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RESUMO 

 

A galectina-3 (Gal-3) é uma proteína que pertence à família lectina, apresenta 

afinidade a carboidratos contendo β-galactosídeos, e pode estar localizada no núcleo, 

citoplasma, associada à membrana ou secretada. Esta proteína está envolvida em muitos 

processos imunoregulatórios, tais como adesão de linfócitos T/CD, respostas inflamatórias, 

migração de células para focos inflamatórios e proliferação celular. Foi visto que a infecção 

por Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, aumenta a expressão de Gal-

3. Assim, o objetivo do trabalho foi explorar as atividades biológicas da Gal-3 nas fases aguda 

e crônica da infecção experimental por T. cruzi. . Camundongos C57 / BL6 Wild-Type (WT) e 

galectina-3 knockout (Gal-3 KO) foram infectados por via intraperitoneal e foram avaliados 

quanto a parasitemia, recrutamento de células inflamatórias na cavidade peritoneal, produção 

de citocinas do baço e coração e fibrose cardíaca. Os dados aqui apresentados demonstraram 

que a falta de Gal-3 aumentou a parasitemia e reduziu o recrutamento de leucócitos. Em 

amostras de coração, verificamos um aumento da secreção de TNF-α e IFN-γ em animais 

WT, enquanto que em animais Gal-3 KO foi detectado o aumento da produção de IL-1β e IL-

4 durante a fase aguda. Este cenário pode ter sido responsável pela maior taxa de infecção 

durante a infecção aguda observada em camundongos deficientes em Gal-3. Observamos que 

na fase crônica da infecção o tecido cardíaco de camundongos WT apresentou uma resposta 

imune com perfil Th2, importante para o controle do dano tecidual, com níveis basais de 

TNF-α e IFN-γ, diminuição na concentração de IL-1β e aumento de IL-4. O aumento de IL-4 

é importante para diminuir danos cardíacos e não foi observado em animais Gal-3 KO. Na 

fase crônica, observou-se um aumento de recrutamento de mastócitos em animais Gal-3 KO e 

maior fibrose do órgão. Portanto, a Gal-3 apresentou funções quimiotáticas e 

imunorreguladoras que são necessários para controlar a fase aguda da infecção e diminuir o 

comprometimento cardíaco na fase crônica. 

 

Palavras-chave: Galectina-3, T. cruzi, resposta imune 
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ABSTRACT 

 

Galectin-3 (Gal-3) is a protein of the lectin-family, has affinity for β-galactose-

containing carbohydrates, and can be localized in nucleus, cytoplasm, membrane associated 

or secreted. This protein is involved in many immunoregulatory processes, such as DC/T 

lymphocyte adhesion, inflammatory responses and cell migration toward inflammatory foci 

and cell proliferation. It was also seen that the T. cruzi infection, that is the etiological agent  

of Chagas’ disease, increases the expression of Gal-3. Thus, in this paper we aim to explore 

the biological activities of galectin-3 in acute and chronic T. cruzi experimental infection. 

Mice C57/BL6 Wild-Type (WT) and galectin-3 knockout (Gal-3KO) were infected 

intraperitoneally and was evaluate parasitaemia, recruitment of inflammatory cells in the 

peritoneal cavity, production of cytokines in spleen and heart and cardiac fibrosis. The data 

presented here demonstrate that the lack of Galectin-3 enhanced the parasitaemia and reduced 

the recruitment of leukocytes. In heart samples, we observed an increased secretion of TNF-α 

and IFN-γ in WT while in galectin-3 knockout mice we detected increased production of IL-

1β and IL-4 during the acute phase. This scenario may have accounted to the higher infection 

rate during acute infection observed in knockout mice. We observed that in the chronic phase 

of infection the heart tissue of WT mice showed an immune response to Th2 profile, 

important to control tissue damage, with basal levels of IFN-γ and TNF-α, decrease in the 

concentration of IL-1β and increased IL-4. The increase in IL-4 is important for reducing 

heart damage and was not observed in animals Gal-3 KO.  In chronic phase we observed an 

increased recruitment of mastocyte in Gal-3 KO animals and larger fibrosis of the heart. 

Therefore, the Gal-3 showed chemotactic and immunoregulatory functions that are needed to 

control the acute phase of infection and decreased chronic heart damage. 

 

Keywords: Galectin-3, T. cruzi, immune response
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1.0 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Trypanosoma cruzi 

 

Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado e agente etiológico da doença de 

Chagas. De acordo com a Organização Mundial da Saúde cerca de 7 a 8 milhões de pessoas 

no mundo estão infectadas pelo parasito, principalmente na América Latina (WHO, 2014). No 

Brasil, é estimado de 2 a 3 milhões de pessoas infectadas e 6.000 mortes anuais pela doença 

(MARTINS-MELO et al., 2014). 

O protozoário apresenta ciclo de vida heteroxênico, alternando entre hospedeiro 

vertebrado (mamíferos de várias espécies) e invertebrado (vetor). Sua classificação o inclui na 

Ordem Kinetoplastida e Família Trypanosomatidae, apresentando três estágios evolutivos: 

epimastigota, tripomastigota e amastigota (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984). Os vetores 

são insetos hemípteros da Família Reduvidae, sendo os principais gêneros: Triatoma, 

Rhodnius e Panstrongylus (BARRETO, 1979).  

 O ciclo inicia quando o vetor ingere formas tripomastigotas de um hospedeiro portador 

de T. cruzi durante o repasto sanguíneo.  Os tripomastigotas passam para o intestino médio do 

inseto e multiplicam-se como epimastigotas, que após algumas semanas migram para o 

intestino posterior, onde se diferenciam em tripomastigota metacíclicos. Ao fazer um novo 

repasto sanguíneo esses vetores defecam em um vertebrado mamífero, e juntamente com as 

fezes e urina, os parasitas são depositados na pele ou mucosas. Quando os parasitas são 

depositados na mucosa a penetração ocorre diretamente, no entanto quando são depositados 

sobre a pele é necessário uma lesão tecidual para que ocorra a penetração, como por exemplo, 

o ato de coçar o local da picada. Dessa forma, tripomastigotas metacíclicos podem invadir 

várias células e se diferenciar em amastigotas, que após 20 a 30 horas começam a se 

multiplicar. Após a multiplicação os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas e saem da 

célula hospedeira para o espaço intercelular ou circulação sanguínea. Esses tripomastigotas, 

chamados tripomastigotas sanguíneos, são capazes de invadir macrófagos e outras células de 

vários tecidos e órgãos do hospedeiro, ou serem ingeridos pelo vetor durante o repasto 

sanguíneo (VIANNA, 1911).  

Além da transmissão vetorial a doença de Chagas pode ser transmitida por meio de 

transfusão sanguínea, transmissão congênita, acidentes laboratoriais, transplante de órgãos e 

por via oral (DIAS, 1992; LATTES; LASALA, 2014).  No Brasil, vários relatos recentes de 

surtos de contaminação oral pela ingestão de açaí in natura e/ou caldo de cana-de-açúcar tem 
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sido notificados às autoridades sanitárias do país, que alertam para uma vigilância e controle 

maior na manipulação e comercialização destes produtos (STEINDEL et al., 2008. 

MARTINS-MELO, 2014). 

Os agentes terapêuticos disponíveis (Benznidazol e o Nifurtimox) são eficazes apenas 

na fase aguda da doença e apresentam alta toxicidade (VIOTTI et. al, 1994; LAURIA-PIRES 

et. al, 2000; CANÇADO, 2002, ROJO et al., 2014). Há décadas não são produzidos novos 

fármacos que apresentam maior eficácia e menores efeitos colaterais do que os medicamentos 

utilizados no tratamento da doença de Chagas (SANTOS et al., 2004, MEIJA et al., 2012; 

HALL; WILKINSON, 2012). Dessa forma, pesquisas que relacionam o agente causador da 

doença de Chagas e possíveis proteínas envolvidas nessa doença são essenciais para melhora 

do entendimento da doença. 

 

  

1.2 Doença de Chagas 

 

1.2.1 Fase aguda 

 

 A fase aguda da doença de Chagas compreende os fenômenos clínicos dos primeiros 

meses de infecção e delimita-se pela demonstração de parasito no sangue. Assim, ocorre uma 

parasitemia que pode durar de 40 a 60 dias, com sintomas moderados e atípicos, podendo ser 

confundido com os de outras infecções, por isso a doença de Chagas com grande freqüência 

não é reconhecida neste estágio (LARANJA, 1953; WHO, 2002; BASTOS et al., 2010). 

Nesta fase, as formas amastigotas podem ser encontradas no interior de fibras 

cardíacas, células musculares lisas e esqueléticas, células endoteliais, gliais, macrófagos e 

fibroblastos; podendo causar insuficiência cardíaca ou meningoencefalite (TORRES, 1917; 

JUNQUEIRA et al., 2010). 

Alguns sinais e sintomas podem aparecer, como: febre diária, dor de cabeça, gânglios 

linfáticos aumentados, palidez, dor muscular, dificuldade em respirar, inchaço e dor 

abdominal ou torácica (WHO, 2014). O exame físico frequentemente mostra linfadenopatia 

generalizada, com linfonodos palpáveis em regiões cervicais, axilares e inguinais; e 

hepatoesplenomegalia moderada. Podendo ser observadas, ainda, manifestações de 

comprometimento cardíaco e de meningoencefalite (CHAGAS, 1936; RASSI; MARIN-

NETO, 2010, WHO, 2014). 

A fase aguda apresenta uma taxa de letalidade baixa (2 a 10%), observada 
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principalmente em crianças e indivíduos imunodeprimidos que adquirem a infecção por 

transfusão ou transplante de órgãos. As principais causas de óbito são a miocardite 

acompanhada de insuficiência cardíaca refratária e meningoencefalite (CHAGAS, 1916; 

DIAS, 1992; TEIXEIRA et al., 2006).  

 

 

1.2.2 Fase crônica 

 

Após a fase aguda da Doença de Chagas o paciente entra, na fase crônica que é 

caracterizada por parasitemia ausente ou baixa, mesmo que o paciente apresente sorologia 

positiva para a doença em exames de rotina. Essa fase apresenta a seguintes formas clínicas: 

indeterminada ou assintomática e sintomática (cardíaca e digestiva). 

Entende-se por fase indeterminada da doença de Chagas a presença de infecção 

chagásica na ausência de manifestações clínicas, eletrocardiográficas ou radiológicas de 

acometimento cardíaco ou digestivo (Reunião de pesquisa aplicada em doença de Chagas, 

1985). 

A fase indeterminada é a fase mais comum da doença de Chagas e é de grande 

interesse médico-social em que os pacientes apesar de serem assintomáticos podem evoluir 

para forma determinada e por isso necessitam de um acompanhamento médico. Nessa fase o 

parasito está presente, mas os indivíduos infectados apresentam focos de amastigotas raros e 

esparsos e a reação inflamatória focal é pouco intensa. Cerca de 40% dos infectados irão 

manifestar alguma das formas crônicas da tripanossomíase após um período de 10 a 20 anos 

(MACEDO, 1980; RASSI, 2010; WHO, 2014). 

Até 30% dos pacientes infectados sofrem de distúrbios cardíacos e até 10% sofrem de 

distúrbios digestivos (tipicamente com megacólon e/ou megaesôfago), alterações 

neurológicas ou ambas. Nos anos posteriores, a infecção pode levar à morte súbita ou 

insuficiência cardíaca causada pela destruição progressiva do músculo cardíaco (WHO, 

2014). 
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1.3  Resposta imunológica contra T. cruzi 

 

 A resposta imune inata e adaptativa desempenha um importante papel no controle da 

infecção por T. cruzi, com o envolvimento de vários tipos celulares incluindo células Natural 

Killer (NK), linfócitos T CD4+, T CD8+, macrófagos bem como de anticorpos produzidos 

por linfócitos B (BRENER; GAZZINELLI, 1997; DOS REIS, 1997; GOLGHER; 

GAZZINELLI, 2004). 

Os receptores Toll-like (TLR) estão presentes em todas as células do sistema imume 

inato e são capazes de reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (PAMP) de T. 

cruzi, com isso há o recrutamento de proteínas intracelulares, com posterior ativação de 

fatores de transcrição e expressão de genes envolvidos na resposta inflamatória, como o Fator 

de Necrose Tumoral (TNF), Interferon-γ (IFN-γ) e Interleucina-12 (IL-12), controlando a 

replicação do parasito (JANEWAY, 1998; ABBAS; LICHTMAN, 2002; CAMPOS; 

GAZZINELLI, 2004; GAZZINELLI; DENKERS, 2006).  

A IL-12 é produzida principalmente por macrófagos, sendo capaz de atuar em células 

NK da resposta imune inata e em linfócitos T da resposta adaptativa, induzindo-as a 

produzirem IFN-γ e TNF-α (MICALLEF et al.,1996, WATFORD et al., 2003). As citocinas 

IFN-γ e TNF-α podem induzir a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) a sintetizar 

óxido nítrico, composto tóxico que pode causar a eliminação de patógenos intracelulares ou a 

inibição da replicação (GAZZINELLI, 1992, PAVANELLI; SILVA, 2010; ABEL et al., 

2014). 

IFN-γ é uma citocina pró-inflamatória cuja atuação na ativação de macrófagos mostra-

se essencial para que estas células sejam capazes de eliminar patógenos intracelulares. Nossos 

resultados em modelos murinos mostraram que a cepa G é altamente suscetível à IFN-γ logo 

no início da infecção e que tal citocina tem significativa importância na resposta a T. cruzi, 

sendo que animais IFN- knockout, são mais susceptíveis a infecção, e apresentam maior 

índice de parasitemia e mortalidade (RODRIGUES et al., 2012). A atividade anti-parasitaria 

de IFN-γ resulta de uma combinação de efeitos, os quais incluem a produção de óxido nítrico 

(NO) (GAZZINELLI, 1992, de MELO et al., 2012), indução de MHC de classe II, 

polarização de células T para um perfil Th1, troca isotípica de imunoglobulinas, induzindo 

predomínio de IgG2a, e produção de quimiocinas (GAZZINELLI, 1992; CHESSLER et al., 

2009).  

TNF-α possui função similar a de IFN-γ, potencializando a ativação de macrófagos em 

sua atividade microbicida (BEUTLER; CERAMI, 1989; ALIBERTI et al., 2001; PEREIRA et 
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al., 2014). Em contrapartida, o perfil de citocinas IL-10, IL-4 e TGF-β estão associadas com a 

susceptibilidade ao parasito (RODRIGUES et al., 2000; HIYAMA et al., 2001, PEREIRA et 

al., 2014). 

Portanto, estudos envolvendo a regulação da resposta imune e as citocinas secretadas 

durante a infecção são importantes para compreender o processo de controle parasitário e a 

ação protetiva e deletéria dessas citocinas para o hospedeiro. 

 

 

1.4 Galectina-3 

 

Lectinas são proteínas que se ligam a carboidratos e podem reconhecer 

glicoproteínas, glicolipídeos e outras moléculas como proteínas e lipídeos (LIS; SHARON, 

1998). As galectinas são pertencentes à família das lectinas, possuem afinidade por ß-

galactosídeos e podem ser encontrada na matriz extracelular, superfície celular e no meio 

intracelular (citoplasma e núcleo) (MENON; HUGHES, 1999; HOUZELSTEIN et al., 2004; 

LEFFLER et al., 2004;  FUNASAKA; RAZ; NANGIA-MAKKER, 2014). Dentre elas, a 

mais estudada é a galectina-3 (Gal-3) que possui peso molecular de 31 kDa e em solução 

encontra-se como um monômero de 2 domínios funcionais: o N-terminal e o C-terminal que 

contem o domínio de reconhecimento a carboidratos (CRD) (BARONDES et al., 1994; LIU; 

RABINOVICH, 2005).  

A Gal-3 está envolvida em vários eventos biológicos como adesão celular, regulação 

do ciclo celular, apoptose, sinalização intracelular e resposta imunológica (DUMIC; 

DABELIC; FLÖGEL, 2006; SALOMONSSON et al., 2010).  A função extracelular dessa 

proteína é dependente da propriedade lectina do domínio C-terminal, podendo ser inibida por 

ligantes sacarídicos específicos como a lactose (SANO et al., 2000).  

Estudos mostraram que ocorre interação entre a Gal-3 e proteínas de superfície de 

tripomastigotas de T. cruzi, e esse acontecimento pode ser inibido pela lactose. Além disso, 

foi demonstrado que a expressão de Gal-3 é requerida para adesão de tripomastigotas às 

células, e que com a ligação da Gal-3 exógeno à superfície do parasito e também à superfície 

de células musculares há um aumento das taxas de adesão. Foi visto também que a infecção 

por T. cruzi aumenta a expressão de Gal-3 e de seus ligantes (MOODY; OCHIENG; 

VILLALTA, 2000; KLESHCHENKO et al., 2004; VRAY et al., 2004).  

Nossos experimentos anteriores demonstraram que a Gal-3 desempenha um papel no 

tráfego intracelular de amastigotas extracelulares (AE) em macrófagos peritoneais, foi visto 
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recrutamento de Gal-3 e actina nos tempos inicias correspondentes aos sítios de entrada do 

parasito. Esse recrutamento se prolongou até o tempo de 6 horas onde houve uma polarização 

da Gal-3 em uma das extremidades do parasito formando estruturas contendo Gal-3 (galectin-

3-containing structures - G3CSs). Observamos que a formação de G3CS era concomitante 

com o desaparecimento da Proteína de Membrana Associada a Lisossomos 2 (LAMP-2) e, 

portanto, essa estrutura pode ser considerada um marcador de lise de vacúolo parasitóforo de 

T. cruzi (MACHADO et al., 2014). A formação de G3CS não foi observada em vacúolos 

contendo esferas fluorescentes, confirmando sua presença apenas em eventos de lise de 

vacúolo (REIGNAULT et al., 2014). 

Trabalhos relacionados com carcinoma gástrico sugerem que elevadas taxas de Gal-3 

promovem o aumento da motilidade celular e metástase (BALDUS et al., 2000; NANGIA-

MAKKER; BALAN, RAZ, 2012; FORTUNA-COSTA et al., 2014). Isso ocorre 

supostamente por meio da regulação exercida pela Gal-3 em uma proteína chamada fascina-1 

(SEOK et al., 2010) . A fascina-1 é uma proteína que se liga à actina, se localiza ao longo dos 

filopódios e induz protuberâncias da membrana, aumentando assim a motilidade da célula 

(KUREISHY; SAPOUNTZI; PRAG, 2002; KIM et al., 2010). Esses trabalhos são evidencias 

que a Gal-3 está relacionada ao citoesqueleto de actina e que estudos com essa proteína são 

essenciais para a compreensão da sua função. 

Em experimentos anteriores observamos um aumento da multiplicação de AE de T. 

cruzi da cepa G em células BeWo Gal-3 knockdown (KD) e macrófagos peritoneais Gal-3 

knockout (KO) quando comparadas com as respectivas células tipo selvagem. Ou seja, as 

células que possuíam a expressão de Gal-3 comprometida apresentaram um aumento da 

multiplicação de AE, sugerindo que essa proteína desempenha um importante papel no 

controle da multiplicação parasitária ao longo da infecção. A partir desses dados, este trabalho 

busca explicar o envolvimento da Gal-3 na infecção por T. cruzi.  

Dessa forma, a ausência da Gal-3 se mostra suficiente para propiciar um ambiente 

favorável à multiplicação intracelular de amastigotas. Este resultado sugere a possibilidade da 

participação da Gal-3 na polimerização do citoesqueleto de actina durante a infecção por T. 

cruzi, e dessa forma, essa proteína possui um papel importante no controle da replicação do 

parasito e, por conseguinte, na propagação da doença. Acreditamos que após a fase aguda da 

doença de Chagas, fatores (citocinas, quimiocinas ou outras moléculas) liberados pelo 

hospedeiro induzam uma maior polimerização de actina na célula infectada para silenciar a 

infecção. Uma outra hipótese, que não exclui a primeira, seria a de que o parasito por meio de 

controle de expressão gênica possa evitar a resposta do hospedeiro induzindo uma maior 
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expressão de proteínas que atuam diretamente na polimerização da actina.  

Trabalhos relatam que a Gal-3 tem um papel pró-inflamatório e fibrogênico (JIANG et 

al., 2012; LI; LI; GAO, 2014). Baseado nesses achados, investigamos a progressão da 

infecção por T. cruzi em animais galectina-3 knockout (Gal-3 KO) em comparação com 

animais Wild-Type (WT) e analisamos os níveis de parasitemia e fibrose cardíaca. A hipótese 

de que a Gal-3 pode estar relacionada com a fibrose e inflamação em vários órgãos, mostra 

que a aquisição destes conhecimentos é de grande importância, dentre outras razões, pela 

possibilidade de adoção de medidas profiláticas e terapêuticas.  
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2.0 JUSTIFICATIVA 

    

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) há uma estimativa que em 

2014 existam cerca de 7 a 8 milhões de pessoas no mundo infectadas por T. cruzi, 

principalmente na América Latina (WHO, 2014). 

   No Brasil foram relatados diversos surtos de doença de Chagas por via oral, o primeiro 

foi em 1968 em uma escola agrícola do município de Estrela (RS) onde 17 alunos 

apresentaram um quadro agudo da doença de Chagas e seis morreram. No período de 1965-

2009 foi relatado de 7 a 8 surtos com 112 casos agudos da doença. Em contraste, em um 

período de 10 anos (2000-2010) foram reportados mais de 1000 casos agudos em 138 surtos, 

principalmente na Amazônia do Brasil, sendo 71% desses casos ocorreram devido à ingestão 

de alimentos contaminados (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012). 

   O tratamento convencional contra o T. cruzi com Benznidazol (N-benzil-2-nitro-

imidazol-1-acetamida) e nifurtimox não apresentam atividade significativa na fase crônica da 

doença de Chagas (VIOTTI et. al, 1994; LAURIA-PIRES et. al, 2000; CANÇADO, 2002). 

Além disso, os metabólitos (eletrofílicos) formados por meio do mecanismo de ação dessas 

drogas possuem baixa especificidade de ação pelas vias bioquímicas do parasita, o que 

contribui para os efeitos citotóxicos observados no tratamento dos pacientes (CASTRO, 

MECA, BARTEL, 2006). 

   Experimentos in vitro anteriores mostraram que a Gal-3 é uma proteína essencial para 

o controle da multiplicação do T. cruzi. Desta forma, estudos relacionados com a atividade da 

Gal-3 são importantes para melhor compreensão da infecção por T. cruzi. A melhor 

compreensão de moléculas envolvidas na interação parasito-hospedeiro pode futuramente 

contribuir na identificação de novos alvos terapêuticos para minimizar os efeitos da doença de 

Chagas. Neste projeto, tentamos esclarecer o papel da proteína Gal-3 no controle do parasito, 

resposta imune e fibrose frente à infecção por T. cruzi. 
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3.0 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

1. Estudar o envolvimento da proteína Gal-3 na infecção por T. cruzi in vivo. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar a parasitemia e o número de parasitos livres na cavidade peritoneal em animais WT 

e Gal-3 KO infectados. 

 

2. Analisar o recrutamento de leucócitos totais após a infecção intraperitoneal em animais WT 

e Gal-3 KO. 

 

3. Comparar a área do baço e coração de animais WT e Gal-3 KO infectados. 

  

4. Comparar o perfil de citocinas pró e anti-inflamatórias dos animais WT e Gal-3 KO nas 

fases aguda e crônica da infecção por T. cruzi. 

 

5. Analisar a presença de mastócitos e a fibrose do coração de camundongos WT e Gal-3 KO 

infectados. 
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4.0 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos Éticos e Legais 

 

Este estudo faz parte do projeto intitulado: “Estudos de moléculas envolvidas na 

invasão e tráfego intracelular das formas infectivas de Trypanosoma cruzi in vitro e in vivo. 

Emprego da P21 na indução de proteção contra a doença de Chagas.”, aprovado pelo Comitê 

de Ética na Utilização de Animais da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA/UFU) 

(Protocolo número 059/08).  

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de 

Tripanosomatídeos (Bloco 6T sala 07) do Instituto de Ciências Biomédicas da UFU (ICBIM – 

UFU). 

 

 

4.2 Animais 

 

Camundongos C57BL/6 Gal-3 KO foram gentilmente cedidos pela Prof. Maria 

Cristina Roque Antunes Barreira, da Universidade de São Paulo. Camundongos C57BL/6 

selvagens (WT) e C57BL/6 Gal-3 KO foram mantidos em condições padrões de 12 horas de 

luz-12 horas na ausência de luz, em temperatura de 25 ± 2 °C, com comida e água “ad 

libitum”. Os animais utilizados nos experimentos tinham de 6 a 8 semanas. Toda manutenção, 

manipulação e eutanásia foram realizadas de acordo com o Comitê de Ética em Pesquisa no 

Uso de Animal (CEUA), UFU. 

 

 

4.3 Células Vero 

 

Células Vero foram utilizadas para manutenção do parasito. As células foram 

cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (D-MEM) (Gibco BRL, 

Gaithersburg, MD) contendo L-glutamine and D-glucose (4500 mg/l), bicarbonato de sódio 

(2000 mg/L), e suplementado com tampão HEPES (2380 mg/L), piruvato de sódio, soro fetal 

bovino (10%) e complexo de três antibióticos: penicilina (60 mg/L), gentamicina (40 mg/L) e 

estreptomicina (10 mg/L). As garrafas de cultura foram mantidas em estufa de CO2 (5% de 

CO2) a 37ºC. 
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4.4 Parasito 

 

Neste estudo utilizamos tripomastigotas de T. cruzi da cepa CL mantidos em células 

Vero e meio D-MEM suplementado com 2,5% de soro fetal bovino.  

 

 

4.5 Leucócitos da cavidade peritoneal 

 

Para análise do recrutamento de leucócitos e do número de parasitos viáveis foi 

injetado na cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 WT e Gal-3 KO 10
5 

tripomastigotas de T. cruzi da cepa CL. Após 72 horas os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical e uma lavagem peritoneal foi realizada com 5 mL de meio DMEM 

10% gelado. Foram utilizados 4 animais de cada grupo. 

 Os leucócitos peritoneais e os parasitos livres na cavidade peritoneal foram contados 

em câmara de Neubauer. 

 

 

4.6 Infecção de WT e Gal-3 KO para análise in vivo 

 

C57BL/6 WT e
 
Gal-3KO de seis a oito semanas de idade, foram infectados com 

tripomastigotas de T. cruzi da cepa CL via intra-peritoneal (10
5
 parasitos por camundongo), 

usando seringa de 1 mL. Um grupo de camundongos não infectados foi utilizado como 

controle negativo. Foram utilizados 6 animais de cada grupo. 

Os animais foram sacrificados 15 dias (fase aguda) e 90 dias (fase crônica) pós-

infecção e foram removidos cirurgicamente o baço e o coração. Imagens dos órgãos com 

escalas foram capturadas por meio de câmera de 13 megapixels do aparelho SONY Xperia 

ZQ e analisadas no programa Image J. Posteriormente, uma quantidade padronizada de cada 

órgão foi colocada em 1 mL de inibidor de protease diluído em tampão fosfato salino (PBS) 

para dosagem de citocinas por meio de ELISA e outra parte foi utilizada para análises 

histológicas. 
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4.7 Parasitemia 

 

Após 7, 15, 30, 60 e 90 dias de infecção foi coletado sangue da cauda dos 

camundongos para análise da parasitemia (quantidade de parasitas no sangue) dos grupos WT 

e Gal-3 KO.  5 µL  de sangue foi adicionado em uma lâmina e foi contado o número total de 

parasitos para posterior comparação e avaliação da importância da proteína Gal-3 na infecção 

por T. cruzi. 

 

 

4.8 Área dos órgãos 

  

        Para avaliação da área do baço e coração, dos animais infectados e não infectados, 

imagens foram capturadas na presença de uma escala (régua graduada em centímetros) e 

analisadas no software Image J. 

 

 

4.9 Dosagem de Citocinas 

 

Foi feito a dosagem de citocinas do baço e coração de animais WT e Gal-3 KO 

infectados e não infectados por T. cruzi. Uma quantidade padronizada dos órgãos foram 

mantidos em 1 mL de inibidor de protease para evitar a degradação dessas proteínas e as 

amostras foram sonicadas. Todos os procedimentos e reagentes para dosagem de IFN-γ, TNF-

α, IL-1β e IL-4 foram provenientes do kit BD Biosciences®. 

  Primariamente, a placa de ELISA de 96 poços foi sensibilizada overnight com o 

anticorpo de captura da citocina em questão, diluído em tampão específico. A seguir, a placa 

foi lavada e bloqueada com PBS suplementado com soro fetal bovino (10%) por 1 hora. 

Subsequentemente, as amostras foram adicionadas nos poços e para obter-se a curva padrão 

utilizou-se 50 µL das citocinas recombinantes em concentrações decrescentes. Finalmente, foi 

adicionado o anticorpo de detecção e a enzima a cada poço. Posteriormente adicionou-se 

substrato para revelação do resultado. A leitura foi feita em absorbância de 450 nm, e foi 

comparada a dosagem de citocinas nos órgãos dos animais WT e Gal-3 KO para verificarmos 

o papel dessa proteína na imunomodulação.  
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4.10 Análise histológica 

  

 O coração foi processado para análises histológicas. Os órgãos foram fixados em 

formaldeído (10% em PBS), posteriormente desidratados em álcoois de crescentes 

concentrações, diafanizados em xilol e finalmente incluídos em parafina. Foram feitos cortes 

de 5 µm de espessura e colocados em lâminas de vidro. Subsequentemente as lâminas foram 

processadas para coloração. 

 

 

4.10 Coloração de azul de toluidina 

 

 Para análise do número de mastócitos recrutados nos diferentes grupos, os cortes 

foram corados com azul de toluidina.  

 Primeiramente, os cortes foram desparafinados com 3 banhos de xilol de 15 minutos 

cada e passaram pelo processo de hidratação com concentrações decrescentes de álcool (100, 

100, 100, 95, 85, 70 % por um minuto), 10 minutos de água corrente e 5 minutos de água 

destilada. Os cortes foram então colocados em tampão fosfato citrato pH 3.0 por 5 minutos e 

corados com azul de toluidina 0.5% por 3 minutos. O excesso do corante foi retirado 

mergulhando as lâminas no tampão. 

Posteriormente, foi feito a diafanização com concentrações crescentes de álcool (95% 

e três banhos de 100%) por 2 segundos e três banhos em xilol por 10 minutos cada. A 

montagem da lâmina foi feita com Entellan®.  

 O software Image J foi utilizado para mensuração da área do corte histológico a partir 

de imagens capturadas no microscópio de luz com câmera acoplada Leica DM500. Os dados 

foram analisados por meio da proporção entre o número total de mastócitos e a área do corte 

histológico (número total de mastócitos/ cm
2
).  

 

 

4.11 Coloração de picrosirius  

 

 Para análise da participação da Gal-3 na fibrose após a infecção por T. cruzi foram 

realizadas análises histológicas dos corações corados com picrossirius.   

Os cortes foram submetidos a desparafinação em três banhos sucessivos de um minuto 
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com xilol, hidratados em soluções de concentrações decrescentes de etanol (100%, 90%, 

70%) e água por um minuto; e  então corados, com solução de picrossirirus durante 50 

minutos e lavados em água destilada. A seguir, os cortes foram colocados em solução de 

hematoxilina por quatro segundos, lavados em água corrente por cinco minutos e água 

destilada por um minuto e corados durante um minuto com eosina aquosa. Posteriormente, 

foram desidratados em soluções crescentes de etanol (70%, 90% e dois banhos de absoluto) 

por um minuto. A diafanização foi feita em três banhos de xilol de um minuto cada. A 

montagem da lâmina foi feita com Entellan®.  

A análise da quantidade de fibras colágenas foi feita por meio do software Image J a 

partir de imagens de 30 campos de cada corte histológico utilizando o microscópio de luz com 

câmera acoplada Leica DM500 com a objetiva de 40X . 

 

 

4.12 Normas de Biossegurança 

 

Todos os procedimentos envolvendo manuseio dos parasitas, de animais, bem como a 

utilização de equipamentos foram realizados de acordo com as normas de biossegurança 

descritas por Mineo (2005). 

 

 

4.13 Análise Estatística 

 

A análise estatística dos dados foi feita com o programa GraphPad Prism, versão 6.01. 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão. A comparação de resultados entre os 

grupos foi analisada pelo teste t ou ANOVA. Os resultados foram considerados significantes 

quando p<0,05. 
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Avaliação da atuação da Gal-3 no controle do T. cruzi e recrutamento de leucócitos 

após a infecção 

 

 Com o intuito de observar o papel da proteína Gal-3 na infecção por T. cruzi foram 

feitos experimentos in vivo com animais WT e Gal-3 KO. Os animais knockout apresentaram 

uma maior parasitemia (Figura 1A) quando comparados com os animais WT nos tempos de 7, 

15 e 30 dias após a infecção, com significância nos tempos de 15 e 30 dias.  

Na Figura 1A é possível observar que os dois grupos apresentaram pico de parasitemia 

no tempo de 15 dias e decréscimo no tempo de 30 dias, entretanto nos animais Gal-3 KO a 

quantidade de parasitos no sangue foi significativamente maior.  60 e 90 dias após a infecção 

houve ausência de parasitemia nos animais dos dois grupos. Ou seja, a falta da proteína Gal-3 

retardou o controle parasitário e comprometeu a diminuição do número de parasitos no 

sangue nos primeiros dias de infecção.  Dessa forma, a proteína pró-inflamatória Gal-3 se 

mostra importante no controle inicial da infecção experimental por T. cruzi. 

Para determinar se a Gal-3 pode estar envolvida na regulação da migração de 

leucócitos para a cavidade peritoneal e no controle da infecção por T. cruzi, foi feita infecção 

intraperitoneal por 72 horas em animais WT e Gal-3 KO. É possível perceber que o grupo 

Gal-3 KO infectado apresentou um maior número de parasitos livres no lavado peritoneal e 

um menor número de leucócitos totais quando comparado com o grupo WT infectado. 

Confirmando que a Gal-3 é uma proteína importante para o controle da multiplicação 

parasitária e aumenta significativamente o recrutamento de células do sistema imune. 

Dessa forma, os dados in vivo estão de acordo com nossos estudos anteriores in vitro 

que mostraram maior multiplicação de T. cruzi em células deficientes em Gal-3 (da SILVA, 

2012).  

Estudos com Toxoplasma gondii também evidenciam que animais Gal-3 KO 

apresentam uma maior carga parasitária no cérebro e pulmões, menor infiltrado de neutrófilos 

e macrófagos na cavidade peritoneal e menor taxa de sobrevivência (BERNARDES et al., 

2006). Além disso, animais Gal-3 KO infectados com Paracoccidioides brasiliensis também 

apresentaram uma maior susceptibilidade à infecção quando comparados com os animais WT 

(RUAS et al., 2009). 

Considerando esses relatos e os resultados do presente estudo, é notável que a Gal-3 

pode exibir diversos papéis em diferentes modelos de infecção e se mostra importante tanto 
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no controle da infecção por T. gondii e P. brasiliensis quanto no controle da fase aguda da 

infecção por T. cruzi.   

Figura 1. Parasitemia, número de parasitos livres na cavidade peritoneal e recrutamento 

de leucócitos em camundongos C57BL/6 WT e Gal-3 KO infectados com tripomastigotas 

de T. cruzi da cepa CL. O número de parasitos em 5 µl de sangue foi contado nos tempos de 

7, 15, 30, 60 e 90 dias pós-infecção. Animais Gal-3 KO apresentaram maiores parasitemias 

nos tempos de 15 dias (p<0,0001) e 30 dias (p<0,0001) quando comparados com os animais 

WT (A). Quantificação de parasitos livres na cavidade peritoneal (B) e do recrutramento de 

leucócitos totais (C). Após a infecção com tripomastigotas da cepa CL por 3 dias, os animais 

do grupo Gal-3 KO apresentaram um maior numero de parasitos livres na cavidade peritoneal 

(p<0,0001) (B) e menor recrutamento de leucócitos totais (p<0,0001) (C).  
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5.2 Relação entre a área do baço e coração de animais WT e Gal-3 KO e a infecção por 

T. crzui 

 

 O software Image J foi utilizado para análise da área dos órgãos, e foi possível 

observar que os animais infectados apresentaram baços maiores em relação aos animais não 

infectados (Figura 2 A e C) nos dois grupos. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de 

que o baço é o principal local de respostas imunológicas provenientes do sangue, sendo 

composto por linfócitos, macrófagos, células dendríticas e plasmócitos. 

 A infecção por T. cruzi pode levar a alta reatividade do baço, expansão dos folículos 

linfoides e proliferação de linfócitos durante a fase aguda da doença (PEREIRA, 1999).  

Alguns autores já relataram alterações sistêmicas da resposta imune durante a fase inicial da 

infecção, levando a esplenomegalia e linfadenopatia, com ativação policlonal de linfócitos T e 

B (MINOPRIO, 2001; BRENER; GAZINELLI, 1997). É possível observar que após a 

esplenomegalia da fase aguda, houve uma diminuição da área do baço durante a fase crônica. 

Entretanto, os animais infectados, mesmo na fase crônica, apresentaram áreas do baço 

maiores que o controle (Figura 2C). Essa resposta pode estar relacionada à presença de 

pequenas quantidades de T. cruzi e seus antígenos nos tecidos na fase crônica. 

Trabalhos relatam aumento da expressão de Gal-3 em linfócitos T ativados (JOO et 

al., 2001). Em nossos experimentos foi visto que tanto camundongos WT quanto Gal-3 KO 

infectados apresentaram esplenomegalia, o que sugere que a Gal-3 não é responsável pelo 

processo de esplenomegalia observada nestes animais. Ainda não se sabe se a esplenomegalia 

em animais Gal-3 KO infectados é resultado da proliferação de linfócitos T e se a deficiência 

em Gal-3 pode levar ao comprometimento da ativação de linfócitos. Dessa forma, a causa do 

aumento do baço em animais Gal-3 KO ainda precisa ser investigada. 

Foram vistas diferenças na infecção por T. cruzi na ausência e presença de Gal-3 e 

apesar do tropismo cardíaco da cepa CL, não foi observado alterações na área do coração dos 

diferentes grupos (Figura 2B e D).  
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Figura 2- Análise da área do baço e coração de animais WT e Gal-3 KO infectados ou 

não com tripomastigotas da cepa CL. A área do baço (A e C) e coração (B e D) nas fases: 

aguda (A e B -15 dias) e crônica (C e D- 30 dias) foi mensurada utilizando o software ImageJ. 

Animais infectados (WT e Gal-3 KO) apresentaram uma área maior do baço durante fase 

aguda (p<0,0001) (A e E) e durante a fase crônica (p<0,05) (C e F). Não houve diferença 

estatística na área do coração nos diferentes grupos. 

 

 

 

 



28 

 

5.3 Análise de citocinas na fase aguda da infecção por T. cruzi 

 

Nossos resultados anteriores mostraram que a deficiência em Gal-3 favorece a 

multiplicação do parasita. Neste sentido foram avaliados IL-1β, TNF-α, IFN-γ e IL-4 em 

amostras de baço e coração de animais WT e Gal-3 KO, durante a fase aguda e crônica da 

infecção por T. cruzi da cepa CL. 

 A dosagem de citocinas por meio da técnica ELISA mostrou que os animais WT 

infectados durante a fase aguda apresentaram um aumento de IL-1β no baço (Figura 3A), 

aumento de TNF-α no coração (Figura 3D) e aumento de IFN-γ no coração e baço em relação 

ao controle não infectado (Figura 3 E e F), mas em animais Gal-3 KO isso não foi observado. 

Observou-se também um aumento da citocina IL-1β no coração de animais Gal-3 KO 

infectados por T. cruzi (Figura 3B) na fase aguda.  O sistema imunológico possui uma 

complexidade que envolve a participação de muitos componentes estruturais, celulares e 

moleculares. Assim, o aumento de IL-1β na ausência de Gal-3 pode ser explicado como forma 

de compensação da deficiência de outras citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ e TNF-α. 

Entretanto, esse aumento não foi suficiente para o controle da infecção, visto que animais 

Gal-3 KO apresentaram uma parasitemia relativamente alta.  

A figura 3 demonstra que não houve alteração na concentração de IL-4 no baço e 

coração de animais WT infectados quando comparados com animais WT não infectados (G e 

H). Camundongos Gal-3 KO apresentaram um aumento na concentração de IL-4 no coração 

após a infecção, indicando que a deficiência na proteína Gal-3 ocasiona a diminuição de 

citocinas do perfil Th1 e aumento de citocinas do perfil Th2 na fase aguda. 

Segundo alguns autores, existe uma relação entre o tipo de citocinas produzidas após a 

infecção por T. cruzi e o padrão de resistência ou susceptibilidade à doença de Chagas. 

Destacando que citocinas do perfil Th1, tais como IFN-γ, TNF-α e IL-12 promoveria 

resistência ao parasito, enquanto citocinas do perfil Th2, tais como IL-10, IL-4 e TGF-β 

promoveriam a susceptibilidade (SAVINO et al., 2007). 

Os dados de quantificação de citocinas e parasitemia, que revelam a importância da 

Gal-3 na polarização da resposta imune para o perfil Th1 com secreção de TNF-α, IFN-γ e 

diminuição de IL-4, estão em concordância com outros trabalhos que relatam que a ativação 

precoce do sistema imune, com estimulação da síntese de IL-12, TNF-α e IFN-γ, ativam as 

células NK e favorecem a diferenciação dos linfócitos T no fenótipo Th1, levando ao controle 

da replicação do parasito na fase aguda da doença e maior resistência do hospedeiro ao T. 

cruzi (VESPA et al., 1994; ALIBERTI et al. 1996; HOLSCHER et al., 1998).  
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É conhecido que a resposta imunológica do hospedeiro é extremamente importante na 

determinação dos resultados da doença de Chagas (DUTRA; GOLLOB, 2008), exercendo 

papel importante nos seus efeitos patológicos (BILATE; CUNHA-NETO, 2008). Tendo em 

vista que a doença de Chagas é uma doença infecciosa com lesões de caráter inflamatório, o 

entendimento da resposta imune e do papel de proteínas do hospedeiro frente a uma infecção 

é essencial para se entender a biologia básica da relação parasito-hospedeiro e os efeitos 

patológicos causados. 

Assim, os dados indicam fortemente que a Gal-3 desempenha um papel importante 

como mediador pró-inflamatório na infecção por T. cruzi e está relacionada com o controle 

parasitário (JEON et al., 2010). 
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Figura 3. Dosagem das citocinas IL-1β, TNF-α, IFN-γ e IL-4 do baço e coração de 

animais infectados por T. cruzi da cepa CL por 15 dias para avaliação da fase aguda. 

Houve aumento significativo na concentração de IL-1β no baço (A) de animais WT 

infectados (p<0,0001) e no coração (B) de animais Gal-3 KO infectados (p<0,0001) quando 

comparados com seus respectivos controles não infectados. A citocina TNF-α apresentou em 

maiores concentrações no coração (D) de animais WT infectados (p< 0,01) em relação aos 

animais não infectados. Houve maior produção de IFN-γ no baço (E) (p<0,05) e coração (F) 

(p<0,0001) de animais WT infectados em relação ao controle não infetado. A concentração de 

IL-4 foi maior no coração (H) de animais Gal-3 KO infectados (p<0,001) quando comparados 

com Gal-3 KO não infectados. 
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5.4 Análise de citocinas na fase crônica da infecção por T. cruzi 

  

O papel da Gal-3 nas respostas imunitárias e inflamatórias Th1 / Th2 parece variar de 

acordo com os modelos experimentais utilizadas e nas diferentes fases da infecção (ZUBERI 

et al., 2004). Para investigar ainda mais o seu papel, neste contexto, foi analisado 

camundongos Gal-3 KO no que diz respeito à sua resposta à infecção por T. cruzi na fase 

crônica. 

Analisando a Figura 4 é possível perceber que na fase crônica não houve alteração na 

produção das citocinas TNF-α (C e D) e IFN-γ (E e F) no baço e coração dos grupos WT e 

Gal-3 KO infectados ou não. No baço não observamos alterações na concentração das 

citocinas IL-1β (Figura 4A) e IL-4 (Figura 4G) nos diferentes grupos. Já no coração houve 

uma diminuição da citocina IL-1β (Figur 4B) tanto nos animais WT quanto nos animais Gal-3 

KO infectados quando comparados com seus respectivos controles não infectados. Os animais 

WT apresentaram uma maior produção de IL-4 no coração após a infecção, o que não foi 

observado em animais Gal-3 KO (Figura  4H).  

Estudos mostraram que a Cardiopatia Chagásica Crônica (CCC) está relacionada com 

a presença de um infiltrado inflamatório e ausência ou redução da expressão de TGF-β em 

células T regulatórias e de IL-4 e IL-13 em células Th2, sugerindo que a intensa resposta 

inflamatória Th1 no miocárdio de pacientes com essa forma da doença ocorre na ausência de 

mecanismos regulatórios (CUNHA-NETO et al., 2009; ARAUJO et al., 2007; GOMES et al., 

2003; ABEL et al., 2001). 

Há evidencias de que a forte resposta inflamatória no tecido cardíaco e secreção 

exacerbada de citocinas do perfil Th1 durante a fase crônica, em que há uma quantidade 

reduzida de parasitos, não são benéficas para o hospedeiro, podendo levar a resposta auto- 

imune e lesões teciduais (HYLAND; ENGMAN, 2006; TARLETON, 2003; ENGMAN; 

LEON, 2002). 

Dessa forma, percebemos que no tecido cardíaco os animais WT infectados 

apresentaram uma resposta similar aos pacientes com a forma indeterminada da doença, 

direcionada para o perfil Th2 com níveis basais de IFN-γ e TNF-α, diminuição de IL-1β e 

aumento de IL-4. Já no coração de animais Gal-3 KO infectados não houve o aumento da 

citocina IL-4. A resposta observada nos animais WT pode ser considerada mais adequada no 

sentido de controlar o dano tecidual e diminuir o comprometimento funcional do órgão.  
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 Figura 4. Dosagem das citocinas IL-1β, TNF-α, IFN-γ e IL-4 do baço e coração de 

animais infectados por T. cruzi da cepa CL por 90 dias para avaliação da fase crônica. 

Houve diminuição significativa na concentração de IL-1β no coração (B) de animais WT 

infectados (p<0,01) e Gal-3 KO infectados (p<0,001) quando comparados com seus 

respectivos controles. Não houve diferença significativa na concentração TNF-α (C e D) IFN- 

γ nos diferentes grupos. A citocina IL-4 apresentou em maiores concentrações no coração (H) 

de animais WT infectados (p< 0,01) quando comparado com seu controle. 
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5.5 Presença de mastócitos e fibrose no coração de animais WT e Gal-3 KO infectados 

por T. cruzi 

 

Mastócitos são células residentes no tecido conjuntivo capazes de secretar numerosos 

mediadores inflamatórios em resposta à agressão do tecido e podem participar de processos 

fibróticos (BERTON et al., 2000; WYNN, 2011) e imunológicos (DVORAK et al., 1983; 

ABRAHAM; ST JOHN, 2010).  

Na figura 5 é possível perceber que após a infecção por T. cruzi na fase aguda há um 

aumento no recrutamento de mastócitos no coração de animais WT e Gal-3 KO (A). Já na 

fase crônica há uma diminuição da quantidade de mastócitos encontrados no tecido cardíaco, 

entretanto, nos animais Gal-3 KO infectados o número de mastócitos continua maior quando 

comparado com o controle não infectado (B). 

A ativação de receptores de mastócitos pode levar a distintas vias de sinalização e 

síntese de quimiocinas e citocinas que contribuem para a inflamação. Essa célula apresenta 

função na imunidade natural, na defesa contra parasitos, imunomodulação do sistema imune, 

no reparo tecidual e angiogênese (METCALFE et al., 1997; GILFILLAN; BEAVEN, 2011). 

Foi relatado que mastócitos se acumulam nas bordas de lesões e contribuem para a 

inflamação local pelo recrutamento de outros tipos celulares, como neutrófilos, e pelo 

aumento da permeabilidade vascular por meio da secreção de histamina, mediadores lipídicos 

e VEGF (DVORAK, 2005; WELLER et al., 2006; TAKATO et al., 2011). 

T. cruzi pode ser o responsável direto ou indireto de alterações moleculares e/ou 

morfológicas em diferentes tecidos e órgãos. Esse parasito pode induzir no tecido dos 

vertebrados uma resposta inflamatória, lesões celulares e fibrose (MACEDO; PENA, 1998). 

Durante o ciclo evolutivo o ninho de parasitas rompe a célula, e dessa forma, há a 

liberação no interstício de restos de células hospedeiras e parasitos, induzindo uma resposta 

inflamatória. Essa resposta inflamatória inicialmente é focal e relacionada com o parasitismo, 

e de acordo com a evolução da infecção pode confluir e ocasionar inflamação com aspecto 

difuso (BRENER; GAZZINELLI, 1997; KIERSZENBAUM, 2005).   

Nota-se que tanto na fase aguda quanto na fase crônica há uma maior área de fibrose 

nos animais Gal-3 KO infectados (Figura 5 C e D). A presença elevada de fibras colágenas 

em camundongos Gal-3 KO infectados pode ser explicada pela maior multiplicação 

parasitária nesses animais, levando a um maior número de parasitos viáveis para invasão, 

multiplicação e lise celular. O grande número de células lisadas pode induzir uma resposta 

inflamatória intensa e acarretar na substituição de células funcionais por colágeno, 
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caracterizando a fibrose no órgão. 

A fibrose é uma das alterações que ocorre de forma lenta e progressiva na Doença de 

Chagas. Já foi visto que em condições experimentais, observa-se fibrose no coração já nos 

primeiros dias de infecção e pode ser a causa da progressiva perda da atividade contrátil do 

miocárdio nos chagásicos crônicos. Geralmente, essa fibrose ocorre por substituição de mio-

células por áreas irregulares de neoformação colágena, e o conjunto de fibroses focais ao 

longo dos anos pode evoluir para um quadro grave (SWYNGHEDAUW, 2006). 

Mastócitos podem liberar triptase e trombina que potencializam a diferenciação de 

fibrocitos humanos e iniciam a formação de fibras colágenas no tecido. Portanto, essa célula 

pode estar relacionada com fibrose em tecidos (WHITE; GALVIS-CARVAJAL; GOMER, 

2015). 

Na figura 5 podemos observar que na fase aguda nos grupos WT e Gal-3 KO o 

número de mastócitos encontrados no tecido cardíaco foi similar, entretanto, a fibrose nos 

animais Gal-3 KO foi maior. Na fase crônica os animais Gal-3 KO apresentaram um maior 

nível de fibrose e um maior recrutamento de mastócitos. Estudos relacionados com 

cardiopatia chagásica crônica verificaram que a mastocitose está relacionada 

topograficamente com a miocardite e que o aumento de mastócitos no tecido cardíaco pode 

ser um dos fatores agravantes da fibrose na doença de Chagas (ALMEIDA et al., 1975; 

PINHEIRO et al., 2003).  

Dessa forma, percebemos que a deficiência de Gal-3 na fase aguda provoca uma 

resposta imune que promove uma maior suscetibilidade do parasito ao hospedeiro, maiores 

níveis de: multiplicação parasitária, parasitemia e número de parasitos viáveis na cavidade 

peritoneal e consequentemente, maior fibrose quando comparados com animais WT. Na fase 

crônica da infecção os animais Gal-3 KO apresentaram eventos que levam a um maior dano 

tecidual e maior comprometimento das funções do coração, como: diminuição da citocina IL-

4, aumento de mastócitos e fibrose no tecido cardíaco (Figura 6). 
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Figura 5. Análise histológica do número de mastócitos e fibrose presentes no tecido 

cardíaco durante as fases aguda e crônica da infecção por T. cruzi. Na fase aguda os 

animais WT e Gal-3 KO apresentaram maiores quantidades de mastócitos (p<0,0001) após a 

infecção quando comparados com seus respectivos controles não infectados (A). Na fase 

crônica houve uma diminuição do recrutamento de mastócitos em todos os grupos, mas os 

animais Gal-3 KO ainda apresentaram uma maior taxa de mastócitos (p<0,0001) (B). A área 

de fibrose foi mensurada em 30 campos do coração corado com picrossirius. Animais Gal-3 

KO apresentaram maiores taxas de fibrose em ambas as fases da infecção (C e D). 
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Figura 6. Participação da Gal-3 na infecção por T. cruzi. (A) Em animais WT a infecção 

por T. cruzi durante a fase inicial leva a um aumento da produção de citocinas TNF-α e IFN-γ 

do perfil Th1, diminuição de citocinas IL-4 do perfil Th2 e maior recrutamento de leucócitos 

para o local da infecção (cavidade peritoneal). Com isso, esses animais apresentam níveis 

menores de: multiplicação parasitária, parasitemia e número de parasitos viáveis na cavidade 
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peritoneal e, portanto, menor fibrose. Na fase crônica, em animais WT observa-se aumento de 

IL-4 e menor quantidade de mastócitos no coração. (B) Em animais Gal-3 KO a infecção 

durante a fase inicial apresenta níveis basais das citocinas TNF-α e IFN-γ, aumento de IL-4 e 

menor recrutamento de leucócitos para o local da infecção. Com isso, a deficiência de Gal-3 

leva a maiores níveis de: multiplicação parasitária, parasitemia e número de parasitos viáveis 

na cavidade peritoneal, e consequentemente, maior fibrose. Na fase crônica da infecção em 

animais Gal-3 KO percebe-se diminuição da citocina IL-4, aumento de mastócitos e fibrose 

no tecido cardíaco, provavelmente esses animais terão maior compromentimento funcional do 

coração. 
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6.0 CONCLUSÃO 

 

- A Gal-3 participa no controle da infecção por T. cruzi sendo que sua ausência leva a uma 

maior parasitemia e maior número de parasitos livres na cavidade peritoneal. 

 

-Animais Gal-3 KO apresentam menor recrutamento de leucócitos totais na cavidade 

peritoneal, sugerindo um papel quimiotático da proteína. 

 

-Gal-3 está envolvida na imunomodulação, sua presença garante a secreção de citocinas 

durante a fase aguda que ajudam no controle da infecção por T. cruzi e durante a fase crônica 

produção de citocinas que diminuem os danos teciduais. 

 

-A deficiência de Gal-3 em camundongos leva a um maior recrutamento de mastócitos e 

fibrose do tecido cardíaco. 
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