inc., San Diego CA, EUA), e os testes utilizados foram: 

One Way ANOVA, seguido pelo pós teste Bonferroni ou teste t de Student (figura 2 e 

figura 3). Valores de P iguais ou menores que 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Os resultados foram expressos como média ± desvio 

padrão (DP). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Tratamento com metimazol em ratos 

 

A fim de atestar o quadro de hipotireoidismo em modelo animal após o 

tratamento com metimazol, uma alíquota de sangue da cauda dos animais foi coletada 

e a produção de hormônios associados a função tireoidiana foi investigada. Conforme 

demonstrado na figura 2, os níveis plasmáticos de T4 total (fig. 2B), T4 livre (fig. 2C) 

e T3 total (fig. 2D) se encontravam significativamente diminuídos em animais 

submetidos ao uso de metimazol, quando comparado aos animais controle não 

tratados, o que confirma o quadro de hipotireoidismo em nosso modelo experimental.  

Durante as 3 semanas de tratamento farmacológico, o ganho de peso dos 

animais foi avaliado semanalmente (fig. 2A). Observou-se que ratos submetidos ao 

tratamento com metimazol, apresentaram menor ganho de peso corporal em relação 

ao grupo controle.  

 

4.2 Impacto do hipotireoidismo na parasitemia  

 

 A contagem de parasitos na amostra de sangue dos animais hipotireoideos e 

infectados foi realizada no 7º (fig. 3A) e 9º (fig. 3B) dia após a infecção, seguindo as 

orientações do método de Brener (BRENER, 1962). Nenhuma diferença foi observada 

no número de tripomastigotas sanguícolas, entre os grupos investigados.  
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Figura 2. Efeito farmacológico do tratamento com metimazol em ratos. Ratos de 

linhagem Wistar Hannover machos foram submetidos ao tratamento farmacológico por 21 dias 

consecutivos com 0,02% de metimazol diluídos em água de beber, enquanto o grupo controle 

recebeu apenas água. O ganho de peso dos animais foi avaliado semanalmente (A), e ao final 

do tratamento, uma alíquota de sangue da cauda dos animais foi coletada para realização de 

dosagens hormonais de T4 total (B), T4 livre (C) e T3 total (D) no soro. Os resultados são 

expressos como média ± DP (n = 5 animais/grupo). Student’s t-test foi utilizado para análise 

estatística (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). 

 

4.3 Consequência da hipofunção tireoidiana na saúde dos órgãos durante a fase 

aguda da doença de Chagas  

 

 Para avaliar a influência da infecção por T. cruzi e/ou o impacto do 

hipotireoidismo na saúde dos animais, o peso relativo de órgãos foi avaliado. O motivo 

dessa investigação é que T. cruzi apresenta tropismo para diversos órgãos além do 

fato que os hormônios tireoidianos desempenham papel importante no crescimento e 

desenvolvimento tecidual (BASSETT; WILLIAMS, 2016; PEREIRA et al., 2002; SILVA 

PEREIRA et al., 2019). Os dados relativos à Figura 4, foram gerados após a coleta de 
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órgãos realizada no 11º dia após a infecção de animais de todos os grupos 

experimentais.  

 A esplenomegalia é uma alteração comumente descrita entre os indivíduos 

acometidos pela fase aguda da doença de Chagas (DIAS et al., 2016). Nesse sentido, 

animais infectados apresentaram expressivo aumento no peso do baço comparado 

aos não infectados, porém, o hipotireoidismo não exerceu influência nesse parâmetro 

(fig. 4A). Relativo ao timo (fig. 4B), fígado (fig. 4C) e coração (fig. 4D), não houve 

diferença entre os grupos analisados.  

 Em seguida, avaliamos a relação entre as patologias do hipotireoidismo e 

doença de Chagas, quanto a marcadores de lesão hepática e renal. Para isso, os 

níveis plasmáticos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase 

(AST) e creatinina foram determinados entre todos os grupos experimentais. A 

infecção por T. cruzi promoveu aumento na expressão de AST, porém entre os 

animais hipotireoideos, a infecção não alterou esse marcador (fig. 4F). A infecção 

chagásica, o hipotireoidismo, ou as associações das duas comorbidades, não afetou 

os níveis plasmáticos de ALT (fig. 4E) e creatinina (fig. 4G).  

 

Figura 03. Análise de parasitemia. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos (controles 

e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas tripomastigotas 

sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 7º (A) e 9º (B) dia de infecção, amostras de sangue 

periférico foram coletadas para determinação de carga parasitária pelo método de Brenner. 

Os resultados são expressos como média ± DP (n = 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e 

***p < 0.001). Student’s t-test foi utilizado para análise estatística. 
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Figura 04. Consequência do hipotireoidismo na saúde de órgãos durante a fase aguda 

da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos (controles e 

hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas tripomastigotas 

sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram eutanasiados e 

os órgãos coletados para análise de peso relativo do baço (A), timo (B), coração (C) e fígado 

(D). Dosagens de marcadores de lesão tecidual como ALT (E), AST (F) e creatinina (G) foram 

realizadas no plasma dos animais. Os resultados são expressos como média ± DP (n = 5 

animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância One Way ANOVA 

foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 

 

 

4.4 Avaliação de parâmetros hematológicos 

  

 Parâmetros hematológicos e celulares foram avaliados a seguir em nosso 

trabalho. O hipotireoidismo, a infecção por T. cruzi, ou a associação das 

comorbidades, não interferiram no número total de leucócitos sanguíneos (fig. 5A). 

Contudo, em relação ao número de plaquetas (fig. 5B) e hemácias (fig. 5C) uma 

plaquetopenia e eritropenia significativa foi observada entre os animais hipo infectados 
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quando comparado ao grupo controle não infectados e não hipotireoideos, o que 

sugere impacto prejudicial das patologias quando associadas.  Quanto aos valores de 

hemoglobina, não houve diferença entre os grupos investigados (fig. 5D). Por fim, 

avaliamos a porcentagem de hematócrito entre os grupos experimentais. Animais hipo 

infectados apresentaram valores significantemente baixos de hematócrito quando 

comparados ao grupo infectado (fig. 5E).  

 

Figura 05. Impacto do hipotireoidismo em parâmetros hematológicos durante a fase 

aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos (controles e 

hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas tripomastigotas 

sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram sacrificados e 

amostras de sangue foram coletadas para análise de leucócitos totais (A), plaquetas (B), 

hemácias (C), hemoglobina (D) e hematócrito (E). Os resultados são expressos como média 

± DP (n = 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância One 

Way ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 
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4.5 Contagem diferencial para determinação de diferentes populações de 

leucócitos sanguíneos 

 

 Como próximo passo, a frequência de linfócitos, neutrófilos e monócitos 

sanguíneos foi caracterizada pela técnica de contagem diferencial pelo método 

panótico. Uma redução significativa na porcentagem de linfócitos foi testificada entre 

animais infectados em comparação aos não infectados. De forma interessante, entre 

os grupos infectados, o hipotireoidismo acentuou a diminuição na frequência de 

linfócitos sanguíneos (fig. 6A).  

 Em contrapartida, a porcentagem de neutrófilos (fig. 6B) e monócitos (fig. 6C) 

foi regulada positivamente pela infecção por T. cruzi. Animais hipotireoideos 

infectados, apresentam aumento na frequência de neutrófilos em relação ao grupo 

apenas infectado (fig. 6B).  

 

Figura 06. Efeito do hipotireoidismo na contagem diferencial de células sanguíneas 

durante a fase aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos 

(controles e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas 

tripomastigotas sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram 

eutanasiados e amostras de sangue foram coletadas para determinação da frequência de 

linfócitos (A), neutrófilos (B) e monócitos (C) pelo teste panótico. Os resultados são expressos 

como média ± DP (n = 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de 

variância One Way ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia 

estatística. 
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4.6 Quantificação de quimiocinas plasmáticas 

 

 A partir da modulação de células sanguíneas observadas na figura 06, 

buscamos compreender se a doença de Chagas, o hipotireoidismo, ou a associação 

das duas patologias interferem na produção de quimiocinas plasmáticas. Nenhuma 

alteração foi observada na produção de mediadores como o fator estimulador de 

colônias de granulócitos e macrófagos - GM-CSF (fig. 7A), o fator estimulante de 

colônia de granulócitos - G-CSF (fig. 7B), MIP-1α (fig. 7C) e CXCL-1 (fig. 7F). No 

entanto, em condições de hipotireoidismo, a infecção por T. cruzi, promoveu a geração 

da quimiocina MIP-2α (fig. 7D). Em relação a MCP-1, animais hipo infectados, 

apresentaram níveis elevados desse mediador, comparados aos hipo não infectados 

e ao grupo controle (fig. 7E). Já quanto ao CCL5, houve regulação positiva dessa 

quimiocina entre o grupo hipo infectado e os animais controle sem infecção e sem 

hipotireoidismo (fig. 7G). Por fim, a infecção por T. cruzi conferiu elevada produção de 

CXCL-10 (fig. 7H), sem nenhuma interferência do hipotireoidismo na modulação 

desse mediador.  
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Figura 07. Consequência do hipotireoidismo na modulação de quimiocinas e fatores de 

crescimento durante a fase aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar 

Hannover machos (controles e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 

1x105 formas tripomastigotas sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os 

animais foram eutanasiados e amostras de soro foram coletadas para determinação das 

concentrações de GM-CSF (A), G-CSF (B), MIP-1α (C), MIP-2α (D), MCP-1 (E), CXCL-1/KC 

(F), CCL5 (G) e CXCL-10 (H) pelo método multiplex baseado em beads. Os resultados são 

expressos como média ± DP (n = 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A 

análise de variância One Way ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como 

estratégia estatística. 

 

4.7 Determinação da celularidade do baço e timo 

 

 Considerando a esplenomegalia observada em animais infectados por T. cruzi 

(fig. 4A), buscamos avaliar também o impacto da infecção e do hipotireoidismo no 

número de células do baço dos animais em nosso modelo experimental. Dessa forma, 

encontramos aumento no número total de células esplênicas entre animais infectados, 

tanto em condições controle, quanto entre os hipotireoideos (fig. 8A). Porém, o 

hipotireoidismo não exerceu influência na celularidade do baço.  
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Embora nenhuma alteração no peso do timo entre os grupos foi encontrada 

(Fig.4B), em seguida, determinamos o impacto das patologias estudadas no número 

de células desse órgão. De maneira interessante, uma redução significativamente 

importante de células tímicas foi observada entre os animais hipo infectados, em 

relação aos infectados ou ao grupo controle (fig. 8B).  

Para descartar ou confirmar possível indução de morte celular em células do 

timo pelo hipotireoidismo, exploramos a expressão de iodeto de propídeo (Pi) por 

citometria de fluxo. Como observado no gráfico (fig. 8C) e na figura representativa (fig. 

8D), houve aumento de células tímicas em animais hipo infectados positivas para Pi 

quando comparado a todos os outros grupos experimentais, fato esse, que testifica a 

indução de morte celular no timo, em consequência do hipotireoidismo, na infecção 

aguda da doença de Chagas. 
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Figura 8. Impacto do hipotireoidismo na contagem de células do baço e timo na fase 

aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos (controles e 

hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas tripomastigotas 

sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram eutanasiados e 

o baço e timo foram coletados para analises. O número total de células do baço (A) e timo (B) 

foram determinadas. Para análise de citometria de fluxo, as células do timo foram marcadas 

com iodeto de propídeo (Pi+), como demonstrado no gráfico (C) e na figura representativa (D). 

Os resultados são expressos como média ± DP (n = 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e 

***p < 0.001). A análise de variância One Way ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste 

/Bonferroni’s como estratégia estatística. 
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4.8 Maturação de linfócitos no timo 

 

 Após os dados de morte celular no timo observados na figura 08, buscamos 

compreender se o hipotireoidismo na fase aguda da doença de Chagas também 

poderia interferir na maturação de linfócitos. Para isso, o timo dos animais foram 

coletados após o 11º dia de infecção, as células foram processadas e marcadas com 

anticorpos monoclonais para determinação de células simples positivas 

(CD3+CD4+CD8- ou CD3+CD4-CD8+), duplo negativas (CD3+CD4-CD8-) ou duplo 

positivas (CD3+CD4+CD8+). Nenhuma diferença foi encontrada entre as células duplo 

negativas (fig. 9B), duplo positivas (fig. 9C) e simples positivas para CD4 (fig. 9D). No 

entanto, a infecção por T. cruzi intensificou a frequência de células simples positivas 

para CD8 (fig. 9E), sem nenhum impacto do hipotireoidismo nesse parâmetro. Todas 

essas estratégias de gate, podem ser conferidas na figura 9A.   
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Figura 9. Impacto do hipotireoidismo na maturação de linfócitos no timo durante a fase 

aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos (controles e 

hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas tripomastigotas 

sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram eutanasiados e 

os timos foram coletados e processados para análise de citometria de fluxo, conforme 

demonstrado na figura representativa (A). Células duplo negativo CD3+CD4-CD8- (B), duplo 

positivo CD3+CD4+CD8+ (C), simples positivo CD3+CD4+ (D) e simples positivo CD3+CD8+ (E) 

foram determinadas. Os resultados são expressos como média ± DP (n = 5 animais/grupo) 

(*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância One Way ANOVA foi utilizada, 

seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 

 

 

 

 

4.9 Determinação da frequência de linfócitos T no baço 

 

 O baço é um importante órgão do sistema linfático, com participação 

fundamental no controle de infecções sistêmicas à antígenos circulantes, pela 

ativação de células imunes (CRANE; LIU; CHADBURN, 2021). Aqui, buscamos 

compreender o impacto da hipofunção tireoidiana em células imunes do baço, durante 

a infecção aguda por T. cruzi.   

 Para isso, após o processamento do tecido esplênico dos animais, as células 

foram isoladas e marcadas com anticorpos monoclonais para posterior fenotipagem. 
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Inicialmente, determinamos a frequência de linfócitos T de perfil CD4 e CD8. Conforme 

apresentado na figura 10A, animais hipo infectados apresentaram menor 

porcentagem de células TCD4 do que os hipotireoideos. A infecção por T. cruzi 

promoveu aumento de células TCD8 em animais controles ou hipotireoideos (fig. 10B), 

mas não ocorreu interferência do hipotireoidismo nessa população celular.  A figura 

10C representa a análise de citometria realizada para fenotipagem de linfócitos no 

baço.  

 

Figura 10. Influência do hipotireoidismo na frequência de linfócitos T no baço durante 

a fase aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos (controles 

e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas tripomastigotas 

sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram eutanasiados e 

os baços foram coletados e processados para análise de citometria de fluxo. A frequência de 

linfócitos CD3+CD4+ (A) e linfócitos CD3+CD8+ (B) foram determinados, conforme 

demonstrado na figura representativa (C). Os resultados são expressos como média ± DP (n 

= 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância One Way 

ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 
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4.10 Avaliação de marcadores de ativação em linfócitos T no baço 

 

Em seguida, a expressão de moléculas de ativação em linfócitos T, como 

CD11a e CD28 foram determinadas. Observou-se que entre os animais 

hipotireoideos, a infecção chagásica promoveu aumento na expressão de CD11a em 

linfócitos TCD4 (fig. 11A), circunstância não encontrada entre os animais controles. 

No entanto, em células TCD8, a infecção por T. cruzi estimulou importante expressão 

de CD11a, seja em condição saudável ou entre os hipotireoideos (fig. 11B).  

 Em relação a CD28, a infecção, o hipotireoidismo, ou mesmo as patologias em 

coletividade, não resultaram em impacto na expressão dessa molécula em linfócitos 

TCD4 (fig.11C) ou em TCD8 (fig. 11D). 

 

Figura 11. Influência do hipotireoidismo na ativação de linfócitos T no baço durante a 

fase aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos (controles 

e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas tripomastigotas 

sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram eutanasiados e 

os baços foram coletados e processados para análise de citometria de fluxo. A média de 

intensidade de fluorescência de CD11a+ em linfócitos CD3+CD4+ (A) e linfócitos CD3+CD8+ 

(B) foram determinados, como também a média de intensidade de fluorescência de CD28+ 

em linfócitos CD3+CD4+ (C) e linfócitos CD3+CD8+ (D). Os resultados são expressos como 

média ± DP (n = 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância 

One Way ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 
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4.11 Determinação da frequência de linfócitos B no baço 

 

 Em virtude do papel fundamental de células B no combate à infecção por T. 

cruzi (KUMAR; TARLETON, 1998), investigamos a frequência dessas células no baço 

de animais controles, infectados, hipo e hipo infectados. Nossos dados sugerem forte 

interferência do hipotireoidismo na modulação negativa da população de linfócitos B 

durante a infecção aguda pelo T. cruzi, uma vez que animais hipo infectados 

apresentam uma redução significativa na frequência desse perfil celular, quando 

comparada aos controles, infectados ou aos hipotireoideos (fig. 12).   

 

Figura 12. Impacto do hipotireoidismo na frequência de linfócitos B no baço durante a 

fase aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos (controles 

e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas tripomastigotas 

sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram eutanasiados e 

os baços foram coletados e processados para análise de citometria de fluxo. A frequência de 

células CD45RA+CD3- (A) foram determinadas, conforme demonstrado na figura 

representativa (B). Os resultados são expressos como média ± DP (n = 5 animais/grupo) 

(*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância One Way ANOVA foi utilizada, 

seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 
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4.12 Avaliação da frequência e ativação de macrófagos no baço. 

 

 Além das células de imunidade adquirida, avaliadas nas figuras anteriores, 

buscamos também compreender o impacto das patologias estudadas em células de 

imunidade inata, como macrófagos, células dendríticas e células NK.  

Desse modo, encontramos diminuição na frequência de macrófagos no baço 

de animais hipo infectados comparado aos controles saudáveis (fig. 13A e fig. 13D), 

sugerindo papel importante da integração das patologias, na disponibilidade dessas 

células.  

Ao avaliar parâmetros de ativação em macrófagos, percebemos que a infecção 

por T. cruzi promoveu maior expressão de MHC de classe II (RT1b), porém houve 

redução expressiva dessa molécula pelo quadro de hipotireoidismo (fig. 13B). Já em 

relação a expressão de CD86 em macrófagos, não encontramos nenhuma diferença 

estatística perceptível entre os grupos avaliados (fig. 13C).  
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Figura 13. Impacto do hipotireoidismo na frequência e ativação de macrófagos no baço 

durante a fase aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos 

(controles e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas 

tripomastigotas sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram 

eutanasiados e os baços foram coletados e processados para análise de citometria de fluxo. 

A frequência de células ED-2 like+ (A) e a média de intensidade de fluorescência de RT1b+ 

(B) e CD86+ (C) em macrófagos foram determinadas. A figura representativa da população de 

macrófagos também foi anexada (D). Os resultados são expressos como média ± DP (n = 5 

animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância One Way ANOVA 

foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 

 

 

4.13 Avaliação da frequência e ativação de células dendríticas no baço 

  

 Posteriormente, caracterizamos por citometria de fluxo, a frequência e os perfis 

de ativação de células dendríticas no baço dos animais. Conforme demonstrado na 

figura representativa (fig. 14E) e no gráfico de barras (fig. 14A), animais infectados, 

possuem maior frequência de células dendríticas do que animais não infectados. Além 

disso, entre os grupos infectados, o hipotireoidismo reduziu de forma significativa a 
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porcentagem dessas células. Dessa forma, propomos aqui, um papel regulador 

negativo da hipofunção tireoidiana na frequência de células dendríticas. 

 Ao determinar a expressão de moléculas de ativação em DCs, como RT1b (fig. 

14B), CD80 (fig. 14C) e CD86 (fig. 14D), não encontramos impacto das patologias 

estudas na expressão dessas moléculas. 

 

Figura 14. Efeito do hipotireoidismo na frequência e ativação de células dendríticas no 

baço durante a fase aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar Hannover 

machos (controles e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas 

tripomastigotas sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram 

eutanasiados e os baços foram coletados e processados para análise de citometria de fluxo. 

A frequência de células CD11b/C+ (A) e média de intensidade de fluorescência de RT1b+ (B), 

CD80+ (C) e CD86+ (D) em células dendríticas foram determinadas. A figura representativa da 

população de células dendríticas também foi anexada (D). Os resultados são expressos como 

média ± DP (n = 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância 

One Way ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 
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4.14 Determinação de citocinas plasmáticas 

 

As citocinas geradas durante o processo inflamatório desencadeado pela 

infecção por T. cruzi, orquestram inúmeros parâmetros de resposta imune, como a 

ativação e a migração celular, e podem estar interligadas a resistência ou a 

suscetibilidade à infecção (DUTRA et al., 2014). Aqui, investigamos se a hipofunção 

tireoidiana prejudica ou promove a geração de citocinas pró e anti-inflamatórias.  

Os ensaios para detecção de tais citocinas, foram realizados no soro de todos 

os animais após o 11º dia de infecção e coleta de sangue e processamento do material 

biológico. Dentre os grupos de estudo, estão os animais controles, infectados, 

hipotireoideos e hipo infectados. Citocinas como IL-2 (fig. 15C), IL-12p70 (fig. 15D), 

IL-1α (fig. 15F), IL-1β (fig. 15G), TNF-α (fig. 15H), IL-4 (fig. 16A) e IL-6 (fig. 16C), não 

foram reguladas pela infecção, hipotireoidismo ou mesmo pela associação das 

patologias.  

Em contrapartida, observamos que a infecção por T. cruzi promoveu a geração 

de citocinas como IFN-γ (fig. 15A) e IL-18 (fig. 15E), tanto entre os animais saudáveis 

quanto entre os hipotireoideos, no entanto, em relação aos níveis de IL-17A, somente 

entre animais normotireoideos foi possível observar uma modulação positiva da 

infecção chagásica na produção dessa citocina (fig. 15B). De forma interessante, em 

condições de hipotireoidismo, a infecção por T. cruzi não promoveu elevação nas 

quantificações de IL-17A.  

Por fim, avaliamos também a produção da citocina IL-10. Em condições de 

hipotireoidismo, a infecção promoveu altas concentrações desse mediador. No 

entanto, nenhuma diferença foi observada entre animais do grupo controle e infectado 

(fig. 16B).  
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Figura 15. Consequência do hipotireoidismo na modulação de citocinas durante a fase 

aguda da doença de Chagas – Parte 1. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos 

(controles e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas 

tripomastigotas sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram 

eutanasiados e o soro foi coletado para quantificação de citocinas plasmáticas. A detecção 

de citocinas como IFN-γ (A), IL-17A (B) e IL-2 (C) foram realizadas pela técnica de ELISA, 

enquanto as citocinas IL-12p70 (D), IL-18 (E), IL-1α (F), IL-1β (G) e TNF-α (H) foram 

determinadas pelo método multiplex baseado em beads. Os resultados são expressos como 

média ± DP (n = 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância 

One Way ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 
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Figura 16. Influência do hipotireoidismo na modulação de citocinas durante a fase 

aguda da doença de Chagas – Parte 2. Ratos de linhagem Wistar Hannover machos 

(controles e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 1x105 formas 

tripomastigotas sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os animais foram 

eutanasiados e o soro foi coletado para quantificação de citocinas plasmáticas. A detecção 

de IL-4 (A), IL-10 (B) e IL-6 (C) foram realizadas pelo método multiplex baseado em beads. 

Os resultados são expressos como média ± DP (n = 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e 

***p < 0.001). A análise de variância One Way ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste 

Bonferroni’s como estratégia estatística. 

 

4.15 Frequência de células NK, NK T e T reguladoras no baço 

 

 Por fim, determinamos a frequência de células NK, NK T e T reguladoras no 

baço dos animais pela técnica de citometria de fluxo. Sobre as células NK, observou-

se que entre os hipotireoideos, a infecção chagásica intensificou a porcentagem 

dessas células, porém, entre os normotireoideos infectados e não infectados, não 

houve alteração nesse parâmetro (fig. 17A). Ao analisarmos as células NK T, 

curiosamente, observamos que animais hipo infectados apresentam aumento na 

frequência dessas células quando comparados aos animais saudáveis não infectados 

e não hipotireoideos (fig. 17B), sugerindo que a associação das duas patologias 

estudadas, conferem aumento dessa população celular.   

Já quanto às células T reguladoras, identificadas pelos marcadores 

CD3/CD4/Foxp3, todos os grupos experimentais apresentaram porcentagens 

equivalentes desse perfil celular (fig. 17C).  
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Figura 17. Influência do hipotireoidismo na frequência de células NK, NK T e T 

reguladoras durante a fase aguda da doença de Chagas. Ratos de linhagem Wistar 

Hannover machos (controles e hipotireoideos) foram infectados por via intraperitoneal com 

1x105 formas tripomastigotas sanguíneas de cepa Y de T. cruzi. No 11º dia de infecção, os 

animais foram eutanasiados e os baços foram coletados para fenotipagem de células por 

citometria de fluxo. As frequências de células CD161+ (A), CD3+CD161+ (B) e 

CD3+CD4+Foxp3+ (C) foram determinadas. Os resultados são expressos como média ± DP (n 

= 5 animais/grupo) (*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001). A análise de variância One Way 

ANOVA foi utilizada, seguido pelo pós-teste Bonferroni’s como estratégia estatística. 
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5. DISCUSSÃO  

 

Embora a doença de Chagas tenha sido descrita a mais de 100 anos 

(CHAGAS, 1909), a identificação de mecanismos celulares que conferem um padrão 

de suscetibilidade ou resistência na infecção por Trypanosoma cruzi, ainda é um 

desafio para a comunidade científica. O estudo sobre a influência do sistema 

endócrino na modulação imune em processos infecciosos, possibilitou importantes 

descobertas sobre a interação complexa e multifacetada dos sistemas biológicos 

(BRAZÃO et al., 2020; WENSVEEN et al., 2019). Assim, recentemente, foi sugerido 

papel importante dos hormônios tireoidianos no controle de infecções virais (VAREDI 

et al., 2014), no entanto, em doenças desencadeadas por protozoários, o impacto 

desses mediadores permanece incerto.  

Tiroxina e triiodotironina (T4 e T3, respectivamente) são os principais 

hormônios gerados pela glândula tireoide e exercem funções essências em todos os 

órgãos e sistemas. A importância desse fato, pode ser observado em condições 

clínicas, em que pacientes acometidos por disfunções tireoidianas, como o 

hipertireoidismo ou o hipotireoidismo, desenvolvem alterações metabólicas 

importantes (CHAKER et al., 2017; GRIMM, 2019). Diversos fatores podem promover 

o surgimento de patologias associadas a função tireoidiana, como doenças 

autoimunes, ingesta excessiva ou insuficiente de iodo, ou mesmo cirurgias e terapias 

farmacológicas (GRIMM, 2019). Nesse contexto, de forma interessante, alguns 

autores no século passado, sugeriram que a infecção por Trypanosoma cruzi, poderia 

promover modificações físicas e funcionais na glândula tireoide (AZEVEDO, 1933; 

BESTETTI et al., 2016; LOMONACO et al., 1966), porém, o impacto  das desordens 

tireodianas no controle da doença de Chagas não foi investigado.  

Aqui, utilizando um modelo de hipotireoidismo induzido por tratamento 

farmacológico em animais, buscamos compreender quais as consequências da 

hipofunção tireoidiana na infecção aguda por Trypanosoma cruzi. Para isso, 

parâmetros imunes, parasitológicos, hematológicos e bioquímicos foram investigados 

em nosso modelo experimental.  Inicialmente, nós e outros autores (COBOS-PUC et 

al., 2020; SAMPAIO et al., 2020; ZHOU et al., 2015a), confirmamos a eficácia do 

tratamento com metimazol, para promoção do hipotireoidismo em animais, através da 

redução dos níveis séricos de T3 total, T4 total e T4 livre, em animais tratados, quando 

comparado ao grupo controle não tratado. O metimazol atua no bloqueio da síntese 
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de HTs através da inibição da enzima tireoperoxidase, proteína que atua como 

catalizador da etapa de iodação dos resíduos de tirosina na tireoglobulina (MANNA; 

ROY; MUGESH, 2013). 

Dentre as principais atividades dos HTs, destaca-se a ativação de receptores 

nucleares (TRs), com consequente regulação positiva na expressão de genes 

associados ao crescimento celular e tecidual (BASSETT; WILLIAMS, 2016; 

PASCUAL; ARANDA, 2013). Em nosso modelo experimental, observamos que 

animais submetidos ao tratamento com metimazol, apresentam menor ganho de peso 

corporal, do que animais não tratados. Evidências científicas sugerem uma importante 

relação entre as concentração de HTs e a manutenção de peso corporal.  

Tabachnik et al., (2017) descreveram que o tratamento de animais fêmeas 

obesas com medicamento antitireoidiano, preveniu o ganho de peso de sua prole 

(TABACHNIK et al., 2017). Em estudos sobre o desenvolvimento fetal humano, as 

concentrações de T4 livre encontradas no cordão umbilical após o nascimento, foram 

proporcionais ao peso corpóreo dos indivíduos recém-nascidos (SHIELDS et al., 

2011). Assim como observado em nosso trabalho, o uso contínuo de metimazol em 

ratos, para o estudo do hipotireoidismo na função de plaquetas, promoveu menor 

ganho de peso nesses animais (BALDISSARELLI et al., 2018).  

Durante a infecção aguda por T. cruzi, encontramos expressiva esplenomegalia 

e aumento no número total de células do baço de animais infectados, independente 

do quadro de hipotireoidismo. A esplenomegalia é uma característica constante na 

doença de Chagas. Esse fato ocorre devido a um conjunto de fatores, que envolvem 

a migração de células inatas para o baço, auxiliando na produção de citocinas 

inflamatórias e apresentação de antígenos, o que gera ativação de células imunes 

adaptativas, com consequente expansão clonal de linfócitos T e B (DE MEIS et al., 

2009; GAO; PEREIRA, 2001). Além da proliferação de linfócitos, outras causas, como 

a alta reatividade, hiperplasia de centros germinativos, e a intensa produção de 

anticorpos, já foram relacionadas ao ganho de peso do baço na infecção chagásica 

(ANDRADE, 1985; CORDEIRO; DAHIA; ANDRADE, 1997; PEREIRA et al., 1999). 

As análises do baço, baseadas em autopsia de paciente crônicos para doença 

de Chagas, revelaram aumento de tamanho e peso do órgão, acompanhado de 

extensas áreas de folículos linfoides (PEREIRA et al., 2002). Dentre os achados 

clínicos mais frequentes observados em crianças infectadas por T. cruzi na Argentina, 
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destaca-se o aparecimento de hepatoesplenomegalia (MOYA; BASSO; MORETTI, 

2005).  

Ao longo dos anos, diversos autores reportaram importantes alterações 

hematológicas na fase aguda da doença de Chagas (CARDOSO; BRENER, 1980; 

IKEDE; LULE; TERRY, 1977; MARCONDES et al., 2000). Marcondes et al., (2000) 

encontraram reduções significativas nos valores de eritrócitos, plaquetas, e 

hemoglobina, bem como na porcentagem de hematócrito em camundongos infectados 

(no 18º dia pós infecção), quando comparados aos animais saudáveis não infectados. 

Ainda nesse contexto, outro estudo, demonstrou que camundongos inoculados com a 

cepa Y de T. cruzi, apresentam intensa trombocitopenia e anemia (CARDOSO; 

BRENER, 1980).  

Ao avaliarmos parâmetros hematológicos no presente estudo, encontramos 

diminuição na porcentagem de hematócrito em animais hipo infectados, quando 

comparados aos apenas infectados, o que sugere impacto do hipotireoidismo nesse 

indicador, na infecção chagásica. Contudo, em relação ao número de plaquetas e 

eritrócitos, não houve diferença entre os animais saudáveis (não infectados e não 

hipotireoideos) e os infectados no 11º dia pós infecção. De forma interessante, 

observamos que animais hipo infectados possuem valores reduzidos de plaquetas e 

hemácias, em relação ao grupo controle (não infectado e normotireoideo). Uma vez 

que alterações plaquetárias e eritrocitárias foram descritas no 18º dia de infecção por 

T. cruzi (CARDOSO; BRENER, 1980),  os nossos achados demonstram que apenas 

quando associados, o hipotireoidismo e a doença de Chagas, levam a uma 

eritrocitopenia e plaquetopenia em dias anteriores aos observados por Cardoso; 

Brener (1980).  

Os distúrbios tireoidianos estão associados a anormalidades eritrocitárias e a 

alterações plaquetárias. A anemia é caracterizada por uma deficiência de glóbulos 

vermelhos e/ou hemoglobina (BEUTLER, 1988). Geralmente, 20-65% dos indivíduos 

hipotireoideos também são diagnosticadas com anemias (CHU et al., 1981; LIPPI et 

al., 2008).  Esse fato ocorre, devido a importância dos hormônios tireoidianos no 

processo de síntese celular. Camundongos deficientes para TRα, um dos receptores 

específicos de ligação aos HTs, apresentam falha no processo de eritropoiese no baço 

durante o período neonatal (ANGELIN-DUCLOS et al., 2005), o que demonstra papel 

importante dos hormônios tireoidianos na manutenção e produção de glóbulos 

vermelhos. Por meio de uma revisão sistemática com enfoque em meta-análise, Yang 



69 
 

et al., (2020) constataram que o hipotireoidismo é um fator de risco para o 

desenvolvimento de anemia gestacional (YANG et al., 2020).  

Em ensaios in vitro investigando os mecanismos de ativação de plaquetas 

humanas, foi atestado que o processo de agregação e degranulação plaquetária 

(liberação de ATP), ocorre diretamente sob influência de T4 (MOUSA et al., 2010). 

Pacientes hipertireoideos apresentam aumento de função plaquetária, quando 

comparado a indivíduos normotireoideos (HOMONCIK et al., 2007), o que poderia 

acarretar em maior risco de eventos trombóticos nesses pacientes. Um fato que 

fortalece essa hipótese, é que alguns fatores pró-coagulantes, como o fibrinogênio e 

o fator de von Willebrand, já foram encontrados em níveis elevados em indivíduos 

acometidos pelo hipertireoidismo (LIPPI et al., 2009; STUIJVER et al., 2012).   

Embora o Trypanosoma cruzi apresente tropismo por células gliais, fibras 

musculares cardíacas, esqueléticas e lisas (BRENER, 1973), com o avanço da 

pesquisa científica, hoje sabe-se que o parasito pode gerar lesão tecidual em órgãos 

secundários, como o fígado e os rins (DE OLIVEIRA et al., 2009; NOVAES et al., 

2015). Nesse contexto, ao avaliar marcadores de lesão hepática e renal em nosso 

modelo experimental, encontramos um aumento significativo nos níveis plasmáticos 

de aspartato aminotransferase (AST) em animais infectados, quando comparados aos 

não infectados, o que sugere influência da infecção por T. cruzi no surgimento de 

lesão hepática. Em relação ao hipotireoidismo ou mesmo ao tratamento farmacológico 

com metimazol, nenhuma alteração foi observada na quantificação de ALT, AST e 

creatinina entre os grupos investigados. 

Alguns autores tem demonstrado importante relação entre a infecção chagásica 

e a injuria hepática. Providello et al., (2018) evidenciaram que no 17º dia de infecção 

por T. cruzi, camundongos apresentam elevados níveis de ALT e AST, quando 

comparados aos animais saudáveis (PROVIDELLO et al., 2018). Outra pesquisa 

demonstrou que a infecção por Trypanosoma cruzi é um fator de risco para o 

surgimento de esteatose hepática, uma vez que o parasito pode exacerbar o processo 

inflamatório e intensificar a geração de mecanismos de estresse oxidativo (ONOFRIO 

et al., 2015). Em conformidade, pacientes acometidos pela doença de Chagas por via 

de infecção oral, apresentam aumento nas concentrações plasmáticas de ALT, AST 

e proteína C reativa (SANTOS et al., 2020). 

Aqui, os nossos dados demonstram que o hipotireoidismo promove intensa 

morte de células tímicas durante a fase aguda da doença de Chagas. Acompanhado 
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desse achado, encontramos uma desregulação importante na frequência de 

leucócitos sanguíneos em nosso modelo experimental. A infecção por T. cruzi 

proporcionou aumento na frequência de neutrófilos e diminuição na porcentagem de 

linfócitos circulantes. De forma interessante, o hipotireoidismo intensificou a 

desregulação encontrada. Animais hipo infectados, apresentam diminuição na 

porcentagem de linfócitos e aumento na frequência de neutrófilos, quando 

comparados aos animais apenas infectados.  

O timo é um órgão linfoide essencial para a geração de células imunes 

funcionais, devido a sua participação no processo de maturação de linfócitos T 

(MESQUITA JÚNIOR et al., 2010). No entanto, algumas infecções e distúrbios 

endócrinos podem desencadear uma disfunção tímica importante. Nesse contexto, 

está bem estabelecido que a infecção por T. cruzi exerce influência direta sobre a 

manutenção e regulação desse órgão. Embora o processo inflamatório desencadeado 

nos estágios inicias da doença de Chagas tenha real importância para o controle da 

infecção, alguns autores demonstraram que a produção exacerbada de TNF-α e 

corticosterona,  está relacionada a um processo de exaustão tímica, acompanhado de 

apoptose de timócitos, atrofia do órgão e emigração de células duplo positivas para a 

periferia (PÉREZ et al., 2007, 2011). Desse modo, evidências clínicas, sugerem que 

células duplo positivas e/ou duplo negativas podem ser encontradas no sangue 

periférico de pacientes com a forma cardíaca grave na doença de Chagas 

(LEPLETIER et al., 2014; PÉREZ et al., 2020). 

É importante pontuar que apenas a infecção por Trypanosoma cruzi não 

promoveu morte celular ou desregulações importantes no timo em nosso modelo 

experimental. Somente a associação das patologias (hipotireoidismo e doença de 

Chagas) desencadearam uma alta taxa de morte celular nesse órgão. Enquanto 

alguns autores relataram apoptose de células tímicas no 17º dia pós infecção (PÉREZ 

et al., 2007) em modelos animais, os nossos dados gerados em dias anteriores aos 

de Pérez et al., (2007), sugerem que os hormônios tireoidianos possuem papéis 

determinantes para a manutenção de viabilidade de células no timo em estágios 

inicias da fase aguda da doença de Chagas.  

Em apoio aos resultados apresentados, alguns autores demonstraram o 

envolvido dos hormônios tireoidianos na fisiologia e manutenção do timo. Ratos 

hipotireoideos,  apresentam acentuada involução tímica, caracterizada por apoptose 

de timócitos e uma desregulação nas populações de células epiteliais medulares e na 
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arquitetura morfofuncional do órgão (ABOU-RABIA; KENDALL, 1994). Em pacientes 

com hiperfunção tireoidiana devido a doença de Graves, foi descrito uma correlação 

importante entre o hipertireoidismo e o surgimento de hiperplasia tímica 

(POPOVENIUC et al., 2010).  A timulina, também conhecida como fator tímico sérico, 

é um peptídeo hormonal, produzido por células epiteliais tímicas, envolvido na 

proliferação e diferenciação de linfócitos (REGGIANI et al., 2014). Pacientes 

hipotireoideos, apresentam reduções significativas nos níveis de timulina, quando 

comparados aos indivíduos saudáveis (FABRIS et al., 1986).  

Baseado nos resultados encontrados, acreditamos que a diminuição na 

frequência de linfócitos e o aumento de neutrófilos na circulação de animais hipo 

infectados, ocorra como uma consequência da intensa morte de células tímicas 

nesses animais. Outros achados em nosso trabalho, também fortalecem a nossa 

hipótese, como por exemplo, a diminuição de linfócitos T CD4 no baço de animais hipo 

infectados, quando comparados aos somente hipotireoideos, e a importante redução 

de linfócitos B no baço de animais hipo infectados, em relação a todos os outros 

grupos experimentais (dado que será discutido logo mais). 

Para justificar a desregulação na frequência de leucócitos circulantes 

observada, realizamos a dosagem de quimiocinas e fatores de crescimento no soro 

dos animais. Encontramos aumento na produção de MIP-2α em animais hipo 

infectados, quando comparados aos apenas hipotireoideos. Essa quimiocina é 

produzida e secretada por diversos subtipos celulares, como monócitos e macrófagos, 

e desempenha papel importante na quimiotaxia de leucócitos polimorfonucleares, 

como os neutrófilos, e também na migração de células tronco hematopoiéticas (GUO 

et al., 2020, p. 2; PELUS; FUKUDA, 2006, p. 2; WOLPE et al., 1989). A regulação 

positiva de MIP-2α observada em animais hipo infectados, consolida o aumento de 

neutrófilos descrito nesse grupo experimental. Oliveira et al., (2004) demonstraram 

que a sinalização via TLR-4 é essencial para o controle  de carga parasitária na 

infecção chagásica, de forma dependente da expressão de MIP-2α e migração de 

neutrófilos (OLIVEIRA et al., 2004). 

Outra proteína encontrada em níveis elevados em animais hipo infectados em 

relação aos hipo não infectados, foi a MCP-1 (do inglês - Monocyte Chemoattractant 

Protein-1). Essa quimiocina participa da quimiotaxia de monócitos e macrófagos 

(DESHMANE et al., 2009).  Em concordância com esse resultado, observamos 

aumento de monócitos circulantes, entre os animais infectados e não infectados, tanto 
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em condição de hipotireoidismo, como também entre os animais com função 

tireoidiana preservada. Na procura de biomarcadores que determinem a gravidade da 

doença cardíaca na doença de Chagas, foi descrito que indivíduos que apresentam 

manifestações sintomatológicas graves, apresentam menores níveis de MCP-1 

(KEATING et al., 2015), o que indica papel protetor dessa quimiocina no prognóstico 

da doença de Chagas humana. 

De forma interessante, observamos que a infecção por T. cruzi promoveu 

aumento na produção da quimiocina CXCL-10, de maneira independente do 

hipotireoidismo. Essa proteína é secretada por monócitos, queratinócitos, células 

endoteliais e fibroblastos, sob estimulo do IFN-γ (FALLAHI; ELIA, 2016; LUSTER; 

UNKELESS; RAVETCH, 1985). Alguns leucócitos como monócitos, macrófagos, 

células NK, células dendríticas e linfócitos T, podem ser sofrer influência de CXCL-10 

no processo de quimiotaxia (ANTONELLI et al., 2014; BAGHERI et al., 2020). Elevada 

produção de IFN-γ foi constatada no grupo de animais infectados em nosso desenho 

experimental, dado esse, que fortalece o aumento de CXCL-10 encontrado no soro 

dos mesmos animais.  

Dentre os parâmetros imunes investigados, quantificamos a frequência de 

linfócitos T de perfil CD8 no baço dos animais por citometria de fluxo. Observamos 

que a infecção por T. cruzi promoveu o aumento dessas células, tanto em animais 

normotireoideos, quanto entre os ratos hipotireoideos, o que exclui a participação do 

hipotireoidismo na modulação de frequência linfócitos T CD8 no baço durante a fase 

aguda da doença de Chagas. Outro dado que fortalece esse resultado, foi observado 

durante a maturação de linfócitos no timo. Encontramos uma frequência elevada de 

células simples positivas para CD8 em animais infectados, tanto entre os controles, 

quanto entre os animais hipotireoideos, em relação aos não infectados, dado que 

justifica o aumento dessas células encontrados em órgãos periféricos, como o baço.  

Os linfócitos T CD8 participam ativamente do processo de resistência na 

infecção aguda por T. cruzi. Essas células são fontes importantes de IFN-γ, e 

desempenham papel fundamental na eliminação de células infectadas (SILVERIO et 

al., 2012). Dessa forma, a atividade de células T CD8 foram associadas a uma maior 

sobrevivência de animais infectados, e uma melhor capacidade de controle de carga 

parasitária na fase aguda e crônica da doença de Chagas (TARLETON, 1990; 

TARLETON et al., 1994).  
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Uma vez que nenhuma interferência do hipotireoidismo foi observada na 

maturação de linfócitos T no timo dos animais, buscamos a seguir, compreender o 

impacto das patologias aqui estudadas, no perfil de ativação de linfócitos no baço. 

CD11a é uma subunidade (cadeia α) da integrina LFA-1 (do inglês - Lymphocyte 

function-associated antigen 1) expressa em diversos subtipos celulares, mas que em 

linfócitos T, desempenha inúmeras funções, através do seu envolvimento no processo 

de adesão celular, sinalização co-estimulatória, ativação e proliferação (JIANG et al., 

2014; PFLUGFELDER et al., 2017). A importância dessa molécula para processo 

inflamatório, pode ser confirmada, pelo fato de que o bloqueio de CD11a com auxílio 

de anticorpo humano, tem sido utilizado para minimizar os efeitos prejudiciais da 

ativação e migração de linfócitos em doenças autoimunes, como a psoríase, por 

exemplo (TALAMONTI et al., 2011). No entanto, no contexto de infecções, como na 

fase aguda da doença de Chagas, foi demonstrado que a integrina LFA-1 

desempenha papel importante na migração de linfócitos e na resolução de parasitemia 

tecidual (FERREIRA et al., 2017).  

Ao avaliar parâmetros de ativação em linfócitos T no baço, observamos que 

células T CD8 de animais infectados, apresentaram aumento na expressão de CD11a, 

quando comparados aos não infectados, de forma independente do hipotireoidismo. 

Já em células T CD4, em condição de hipotireoidismo, a infecção chagásica promoveu 

aumento de CD11a, porém entre os animais normotireoideos, a infecção não interferiu 

na expressão dessa molécula, o que supõe papel regulador negativo de HTs na 

expressão de CD11a em linfócitos T CD4. Uma evidência científica encontrada por 

Guerin et al., (1989), fortalece os nossos resultados. Os autores descreveram que 

pacientes com a doença de Graves, condição autoimune associada a hiperfunção 

tireoidiana, apresentam reduzida expressão de LFA-1 em linfócitos do sangue 

periférico (GUERIN et al., 1989), demonstrando correlação entre os níveis de HTs e a 

expressão de CD11a em linfócitos. 

Linfócitos B participam do processo de resistência durante a infecção aguda 

pelo Trypanosoma cruzi. Cardillo et al., (2007) em modelos experimentais, 

demonstraram que animais deficientes em linfócitos B, apresentam falha no controle 

de carga parasitária e menor resposta inflamatória. Dentre os parâmetros descritos, 

destaca-se a produção reduzida de citocinas, como o IFN-γ e a IL-12; aumento de IL-

4; e diminuição de populações celulares, como os linfócitos T efetores e de memória 
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(CARDILLO et al., 2007). Aqui, sugerimos um papel regulador negativo do 

hipotireoidismo na população de linfócitos B na fase aguda da doença de Chagas.   

Em concordância com os nossos resultados, evidências científicas atestam a 

importância dos hormônios tireoidianos no processo de maturação e proliferação de 

células B (FOSTER; MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND, 1999).  Outro estudo 

demonstrou que o tratamento de pacientes submetidos à tireoidectomina ou a 

radioterapia, com injeção intramuscular de TSH recombinante, promove significativo 

aumento na porcentagem de células NK e linfócitos B no sangue periférico 

(ADAMCZEWSKI et al., 2020), o que sugere participação do eixo hipotálamo-hipófise-

tireoide na modulação de células B. Pacientes com hiperfunção tireoidiana, 

ocasionada pela doença de Graves, apresentam expressivo aumento de linfócitos B 

CD5+ no sangue periférico (IWATANI et al., 1989).  

Em seguida, buscamos compreender o papel do hipotireoidismo na modulação 

e ativação de células imunes inatas, como macrófagos e células dendríticas, durante 

a infecção aguda por T. cruzi. Observamos que a infecção chagásica promoveu 

aumento na expressão de MHC II (RT1b) em macrófagos e também propiciou maior 

porcentagem de células dendríticas no baço dos animais, porém, a condição de 

hipotireoidismo afetou negativamente os dois parâmetros mencionados.  

Considerando a importância de macrófagos e células dendríticas na 

apresentação de antígenos, coestimulação de linfócitos, produção de citocinas 

inflamatórias, bem como na habilidade de reconhecimento, fagocitose e eliminação 

de micro-organismos, essas células são classificadas como componentes essenciais 

para o controle da infecção aguda por T. cruzi (CAMARGO et al., 1997; CARDILLO et 

al., 2015; DE PINHO et al., 2014; RAMPAZO et al., 2015). 

O envolvimento dos hormônios tireoidianos em células do sistema imune inato 

está bem estabelecido. Van Der Spek et al., (2018) observaram que a disponibilidade 

intracelular ideal de T3, favorece a capacidade de fagocitose e a habilidade pró-

inflamatória de macrófagos (VAN DER SPEK et al., 2018). Da mesma maneira, células 

dendríticas expostas ao T3, adquirem um potencial inflamatório, com elevada 

produção de citocinas, como o IFN-γ e a IL-17 (ALAMINO et al., 2019). Em células 

dendríticas humanas, a adição de T3 em cultura, acarretou em regulação positiva da 

expressão da molécula co-estimuladora CD86 (DEDECJUS et al., 2011). Além do 

papel dos HTs em perfis de ativação celular, Mooij et al., (1994) descreveram que T3 

e T4 também atuam na maturação de monócitos periféricos em células dendríticas 



75 
 

funcionais, de forma dependente da produção de GM-CSF, TNF-α e IL6  (MOOIJ et 

al., 1994). 

O estudo sobre as desordens tireoidianas, também trouxe novas descobertas 

sobre a modulação de células inatas. Macrófagos peritoneais provenientes de animais 

hipotireoideos, quando estimulados em cultura com LPS, apresentam reduzida 

produção de proteínas inflamatórias, como TNF-α, por exemplo (LIU; TSUI; WONG, 

1993). No entanto, outros autores sugerem que níveis elevados de HTs podem reduzir 

a resposta inflamatória nessas células. Ao avaliar o impacto do hipo ou 

hipertireoidismo em modelos inflamatórios desencadeados por artrite reumatoide, foi 

observado que macrófagos de ratos hipertireoideos apresentam significativa redução 

na expressão de genes inflamatórios, como IL-1β e MIP-1α (RITTENHOUSE; REDEI, 

1997).    

De maneira interessante, encontramos uma maior frequência de células NK T 

em animais hipo infectados, quando comparados ao grupo controle. Essas células 

foram correlacionadas ao perfil de resistência durante a infecção aguda pelo 

Trypanosoma cruzi, e também participam da ativação de resposta mediada por 

anticorpos na fase crônica da patologia.  Células NK T favorecem a produção de IFN-

γ nos estágios inicias da doença de Chagas, o que auxilia no controle da replicação 

parasitária. Já na fase tardia da doença, a ausência de células NK T, prejudicou a 

ativação de resposta imune humoral específica ao parasito (DUTHIE et al., 2002; 

LIEKE et al., 2004). Entre os animais hipotireoideos, percebemos que a infecção por 

T. cruzi promoveu uma maior porcentagem de células NK no baço, condição não 

observada entre os grupos normotireoideos. Dessa forma, os nossos achados 

apontam um papel regulador negativo dos hormônios tireoidianos sobre esse perfil 

celular.  

Em contraposição aos nossos dados, alguns autores propuseram que os 

hormônios tireoidianos favorecem o aumento e a atividade de células NK. Animais 

senescentes, quando tratados com tiroxina livre, apresentam aumento no número 

dessas células (MAHONEY; CURRIER; MILLER, 1998). Em concordância, outra 

pesquisa testificou que o tratamento com T4 em camundongos, proporcionou maior 

atividade citotóxica em células natural killer, amplificando sua responsividade à 

citocinas e modulando o metabolismo dessas células (SHARMA; TSAI; PROFFITT, 

1982). Um estudo sobre o impacto das alterações endócrinas no perfil imune de 

indivíduos idosos com idade entre 90 e 106 anos, demonstrou importante correlação 
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entre os níveis de HTs e a disponibilidade de células NK encontradas (MARIANI et al., 

1999).  

Outro parâmetro investigado em nosso modelo, foi o impacto do hipotireoidismo 

na modulação de citocinas plasmáticas, durante a fase aguda da doença de Chagas. 

Encontramos elevação nos níveis de IFN-γ e IL-18 em animais infectados, porém, o 

hipotireoidismo não interferiu na produção dessas proteínas. O IFN-γ desempenha 

papel central na defesa contra o Trypanosoma cruzi, principalmente pela geração de 

óxido nítrico via iNOS, o que intensifica os mecanismos microbicidas de fagócitos 

(CAMARGO et al., 1997; GUTIERREZ et al., 2009). Ao longo dos anos, diversas 

evidências científicas atestaram a importância do IFN-γ para o controle do parasito. 

Minoprio et al., (1993) confirmaram que animais resistentes ao protozoário T. cruzi, 

apresentavam alta parasitemia e mortalidade, após o tratamento para o bloqueio da 

atividade do IFN-γ (MINOPRIO et al., 1993). Do mesmo modo, outro estudo sugeriu 

papel protetor do IFN-γ nos dias inicias da infecção pelo protozoário, especialmente 

para a prevenção do parasitismo tecidual (TORRICO et al., 1991). Dentre os 

mecanismos de resistência associados a ação do IFN-γ, destaca-se a ativação de 

linfócitos TCD8, aumento de expressão de moléculas co-estimuladoras em APCs, e a 

migração e ativação de fagócitos para o sítio infeccioso (CARDILLO et al., 2015; 

MARTINS et al., 2004; PLANELLES et al., 2003, p. 40; REED, 1988; RODRIGUEZ; 

CARLIER; TRUYENS, 2012).  

Em relação a IL-18 na doença de Chagas, o seu papel ainda parece ser incerto. 

Ensaios experimentais, demonstram que a IL-18 promove a produção de IFN-γ na 

fase aguda da patologia, o que poderia auxiliar na geração de resistência no curso da 

infecção aguda pelo Trypanosoma cruzi (MÜLLER et al., 2001, p. 12). Por outro lado, 

pesquisas com a cepa Colombiana de T. cruzi, sugeriram que a IL-18 contribui para a 

patogênese da doença, relacionada a exacerbação do processo inflamatório na fase 

crônica da doença, com o surgimento de miocardite (ESPER et al., 2014).  

Sobre a interleucina-17, observamos que entre animais normotireoideos, a 

infecção pelo T. cruzi favoreceu a produção dessa citocina, entretanto, encontramos 

níveis semelhantes de IL-17 entre animais hipo e hipo infectados, o que sugere um 

papel regulador da hipofunção tireoidiana na geração de IL-17 no curso da infecção 

chagásica. Em evidências clínicas ou em modelos de experimentação animal, a 

participação da IL-17 no controle da infecção por T. cruzi está bem estabelecida. De 

maneira inédita, foi descrito em 2013, que células B após o contato inicial com o 



77 
 

parasito, produzem altas quantidades de IL-17, de forma independente do fator de 

transcrição RORγT, fator esse, que favoreceu o controle da replicação parasitária 

(BERMEJO et al., 2013; LEÓN; LUND, 2013). Em adição, Miyazaki et al., (2010) 

também descreveram um papel protetor da IL-17, favorecendo um perfil de resistência 

ao T. cruzi. Animais deficientes em IL-17, apresentam maior carga parasitária, 

reduzida resposta inflamatória (IFN-γ, IL-6 e TNF-α), e aumento da expressão de 

marcadores de lesão tecidual, o que gerou intensa mortalidade dos animais 

(MIYAZAKI et al., 2010).  

Dados clínicos revelaram que pacientes chagásicos com complicações 

cardíacas, possuem uma menor expressão de IL-17 em linfócitos totais, quando 

comparados aos indivíduos que apresentam a forma indeterminada da doença de 

Chagas, o que sugere papel protetor da IL-17 na prevenção de danos teciduais na 

fase crônica da patologia (MAGALHÃES et al., 2013).  Desse modo, o conjunto desses 

achados, fortalecem a importância da IL-17 para o controle do processo infeccioso e 

para prevenção de lesão tecidual associada a infecção pelo micro-organismo. 

Por fim, encontramos aumento de IL-10 em animais hipo infectados, quando 

comparados aos hipotireoideos não infectados. No contexto das infecções 

parasitárias, a IL-10 tem sido associada a promoção de um perfil de suscetibilidade.  

Murphy et al., (2001) ao avaliarem o impacto da IL-10 no curso da leishmaniose 

visceral, observaram que essa citocina regula negativamente os níveis de IFN-γ e 

óxido nítrico ao longo da infecção, fator decisivo para a exacerbação da replicação 

parasitária (MURPHY et al., 2001). Resultados semelhantes também já foram 

observados na doença de Chagas. Em estágios inicias da infecção por T. cruzi, o 

aumento da produção de IL-4 e IL-10, foram relacionados a uma regulação negativa 

do perfil celular Th1, com consequente diminuição da produção de IFN-γ e aumento 

de parasitemia (BARBOSA DE OLIVEIRA et al., 1996).  

De maneira contrastante, alguns autores sugerem um papel benéfico da IL-10 

durante a infecção chagásica. Tosello Boarti et al., (2012) observaram que  neutrófilos 

produtores de IL-10, são essenciais para a prevenção de danos teciduais relacionados 

à ativação exacerbada de linfócitos Th1 (TOSELLO BOARI et al., 2012). Na busca de 

identificar marcadores de resistência ou suscetibilidade na doença de Chagas 

humana, a análise correlativa, demonstrou que a baixa expressão de IL-10,  possui 

relação com uma pior função cardíaca, e um prognóstico desfavorável da doença 

(COSTA et al., 2009). 
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Em diversos processos biológicos, os HTs ou as disfunções tireoidianas atuam 

na modulação de citocinas. Células dendríticas desafiadas com triiodotironina em 

cultura, produzem elevadas concentrações de IL-17 (ALAMINO et al., 2019). Em 

modelos animais de insuficiência hepática fulminante, o hipotireoidismo reduziu os 

níveis séricos de IL-2, IL-6 e TNF-α (BRUCK et al., 1998), demonstrando a 

participação da hipofunção tireoidiana no controle do processo inflamatório.   

Em contrapartida, alguns autores relataram um papel regulador negativo dos 

HTs na produção de citocinas. Um estudo recente, descreveu que pacientes 

hipotireoideos pós tireoidectomia, produzem níveis elevados de IL-6, IL-10, IL-17 e 

TNF-α, quando comparados aos indivíduos saudáveis (BALDISSARELLI et al., 2020). 

Em um modelo experimental de diabetes mellitus induzido com aloxana, o tratamento 

com T3 diminuiu significativamente os níveis de TNF-α e IL-6 no tecido muscular e 

adiposo branco epididimal dos animais (PANVELOSKI-COSTA et al., 2016). Em 

ensaios de inflamação aguda, induzido pelo método de bolsa de ar em ratos, 

observou-se que a administração de T3 em doses de referência, proporcionou um 

perfil de resposta anti-inflamatório, especialmente pela diminuição de leucócitos totais, 

células polimorfonucleares e TNF-α (NIJAMPURKAR et al., 2015). Ao avaliarem o 

impacto dos hormônios tireoidianos em ensaios de remodelamento cardíaco, foi 

descrito que ratos hipotireoideos produzem mais IL-6, TNF-α e TGF-β, do que animais 

eutireoideos (HAJJE et al., 2014). Baseado nas evidências cientificas apresentadas 

acima, conclui-se que papeis pró e anti-inflamatórios, já foram atribuídos a ação dos 

hormônios tireoidianos.  
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6. CONCLUSÃO  

 

Em conjunto, no presente trabalho descrevemos pela primeira vez as 

consequências do hipotireoidismo durante a fase aguda da doença de Chagas 

experimental. Assim, demonstramos que parâmetros imunes protetores no curso da 

infecção aguda por Trypanosoma cruzi, podem ser negativamente regulados pela 

hipofunção tireoidiana. Dentre os mecanismos descritos, destaca-se a indução de 

morte de células tímicas, com consequente desregulação na frequência de leucócitos 

circulantes (aumento de neutrófilos e redução de linfócitos); falha na habilidade de 

apresentação de antígenos por macrófagos; diminuição da frequência de células 

dendríticas e linfócitos B em órgão linfoide secundário; e prejuízo nas concentrações 

plasmáticas de IL-17.   

Além disso, observamos que o hipotireoidismo e a doença de Chagas em 

coletividade, promovem alterações imunes e hematológicas importantes, em relação 

ao grupo saudável. Nesse contexto, a associação das patologias acarretaram em uma 

diminuição de plaquetas e eritrócitos, favorecendo a desregulação hematológica; e 

também proporcionaram uma menor frequência de macrófagos no baço dos animais. 

Surpreendentemente, atestamos que a associação das duas patologias estudadas, 

induzem uma regulação positiva na frequência de células NK T. 

Por fim, entre os animais hipotireoideos, a infecção por T. cruzi promoveu uma 

maior produção de MIP-2α e IL-10 na circulação sanguínea; intensificou o aumento 

da expressão de CD11a em células T CD4 no baço; e gerou uma maior frequência de 

células NK em órgão linfoide, indicando atividade regulatória dos HTs nos parâmetros 

imunes descritos.   

Assim, o conjunto desses achados, sugerem papéis diversos dos hormônios 

tireoidianos nos estágios iniciais da doença de Chagas experimental. Os dados aqui 

apresentados, fornecem novas contribuições para o avanço da compreensão de 

mecanismos endócrinos e imunológicos, no contexto das infecções desencadeadas 

por protozoários.  
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