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RESUMO 

 

A Doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma 

cruzi , é classif icada como a doença parasitária mais grave da América 

Latina e tornou-se um problema mundial. A maior parte dos estudos 

confirma que as citocinas de perf i l Th1 são elementos essenciais na 

resistência precoce contra o parasita e estão associadas ao 

desenvolvimento da forma cardíaca crônica. Embora as citocinas 

tenham um papel chave na resposta imune contra T. cruzi , pouco se 

sabe a respeito da função de IL-3, IL-7 e IL-9 neste contexto. Assim, o 

objetivo deste estudo foi analisar o papel destas citocinas na fase 

aguda da infecção experimental com T. cruzi .  Para isto, parâmetros 

indicativos de melhora clínica dos animais tanto infectados e tratados 

como apenas tratados foram estudados, tais como: morbidade, 

mortalidade e histopatologia. A quantidade de mastócitos cardíacos e o 

perf i l de citocinas séricas também foram avaliados. Os dados revelaram 

que o tratamento com IL-3, IL-7 ou IL-9 não alterou os parâmetros 

clínicos analisados nem a quantidade de mastócitos cardíacos nos 

camundongos infectados com T. cruzi . No entanto, o tratamento com 

IL-3 diminuiu a inf lamação cardíaca T. cruzi- induzida e o tratamento 

com IL-7 aumentou os níveis séricos de IL -5 nos animais infectados. 

Além disso, o tratamento com IL-9 aumentou os níveis séricos das 

citocinas de perf i l  Th1 (IL-2, IFN-y e TNF-α) e diminuiu a f ibrose 

cardíaca nos animais infectados, sugerindo um possível papel protetor 

desta citocina neste contexto. Em suma, os nossos resultados 

demonstram a importância destas citocinas na modulação da infecção 



por T. cruzi . Já que estudos envolvendo a atividade de IL -3, IL-7 e IL-9 

durante a doença de Chagas são fundamentais na compreensão sobre 

o processo de controle parasitário e da ação protetora e/ou prejudicial 

dessas citocinas no hospedeiro. Além disso, o entendimento dos 

mecanismos imunológicos mediados por estas citocinas que estão 

envolvidos no desenvolvimento da doença pode contribuir para o 

estabelecimento de novas intervenções terapêuticas a f im de prevenir a 

doença de Chagas e tratar suas formas sintomáticas.  

                                                                                         

Palavras-chave : Trypanosoma cruzi ; interleucina-3 (IL-3); interleucina-

7 (IL-7); interleucina-9 (IL-9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi , is 

ranked as the most serious parasit ic disease in Latin America and has 

become a worldwide problem. A bulk of studies substantia tes that Th1-

associated cytokines are essential elements in early resistance against 

the parasite and are associated with the development of the chronic 

cardiac form. Although cytokines have a key role in the immune 

response against T. cruzi , l it t le is known about IL-3, IL-7 and IL-9 in 

this context. Then the aim of this study was to analyze the ro le of IL-3, 

IL-7 and IL-9 in the acute phase of T. cruzi  experimental infection. For 

this purpose, parameters indicative of improvement in cl inical status of 

the animals both infected and treated as just treated were studied, such 

as: morbidity,  mortality and histopathology. The amount of cardiac mast 

cells and the serum cytokines prof ile were also evaluated. Our data 

revealed that the treatment with IL -3, IL-7 or IL-9  did not alter the 

clinical parameters analyzed or the amount of cardiac mast cells  in 

mice infected with T. cruzi. However the treatment with IL -3 decreased 

the cardiac T. cruzi- induced inf lammation and the treatment with IL -7 

increased serum levels of IL-5 in infected animals. In addition, the 

treatment with IL-9 increased the serum levels of Th1 cytokine prof i le  

(IL-2, IFN-y and TNF-α) and decreased cardiac f ibrosis in infected 

animals, suggesting a possible protective role of this cytokine in this 

context. Taken together, our results underl ine the importance of these 

cytokines in modulation of T. cruzi  infection. Since studies involving IL-

3, IL-7 and IL-9 activity during Chagas disease are crit ical in 



understanding the parasite control process and the protect ive and/or 

harmful action of these cytokines in the host. In addit ion, understanding 

of the immunological mechanisms mediated by these cytokines that are 

involved in disease development may contribute to the establishment of 

new therapeutic interventions to prevent Chagas disease and treat their 

symptomatic forms.  

 

Keywords:  Trypanosoma cruzi ; interleukin-3 (IL-3); interleukin-7 (IL-7);  

interleukin-9 (IL-9).  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Doença de Chagas 

A doença de Chagas, também conhecida como Tripanossomíase 

Americana, é uma antropozoonose potencialmente fatal causada pelo 

protozoário f lagelado Trypanosoma cruzi . Conforme dados da 

Organização Mundial da Saúde cerca de 6 a 7 milhões de pessoas no 

mundo estão infectadas pelo parasita, principalmente na América 

Latina onde a doença é endêmica (WHO, 2015). Nas últ imas décadas, a 

doença tem sido cada vez mais detectada nos Estados Unidos da 

América, Canadá, muitos países europeus (ex.: Espanha, Itália,  Reino 

Unido, Holanda e Suíça) e em alguns países do Pacíf ico ocidental (ex.:  

Austrália e Japão), devido à contínua migração da população entre a 

América Latina e o restante do mundo além do turismo internacional 

(COURA; VIÑAS, 2010; HABERLAND et al., 2013; WHO, 2015). No 

Brasil, est ima-se que 2 a 3 milhões de pessoas estejam infectadas e 

que ocorra 6.000 mortes decorrentes da doença anualmente 

(MARTINS-MELO et al., 2014).  

A doença de Chagas é composta por duas fases consecutivas, a 

fase aguda e a crônica. Logo após a infecção, inicia -se a fase aguda da 

doença que pode durar semanas ou meses. Na ausência de tratamento, 

o hospedeiro entra na fase crônica que persiste indefinidamente e 

apresenta sintomatologia clínica variável (HABERLAND et al., 2013). 

Vários estudos demonstram que essas diferenças clínicas estão 

relacionadas à resposta imune do hospedeiro bem como à 
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patogenicidade do T. cruzi , uma vez que tal espécie é heterogênea, 

composta por várias subpopulações que circulam entre vertebrados 

domésticos e selvagens (ARCE-FONSECA et al ., 2005; MANOEL-

CAETANO; SILVA, 2007). Além disso, diferentes cepas de T. cruzi  

possuem tropismos distintos para diferentes órgãos do hospedeiro 

(VIANNA, 1911; ANDRADE et al . , 1999). Assim, fatores, tais como, 

tempo de infecção, característ icas imune e genética do hosped eiro bem 

como a cepa, inóculo e tropismo parasitários, inf luenciam diretamente a 

progressão clínica da doença de Chagas (DUTRA;GOLLOB, 2008).  

A principal forma de transmissão da doença ocorre através do 

contato com as fezes/ urina do inseto vetor infectado. Estes vetores 

são tr iatomíneos que habitam rachaduras de casas mal construídas em 

áreas rurais ou suburbanas e possuem hábito noturno realizando o 

repasto sanguíneo durante a noite . Ao picarem o hospedeiro 

vertebrado, defecam próximo à picada e liberam os parasitas que 

entram no corpo deste hospedeiro quando  inst int ivamente o mesmo 

espalha as fezes do tr iatomíneo na picada, olhos, boca, ou em 

qualquer ruptura da pele (WHO, 2015). 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 (COURA, 2013; WHO, 2015). No Brasil,  relatos 

recentes de surtos de contaminação oral pela ingestão de alimentos 

contaminados, tais como, açaí in natura ou caldo de cana-de-açúcar 

têm sido frequentemente notif icados (STEINDEL et al., 2008; 

MARTINS-MELO et al., 2014).  
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Atualmente, o tratamento da doença de Chagas é baseado na 

util ização de dois agentes terapêuticos, o Benznidazol e o Nifurt imox, 

ef icazes apenas se empregados durante a fase aguda da doença para a 

eliminação do parasita (APT, 2010). Sem eles, a persistência 

parasitária ao longo da vida é mantida e a doença progride para a fase 

crônica, estágio no qual a grande maioria dos pacientes é  

diagnosticada e os tratamentos não são ef icazes (HABERLAND et al .,  

2013; CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014). O tratamento também é 

indicado para aqueles em que a infecção foi reativada (ex.: 

imunossuprimidos), para crianças com infecção congênita e para os 

pacientes durante a fase crônica precoce. Adultos infectados, 

especialmente aqueles assintomáticos, devem ser tratados já que o 

tratamento anti -parasitário pode prevenir ou parar a progressão da 

doença (WHO, 2015). Porém, algumas cepas de T. cruzi  podem 

desenvolver resistência contra estas drogas, sendo apenas 50% dos 

pacientes tratados responsivos ao tratamento. Além disso, as drogas 

existentes apresentam alta toxicidade, manifestada no fígado e como 

reações alérgicas, principalmente após administração a longo prazo 

(APT, 2010; HABERLAND et al., 2013). Assim, os benefícios potenciais 

da medicação em prevenir ou retardar o desenvolvimento da doença de 

Chagas devem ser avaliados em relação a longa duração do tratamento 

(30 – 60 dias) e as possíveis reações adversas, que ocorrem em até 

40% dos pacientes tratados. Estes fármacos são contra-indicados para 

mulheres gestantes e para pessoas com insuficiência renal ou hepática  

(HABERLAND et al., 2013). Há décadas não são produzidos novos 
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fármacos que apresentem maior e f icácia e menores efeitos colaterais, 

embora vários estudos estejam sendo realizados com este intuito (APT, 

2010; BUCKNER; NAVABI, 2010).  

Durante milhões de anos, T. cruzi  infectava exclusivamente 

animais selvagens e a doença de Chagas era considerada uma  

enzoose, passando a ser zoonose anos depois ao infectar animais 

domésticos e humanos. O grande reservatório do parasita nos animais 

selvagens das Américas, composto por mais de 100 espécies de 

mamíferos principalmente silvestres, indica sua improvável err adicação 

(COURA; VIÑAS, 2010; ESCH; PETERSEN, 2013). Assim, as metas 

para o controle da doença baseiam-se na eliminação da trasmissão e 

no tratamento adequado da população infectada (WHO, 2015). Além 

disso, até o momento não existe vacina  para a doença de Chagas e o 

método mais ef icaz de prevenção ainda é o controle vetorial, embora a 

triagem dos bancos de sangue tenha reduzido substancialmente a 

transmissão de T. cruzi  por transfusão sanguínea e transplante de 

órgãos (ESCH; PETERSEN, 2013; WHO, 2015) . No Brasil, a 

transmissão de T. cruzi  pelo Triatoma infestans, um dos principais 

vetores, e por transfusão sanguínea estão sob controle, mas os 

estados do Rio Grande do Sul e da Bahia possuem focos residuais 

deste vetor. Portanto, ainda existe o r isco de re -introdução deste 

triatomíneo no país (COURA, 2013).  

Considerando a migração mundial,  o turismo internacional, a 

grande variedade de reservatórios e de vetores competentes, e a 

natureza muitas vezes assintomática da infecção, a doença de Chagas 
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continuará sendo um desafio na saúde pública mundial por tempo 

indeterminado.  

 

1.1.1. Fase aguda 

A fase aguda da doença de Chagas compreende os primeiros 

meses de infecção e é caracterizada pelo alto número de parasitas 

circulantes no sangue. Embora ocorra alta parasitem ia com duração de 

40 a 60 dias, a sintomatologia pode estar ausente ou suave e 

inespecíf ica, sendo frequentemente confundida com outras infecções. 

Assim, normalmente a doença de Chagas não é reconhecida neste 

estágio da doença (BASTOS et al ., 2010). Menos de 50% das pessoas 

picadas pelo vetor, podem apresentar sintomas inicia is característ icos,  

tais como, lesão de pele,  inchaço arroxeado de pálpebra unilocular,  

febre, dor de cabeça, aumento dos gânglios l infáticos, palidez, dor 

muscular, dif iculdade em respirar, inchaço e dor abdominal ou toráxica 

(WHO, 2015). Hepatoesplenomegalia, miocardite e meningoencefalite 

são vistas ocasionalmente, em um pequeno número de pacientes, 

especialmente em crianças (HABERLAND et al., 2013).  

Esta fase apresenta baixa taxa de  mortalidade de 2 – 6%, 

observada principalmente em crianças e indivíduos imunossuprimidos 

que adquirem a infecção por transfusão sanguínea ou transplante de 

órgãos. As principais causas de óbito estão relacionadas à miocardite 

acompanhada de insuficiência  cardíaca refratária e meningoencefalite 

(TEIXEIRA et al ., 2006; HABERLAND et al., 2013).  
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1.1.2. Fase crônica 

Posteriromente a fase aguda, inicia -se a fase crônica da doença, 

caracterizada por parasitemia ausente ou baixa, uma vez que  os 

parasitas possuem tropismo tecidual e concentram-se principalmente 

no músculos, cardíaco e esquelético, e nas células neuronais 

(HABERLAND et al., 2013). Porém, o paciente apresenta sorologia 

positiva em diferentes exames laboratoriais de rotina. Além disso, essa 

fase possui as seguintes formas clínicas: indeterminada/ assintomática 

e sintomática (cardíaca ou digestiva) (HABERLAND et al. , 2013).  

Entende-se por forma indeterminada, a presença de infecção 

chagásica na ausência de manifestações clínicas, eletrocardiográf icas 

ou radiológicas de acometimento cardíaco ou digestivo (SATHLER -

AVELAR et al ., 2009). Esta é a fase mais comum da doença de Chagas 

acometendo 70% dos cronicamente infectados e é de grande interesse 

médico-epidemiológico, uma vez que os pacientes apesar de serem 

assintomáticos podem evoluir para a forma sintomática além de 

permanecerem como importantes reservatórios do parasita 

(HABERLAND et al ., 2013).  

Cerca de 30% dos pacientes cronicamente infectados tornam -se 

sintomáticos após 10 a 30 anos de infecção la tente, apresentando 

formas clínicas progressivas e sem tratamento (CLAY et al., 2014). 

Destes, 90% desenvolvem distúrbios cardíacos associados a arritmias 

e falhas cardíacas. Estudos recentes têm identif icado genes 

relacionados à susceptibil idade em desenvolver o pior quadro clínico 

da doença, a cardiomiopatia chagásica crônica (CCC) em humanos 
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(CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014).  Já o restante dos pacientes 

cronicamente infectados, manifesta a doença gastrointest inal,  

principalmente megacólon e megaesôfago, e/ou alterações no sistema 

nervoso. Alguns pacientes podem apresentar mais de uma complicação 

(COURA; VIÑAS, 2010; HABERLAND et al., 2013).  

A prevalência das formas clínicas crônicas bem como a 

morbidade da doença de Chagas estão  correlacionadas à área 

geográfica. A doença é mais severa em Minas Gerais e no  Piauí, e 

moderada na Paraíba, Mato Grosso do Sul e região Amazônica 

(COURA, VIÑAS, 2010). Estas diferenças podem estar relacionadas 

tanto aos aspectos genéticos e imunológicos da população humana 

local,  quanto ao inóculo e polimorf ismos genéticos de T. cruzi (COURA 

et al., 2002; ZINGALES et al. , 2009).  

 

1.2.  Ciclo biológico e Trypanosoma cruzi   

Trypanosoma cruzi  é um protozoário f lagelado, agente etiológico 

da doença de Chagas, pertencente à Ordem Kinetop lastida e Família 

Trypanosomatidae, que caracteriza -se morfologicamente por apresentar 

três estágios evolutivos distintos: epimastigota, tr ipomastigota e 

amastigota (BRENER, 1973; DE SOUZA, 1984).  

 O ciclo biológico de T. cruzi  é heteroxênico, envolvendo 

hospedeiro vertebrado (mamíferos de várias espécies, inclusive o 

homem) e invertebrado (vetor) (Figura 01). Os vetores são insetos 

hemípteros da Família Reduviidae ,  cujos gêneros de maior importância 

são Triatoma , Rhodnius e Panstrongylus , embora outros 12 gêneros 
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têm transmit ido a doença entre os animais por quase 10 milhões de 

anos (COURA; VIÑAS, 2010) . O ciclo se inicia quando o vetor ingere 

formas tripomastigotas sanguíneos de um hospedeiro vertebrado 

infectado com T. cruzi durante o repasto sanguíneo. Estes parasitas 

passam então para o intestino médio do vetor onde se multipl icam 

como epimastigotas e posteriormente migram para o intestino posterior, 

onde se diferenciam em tripomastigotas metacícl icos altamente 

infectantes que saem pelas fezes. Ao reali zarem um novo repasto 

sanguíneo em um hospedeiro vertebrado, esses vetores defecam e 

depositam suas fezes contendo parasitas sobre a pele ou mucosas do 

hospedeiro. A penetração do parasita no hospedeiro vertebrado pode 

ocorrer diretamente através das mucosas ou por meio de uma lesão 

tecidual proveniente do ato de coçar o local da picada. A partir daí, os 

tripomastigotas metacícl icos invadem diferentes tipos celulares, onde 

se diferenciam em amastigotas capazes de se multiplicar após 20 a 30 

horas. Amastigotas replicam durante 5 a 6 dias até consumirem alta 

porcentagem do compartimento citoplasmático da célula hospedeira 

antes da diferenciação em tripomastigotas, resultando em ruptura da 

membrana plasmática e disseminação para o espaço intercelular e 

circulação sanguínea. Esses tr ipomastigotas, chamados tripomastigotas 

sanguíneos, são capazes de invadir macrófagos e outras células de 

diferentes tecidos e órgãos do hospedeiro, disseminando assim a 

infecção intracorporal ou podem ser ingeridos por outro vetor du rante 

novo repasto sanguíneo, iniciando um novo ciclo (VIANNA, 1911).  
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Figura 1. Ciclo biológico de T. cruzi .  Um vetor tr ia tomíneo infectado real iza  

repasto sanguíneo em um hospedeiro mamífero, l iberando tr ipomast igotas  

metacíc l icos infectantes nas fezes, próx imo ao local da p icada ou às mucosas.  

Estes paras itas penetram no hospedeiro mamífero, invadem diferentes células  onde 

se diferenc iam em amastigotas e inic iam a repl icação.  Poster iormente, os  

amastigotas intracelu lares escapam do citoplasma da célul a hospedeira,  

d iferenc iam-se em tr ipomast igotas sanguíneos e são l iberados na corrente 

sanguínea. Insetos tr iatomíneos se infectam através da ingestão de tr ipomastigotas 

sanguíneos c irculantes de mamíferos infectados, que se transformam em 

epimast igotas dentro do intest ino médio do vetor  e f inal izam a d iferenc iação em 

tr ipomast igotas metacíc l icos no intest ino poster ior .  Adaptado de (ESCH; 

PETERSEN, 2013).   
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 Recentemente, um ciclo alternativo foi sugerido envolvendo 

formas amastigotas provenientes ou da dife renciação extracelular de 

tripomastigotas sanguíneos, designadas amastigotas extracelulares 

(LEY et al.,  1988; MORTARA, 1991) ou da lise precoce das células 

infectadas, denominadas amastigotas intracelulares (UMEZAWA et al ., 

1985), no hospedeiro vertebrado. Estas amastigotas são capazes de 

invadir células fagocíticas e não fagocíticas neste hospedeiro e dar 

continuidade ao ciclo biológico (UMEZAWA et al., 1985; LEY et al ., 

1988).  

 Diferenças na distribuição geográfica dos hospedeiros 

vertebrados e dos vetores associada às preferências alimentares do 

vetor, definem três diferentes ciclos de transmissão do T. cruzi : o ciclo 

silvestre, o peridoméstico e o doméstico (COURA, 2013). No ciclo 

silvestre, há um balanço ecológico entre o parasita, seus vetores e 

hospedeiros vertebrados, já nos ciclos peridoméstico e doméstico o 

contato entre homem e vetor, provém do desequilíbrio ecológico gerado 

pelas alterações ecológicas e sociais provocadas pelo homem no 

ambiente (DIAS, 1987). Assim, com o desmatamento e a introduç ão de 

animais domésticos no ambiente silvestre, bem como a invasão dos 

vetores e hospedeiros si lvestres no ambiente doméstico/ peridoméstico, 

milhões de pessoas têm sido infectadas (COURA, 2013; ESCH; 

PETERSEN, 2013).  

 Recentemente, Zingales e colaboradores (2009) dividiram as 

cepas de T. cruzi em seis discrete typing units  (DTUs), T. cruzi  I a VI, 

conforme seu conteúdo genético. A distribuição geográfica indica que 
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T. cruzi  II e VI são os principais agentes causadores da doença de 

Chagas no sudeste da América do Sul (FERNANDES et al., 1999; 

ZINGALES et al ., 2009). Já T. cruzi  I foi descrito como principal agente 

causador da doença em humanos na Colômbia, Venezuela e América 

Central (AÑEZ et al., 2004; BLACK et al., 2007; ESPINOZA et al., 2009; 

MEJÍA-JARAMILLO et al., 2009).  

 

1.3. Resposta imunológica contra T. cruzi   

A resposta imune contra T. cruzi é uma complexa rede de 

interação constituída pela imunidade inata e adaptativa, onde a 

supressão de qualquer aspecto pertencente a cada uma pode resultar 

na sobrevivência do parasita e consequente doença crônica (ESCH; 

PETERSON, 2013). A infecção por T. cruzi  induz uma forte resposta 

imune tanto humoral quanto celular necessárias ao controle da 

infecção, assim, o resultado da interação hospedeiro-parasita nas fases 

iniciais da infecção é de extrema importância (BASSO, 2013). Porém, a 

correlação entre a imunidade protetora e o controle parasitário não é 

dependente apenas das respostas imunes do hospedeiro, mas também 

da cepa e do inóculo de T. cruzi  (ESCH; PETERSON, 2013).  

Após a entrada no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas 

metacícl icos de T. cruzi  rapidamente infectam macrófagos locais, 

f ibroblastos, células musculares e adipócitos (ESCH; PETERSON, 

2013). Além disso, o parasita induz uma intensa resposta i nf lamatória 

que possui um papel crucial na patogênese da doença com 
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recrutamento de células NK (natural ki l le r), macrófagos, células 

dendríticas, l infócitos T e B (BASSO, 2013).  

Um evento crít ico durante o período inicial da doença é a 

resposta imune inata mediada pelas células apresentadoras de 

antígenos (APCs), tais como, os macrófagos e as células dendrít icas. O 

reconhecimento de T. cruzi  por estes tipos celulares ocorre através dos 

numerosos receptores Toll-l ike (TLRs), tais como, TLR2 e TLR9, 

presentes nestas células que reconhecem glicoconjugados de 

membrana do parasita e/ou DNA e assim tornam-se at ivadas (OUAISSI 

et al., 2002; BAFICA et al.,  2006). Após ativação, estas células 

secretam citocinas pró-inf lamatórias e quimiocinas, expressam 

receptores co-estimulatórios, e aumentam a endocitose e morte 

intracelular do parasita através da l iberação de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e de nitrogênio (BASSO, 2013; CUNHA -NETO; 

CHEVILLARD, 2014).  

Inicialmente, macrófagos ativados produzem IL -12, que atua nas 

células NK induzindo a produção de IFN-y, que por sua vez aumenta a 

produção de IL-12, TNF-α e NO (óxido nítr ico) nos macrófagos, 

contribuindo assim para a el iminação de T. cruzi  (CAMARGO et al .,  

1997). No mesmo momento, ambas as células sintet izam ci tocinas 

reguladoras, tais como, IL-10 e IL-4, a f im de reduzir os efeitos nocivos 

da resposta imune exacerbada (SATHLER-AVELAR et al., 2009). 

Assim, os macrófagos além de terem um papel indispensável na 

resposta imune primária, el iminando o parasita, part i cipam do processo 
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de homeostase tecidual,  controlando a intensidade da resposta 

inf lamatória.  

Macrófagos e células dendrít icas que endocitaram o parasita 

subsequentemente induzem uma forte resposta humoral e celular 

contra T. cruzi  (CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014). Assim, à medida 

que a infecção progride, a resposta imune adaptativa também é 

necessária à eliminação e controle parasitários (BASSO, 2013; ESCH; 

PETERSON, 2013).  

Após 15 dias de infecção, inicia -se a imunidade humoral com a 

ativação policlonal de l infócitos B e a hipergamaglobulinemia, 

principalmente de IgM (ANTAS et al., 1999). Modelos experimentais 

infectados por T. cruzi com deficiência de células B e de anticorpos, 

apresentam alta parasitemia e baixa taxa de sobrevivência (KUMAR; 

TARLETON, 1998). Porém, estudos recentes têm demonstrado que a 

maioria dos linfócitos B ativados não sintet izam anticorpos específ icos 

durante os primeiros dias de infecção pelo T. cruzi , mas que este 

fenômeno ocorre no f inal da fase aguda (BERMEJO et al ., 2010).  

 Diferentes isot ipos de imunoglobulinas, principalmente da classe 

IgG, estão envolvidos na eliminação local e sistêmica do parasita 

através de mecanismos como f ixação do complemento, aglut inação e 

citotoxicidade. Assim, o papel protetor dos anticorpos na elimin ação de 

T. cruzi  está associado à capacidade de reconhecerem antígenos do 

parasita, formarem agregados que f ixam o complemento, aumentarem a 

opsonização e os mecanismos citotóxicos (TAKEHARA; MOTA, 1991).  
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APCs, tais como, macrófagos, células dendríticas e linfócitos B 

têm um papel essencial na geração de linfócitos T efetores, que 

produzem diferentes citocinas envolvidas na polari zação das respostas 

imunes Th1 ou Th2 (CARDILLO et al., 2007). Linfócitos T CD4+ e T 

CD8+ efetores são capazes de migrar dos l inf onodos aos tecidos e 

exercem uma forte resposta imune associada ao controle de T. cruzi .  

Estes tipos celulares secretam IFN-y, que por sua vez at iva os 

macrófagos a f im de exercerem atividade microbicida através da 

produção de NO (BASSO, 2013). Durante a infecção, grandes 

quantidades de células T CD8+ são geradas, circulam nos lugares de 

persistência parasitária a f im de encontrar o antígeno, onde exercem 

funções efetoras e tornam-se células de memória (TZELEPIS et al . ,  

2007). A redução parasitária bem como a alta inf lamação estão 

diretamente associadas à presença destas células (FONSECA et al .,  

2007; TZELEPIS et al., 2007) 

Células Th1 são responsáveis pela produção de citocinas pró -

inf lamatórias, enquanto células Th2 possuem função anti - inf lamatória e 

são envolvidas na resposta mediada por anticorpos (BASSO, 2013). A 

produção adequada de citocinas pró -inf lamatórias, ta is como, IFN-y, 

TNF-α, IL-12 e IL-18, é essencial ao controle da infecção promovida 

por T. cruzi . IL-12 e IL-18 produzidas por células dendrít icas e 

macrófagos promovem o desenvolvimento de células Th1 que produzem 

IFN-y, enquanto IL-4 induz a expansão de células Th2 e de alta 

quantidade de IL-10. IL-10 e TGF-β, por sua vez, parecem inibir a 

síntese de NO dependente de IFN-y e assim estão associadas ao 
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aumento na susceptibi l idade a infecção por T. cruzi  (SILVA et al., 1991; 

GAZZINELLI et al .,  1992; HOLSCHER et al., 2000). Já a citocina IL-17 

e as células T regulatórias (Treg) controlam a resposta imune 

exacerbada na doença de Chagas, já que regulam a diferenciação de 

células de perf i l Th1, o recrutamento de células inf lamatórias e a 

miocardite induzida pelo parasita no tecido cardíaco (MARIANO et al ., 

2008; GUEDES et al., 2010).  

Em altas concentrações, o NO produzido pelos macrófagos inibe 

a síntese de IL-12 e a apoptose, contribuindo na regulação do balanço 

Th1/Th2 uma vez que as células Th1 são mais suscep tíveis a este 

processo do que as células Th2 (XIAO et al., 2008). Além disso, esta 

regulação favorece a proliferação de células Treg durante a infecção 

experimental aguda por T. cruzi e inibe a expressão de moléculas 

envolvidas na adesão e migração celular  (BASSO, 2013). NO exerce 

sua função citotóxica no T. cruzi  afetando fatores de crescimento e 

destruindo amastigotas intracelulares. Porém em excesso, NO 

apresenta efeitos nocivos nos tecidos do hospedeiro (SILVA et al ., 

2003).  

Assim, durante a fase aguda da infecção por T. cruzi , a indução 

da resposta inf lamatória de perf i l Th1 tem um papel crucial no controle 

do parasita (CUNHA-NETO et al., 1998). Porém, se a ativação clássica 

dos macrófagos dependente de IFN-y e de TNF-α não for regulada, 

pode causar severos danos teciduais no hospedeiro, tornando a 

produção de IL-4, IL-10 e TGF-β fundamental, uma vez que estas 

citocinas modulam a ação do NO, das EROs e das citocinas pró -
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inf lamatórias (BASSO, 2013). Portanto, com o intuito de controlar a 

infecção por T. cruzi , um balanço entre a resposta imune Th1 e Th2 é 

necessário (BASSO et al., 2004).  

De fato, muitos estudos a respeito das citocinas induzidas pela 

infecção causada por T. cruzi  apontam o conceito de que a proteção e 

a patologia chagásicas comparti lham os mesmos mecanismos efetores 

imunológicos subjacentes baseados na predominância da resposta Th1 

(CUNHA-NETO et al., 1998). Neste contexto, qualquer rompimento no 

balanço entre respostas pró- e anti- inf lamatórias pode ser deletério ao 

hospedeiro (ESPER et al. , 2014).  

As característ icas da fase aguda são um resultado do controle 

parasitário realizado pelas respostas imune humoral e celular e pela 

interação de suas citocinas. Entretanto, a defesa do hospedeiro contra 

T. cruzi  pode diminuir ao longo do tempo ou  ser suprimida por 

elementos provenientes do próprio parasita. Esta imunossupressão 

inespecíf ica que ocorre durante os primeiros estágios de infecção e a 

capacidade do parasita em se adaptar e evadir desta resposta permite 

que o mesmo invada células e dissemine-se, causando a incompleta 

erradicação parasitária e resultando na fase crônica da doença 

(MARTIN; TARLETON, 2004; BASSO, 2013).  

Provavelmente, em resposta a persistência parasitária, citocinas 

pró-inf lamatórias de perf i l Th1, tais como, IFN-y e TNF-α, são 

produzidas ao longo da fase crônica da doença de Chagas (ABEL et al .,  

2001; CUNHA-NETO; CHEVILLARD, 2014). No entanto, na fase 

indeterminada da doença, os pacientes apresentam mínima inf lamação 
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no miocárdio com altos níveis de citocina regulatória IL -10 além de 

baixos níveis de IFN-y e TNF-α (HIGUCHI et al., 1987; SOUZA et al .,  

2004; SOUSA et al., 2014). Já na fase crônica caracterizada pela 

patologia cardíaca, intensa resposta inf lamatória é observada e 

relacionada à altos níveis das citocinas de per f i l Th1; IFN-y, TNF-α, IL-

6 e IL-1β (REIS et al.,  1993; ABEL et al.,  2001; SOUZA et al., 2014). 

Tal resposta é atribuída à ação direta do parasita e/ou à reações 

autoimunes induzidas por T. cruzi  no tecido (CUNHA-NETO et al . ,  

1998; BASSO, 2013). Diferentes  estudos indicam que a exposição ao 

antígeno isolado do parasita é suficiente para induzir autoimunidade e 

dano cardíaco, ainda que fatores imunes adicionais, incluindo a 

resposta imune dominante Th1/Th17, sejam necessários para induzir  

inf lamação cardíaca (BASSO, 2013).  

O inf i ltrado inf lamatório observado no coração de pacientes que 

desenvolvem CCC é rico em células T CD4+ e T CD8+ com predomínio 

do subtipo CD8+ (HIGUCHI et al ., 1993). Além disso, esses pacientes 

apresentam uma forte resposta imune Th1 associada a diminuição de 

células Treg  e Th17 em relação aos pacientes crônicos com a forma 

clínica indeterminada da doença (NOGUEIRA et al . ,  2012; CUNHA-

NETO; CHEVILLARD, 2014). Assim, a habilidade em controlar a 

resposta inf lamatória exacerbada de perf i l  Th1 pelas células Treg e 

Th17 é “perdida” nos pacientes cardíacos, sendo a principal causa da 

intensa miocardite observada no quadro clínico mais grave da doença 

de Chagas crônica (DUTRA; GOLLOB, 2008).  
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A matriz de colágeno intersticial no miocárdio rodeia e suporta os 

cardiomiócitos e a microcirculação coronária, sendo sua integridade 

crít ica ao funcionamento adequado do coração. Alterações na matriz de 

colágeno podem prejudicar as propriedades mecânicas do miocárdio e 

a função ventricular (MILTING et al ., 2008). Na doença de Chagas, 

como consequência do processo inf lamatório encontrado no miocárdio  

durante a infecção, a f ibrose é evidente e contribui ao remodelamento 

cardíaco (SOARES et al.,  2010). Como resultado, as características 

histopatológicas do coração chagásico incluem sinas típicos de 

miocardite crônica difusa que são detectados pelos aglomerados de 

células T, citocinas de perf i l Th1, números variados de células B e de 

macrófagos, hipertrof ia dos cardiomiócitos, f ibrose interst icial difusa e 

morfologia alterada dos miócitos (HABERLAND et al .,  2013; CUNHA-

NETO; CHEVILLARD, 2014). Dados sugerem que a miocardite 

frequentemente observada no coração de portadores da CCC tem o 

principal papel patogênico na progressão da doença (CUNHA -NETO; 

CHEVILLARD, 2014).  

Em resumo, danos ao sistema nervoso, toxicidade celular devido 

ao T. cruzi e/ou a seus produtos, alterações microvasculares induzidas 

pelo parasita, ativação de células B policlonais, ativação de resposta 

associada a células T induzida por antígenos do T. cruzi e 

autoimunidade, conduzem a patogênese da doença de Chagas crônica 

sintomática.  
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1.3.1. IL-3, IL-7 e IL-9 na resposta imunológica contra T. cruzi 

Apesar de diversos estudos elucidarem os diferentes papéis de 

variadas citocinas tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa 

durante a infecção com T. cruzi , pouco se sabe a respeito das citocinas 

IL-3, IL-7 e IL-9 neste contexto.  

Ho e colaboradores (1992) observaram inibição na replicação de 

T. cruzi ao tratarem macrófagos humanos e murinos infectados com IL-

3  in  vitro. O mecanismo pelo qual IL -3 induziu esta atividade 

microbicida parece estar associado, pelo menos parcialmente, ao 

aumento na capacidade oxidativa destas células. Além disso, esta 

atividade foi similar à apresentada pela citocina IFN-y, sabidamente 

conhecida por controlar a carga parasitária de T. cruzi tanto in vitro  

quanto in vivo (SILVA et al., 1992; CARDILLO et al . , 1996; CAMARGO 

et al., 1997; ALIBERTI et al., 2001).  

Considerando a citocina IL-7, apenas três estudos 

correlacionaram sua presença e/ou de seu receptor com a infecção por 

T. cruzi durante a fase crônica da doença. Fonseca e colaboradores 

(2007) sugeriram que o acúmulo de células T CD8+ no tecido cardíaco 

de pacientes com CCC pode ocorrer devido à produção de IL -7 e de IL-

15 in situ  bem como à expressão de seus receptores. Adicionalmente, 

durante a infecção crônica em camundongos, células T CD8+ de 

memória específ icas à T. cruzi  apresentaram alta expressão de CD127 

(IL-7Rα) e de CD122 (IL-15Rβ), sendo auto-renováveis em resposta à 

IL-7 e à IL-15. Além disso, tais células mostraram -se funcionalmente 

responsivas uma vez que produziram IFN-y quando re-estimuladas e 
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expandiram-se após desafio, indicando a existência de células T CD8+ 

de memória responsivas mediante estímulo das citocinas IL-7 e IL-15 

na infecção crônica (BIXBY; TARLETON, 2008). Por outro lado, 

Albareda e colaboradores (2015) ao analisarem pacientes cronicamente 

infectados em diferentes estágios clínicos da doença de Chagas, 

observaram aumento no nível sér ico de IL-7 e menor capacidade de 

resposta a esta citocina, associada ao aumento na severidade da 

doença, indicando um possível mecanismo de exaustão de células T 

durante a fase crônica da doença mediada pelo receptor de IL -7.  

 Já em relação a citocina IL-9, nenhum estudo realizado até o 

momento avaliou sua atividade durante a doença de Chagas. A 

produção desta citocina foi inicialmente associada ao fenótipo Th2 e 

tem sido frequentemente relacionada às doenças atópicas, autoimunes, 

inf lamatórias intestinais e infecções por helmintos. Porém estudos 

recentes têm demonstrado sua inf luência na resposta imune mediada 

pelas células Th1, Th17 e Treg (NOELLE; NOWAK, 2010; GOSWAMI; 

KAPLAN, 2011; SCHMITT et al., 2014; KAPLAN et al .,  2015). Conforme 

descrito no subtópico anterior, o predomínio da resposta Th1 em 

detrimento da resposta mediada pelas células Th17 e Treg, está 

diretamente associado ao pior quadro clínico da doença de Chagas 

crônica (REIS et al ., 1993; ABEL et al ., 2001; DUTRA; GOLLOB, 2008; 

SOUSA et al., 2014). Além disso, um balanço entre as respostas Th1 e 

Th2 é necessário ao controle de T. cruzi  com menor dano tecidual 

durante a fase aguda da doença (CUNHA-NETO et al . , 1998; BASSO et 

al., 2004; BASSO, 2013). Assim, sugere-se que a citocina IL-9 possa 
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ter um papel fundamental tanto na imunidade protetora quanto na 

imunopatológica da doença de Chagas.  

Estudos envolvendo a atividade de IL -3, IL-7 e IL-9 durante a 

doença de Chagas são fundamentais na compreensão sobre o processo 

de controle parasitário e da ação protetora e/ou prejudicial dessas 

citocinas no hospedeiro. Além disso, o entendimento dos mecanismos 

imunológicos mediados por estas citocinas que estão envolvidos no 

desenvolvimento da doença pode contribuir para o estabelecimento de 

novas intervenções terapêuticas a f im de prevenir a doença de Chagas 

e tratar suas formas sintomáticas.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral  

 Avaliar o efeito do tratamento de camundongos C57BL/6 com as 

citocinas murinas recombinantes IL-3, IL-7 ou IL-9 durante a fase 

aguda da infecção experimental por Trypanosoma cruzi .  

 

2.2. Objetivos específicos 

 Verif icar a posit ividade média da parasitemia dos animais infectados 

após 10 dias de infecção;  

 Analisar a sobrevivência, a morbidade e a variação de peso corporal 

dos animais infectados e tratados bem como de seus respectivos 

grupos controle durante 30 dias;  

 Analisar o processo inf lamatório no baço, f ígado e coração dos 

animais infectados e tratados após 30 dias de infecção;  

 Avaliar a f ibrose cardíaca induzida por T. cruzi  nos animais 

infectados e tratados após 30 dias de infecção;  

 Quantif icar a presença de mastócitos no tecido cardíaco dos 

animais infectados e tratados bem como de seus respectivos grupos 

controle após 30 dias de infecção;  

 Avaliar o perf i l de citocinas séricas pró- e anti-inf lamatórias dos 

animais infectados e tratados após 10, 20 e 30 dias de infecção.  

 

 

 



37 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1. Animais 

Camundongos C57BL/6 fêmeas de 8 – 12 semanas de idade 

foram mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentação Animal 

(CBEA) na Universidade Federal de Uberlândia (UFU) sob  condições 

padrão de luminosidade (12 horas de luz; 12 horas na ausência de luz), 

temperatura controlada (25 ± 2°C) com comida e água ad l ibitum .  

Todos os experimentos e procedimentos com animais  foram 

previamente aprovados pelo Comitê de Ética na Util ização de Animais 

(CEUA) da UFU, sob o número de licença 042/13 (ANEXO 1). 

 

3.2. Trypanosoma cruzi  

 Formas tr ipomastigotas derivadas de cultura de tecido (TCT) da 

cepa Y de T. cruzi  foram cult ivadas e isoladas a part ir da infecção in 

vitro  de células Vero conforme previamente descrito (BRAGA et al . ,  

1993). Em suma, essas células foram cultivadas em meio Dulbecco's 

Modif ied Eagle's Medium (DMEM) (Sigma Chemical Co.,  St. Louis, MO, 

EUA) contendo L-glutamina and D-glicose (4500 mg/L), bicarbonato de 

sódio (2000 mg/L), e suplementado com tampão HEPES (2380 mg/L), 

piruvato de sódio, soro fetal bovino (2,5%), penici l ina (60 mg/L), 

gentamicina (40 mg/L) e estreptomicina (10 mg/L). As garrafas de 

cultura foram mantidas em estufa contendo 5% de CO 2  a 37°C.  
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3.3. Delineamento experimental  

Camundongos fêmeas C57BL/6 foram infectados 

intraperitonealmente com 4.0X105 TCT de T. cruzi  cepa Y. Os animais 

foram divididos nos seguintes grupos experimentais (n = 6): não 

infectado e não tratado (grupo controle do experimento), infectado e 

não tratado (grupo controle dos tratamentos), não infectado e tratado 

com IL-3, não infectado e tratado com IL -7, não infectado e tratado com 

IL-9, infectado e tratado com IL-3, infectado e tratado com IL-7 e 

infectado e tratado com IL-9. Diariamente parâmetros clínicos dos 

animais, tais como, mortal idade, morbidade e variação no peso corporal  

foram observados. Os escores de morbidade foram calculados 

considerando as seguintes característi cas: pêlo macio e brilhante, 

animal ativo (escore 0); pêlo arrepiado, animal curvado e/ou relutante 

em se movimentar  (escore 1); pêlo duro e muito arrepiado,  animal 

estático (escore 2) (BARTLEY et al .,  2006). Após 10 dias de infecção 

realizou-se a parasitemia dos animais infectados, coletando 5 µL de 

sangue da veia caudal para a quantif icação de parasitas circulantes no 

sangue e confirmação da infecção (CORRAL; PETRAY, 2001).  

As citocinas recombinantes murinas IL -3 (BD PharmingenTM, San 

Jose, CA, Canada), IL-7 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) ou IL -9 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foram util izadas no tratamento em uma 

concentração de 2,5 ng/g de peso corporal do animal, diluídas em 

tampão fosfato (PBS). Os camundongos foram tratados 

intraperitonealmente a cada 72 horas durante 15 dias após a 

positividade média da parasitemia. Como grupo controle negativo do 
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tratamento, animais foram tratados somente com o veículo (PBS). No 

30° dia pós-infecção (d.p.i .), que compreende a fase aguda da 

infecção, os animais foram anestesiados com Ketamina (Syntec Brasil  

Ltda, Cotia, SP, Brasil) e Xilazina (Schering -Plough Coopers, Cotia, 

SP, Brasil) pela via intraperitoneal e eutanaziados por deslocamento 

cervical.  Amostras de tecido foram coletadas para análises 

histopatológicas (inf i ltrado inf lamatório e f ibrose) e quantif icação de 

mastócitos. Já amostras de sangue foram coletadas para a dosagem 

sérica de citocinas por CBA (cytometric bead assay) .  Em resumo, a 

Figura 2A esquematiza o delineamento experimental uti l izado nest e 

estudo.  

 

3.4. Análises histopatológicas  

 Amostras de tecidos do coração, f ígado e baço foram f ixadas em 

formalina tamponada 10%, desidratadas em concentrações crescentes 

de etanol, diafanizadas em xi lol e incluídas em parafina (TOLOSA et 

al., 2003). Cortes teciduais com 4 μm de espessura (40 µm de distância 

entre as secções) de cada órgão foram obtidos em micrótomo, 

montados em lâminas de vidro e corados para observação em 

microscópio de luz.  

 

3.4.1. Quantificação do infiltrado inflamatório  

 As secções coradas com Hematoxil ina e Eosina (H&E) foram 

analisadas quanto à intensidade do inf i ltrado inf lamatório tecidual 

conforme descrito previamente (LIMA; MINOPRIO, 1996). Em suma, o 
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escore inf lamatório foi atribuído de acordo com a extensão da 

inf lamação e é representado como unidades arbitrárias, sendo: 4, 

frequente e muito intenso; 3, frequente e intenso; 2, ocasional e 

atenuado; 1,  raro e fraco e 0, ausente. Todas as análises foram feitas 

com a objetiva de 40x de aumento, em ensaio duplo cego de três 

secções histológicas por animal.  

 

3.4.2. Quantificação da fibrose cardíaca  

Com o intuito de avaliar a f ibrose cardíaca induzida por T. cruzi  

mediante os tratamentos aplicados, cortes foram submetidos à 

coloração por Picrossirus Red, uma vez que esta coloração  permite 

identif icar as f ibras de colágeno em magenta, conforme previamente 

descrito (FREITAS-FILHO et al., 2006). Para a análise computacional,  

imagens digitais foram obtidas a partir de 40 áreas aleatórias de cada 

corte por meio do microscópio de luz binocular com câmera acoplada 

Leica DM500 (Leica Microsystems Inc., Wetzlar, HE, Alemanha) no 

aumento de 40x. Posteriormente, a análise da quantidade de f ibras 

colágenas foi realizada por meio do software Image J (HADI et al .,  

2011).  

 

3.5. Quantificação de mastócitos cardíacos 

Cortes histológicos do coração foram corados com Azul de 

Toluidina para contagem de mastócitos tanto desgranulados quanto 

granulados por microscopia de luz, uti l izando objetiva de 40x de 

aumento (HAMMAN et al., 1994). O software Image J foi uti l izado para 



41 

 

mensuração da área do corte histológico a partir de imagens 

capturadas no microscópio de luz binocular com câmera acoplada Leica 

DM500 (Leica Microsystems Inc.,  Wetzlar, HE, Alemanha). Assim, os 

dados foram normalizados, considerando a á rea total analisada de cada 

corte. As análises foram feitas em duas secções histológicas por 

animal, uti l izando seis animais por grupo experimental.  

 

3.6. Dosagem sérica de citocinas  

A quantif icação das citocinas IL -2, IL-4, IL-5, IFN-y e TNF-α no 

soro de camundongos durante a infecção antes e durante os 

tratamentos (10, 20 e 30 d.p.i.), foi feita por CBA ( cytometric bead 

assay) seguindo as recomendações do fabricante (BD Biosciences, San 

Diego, CA, EUA). Brevemente, os soros dos animais foram misturados 

v/v com esferas conjugadas com os anticorpos de captura e com 

anticorpos de detecção marcados com f luoróforos. Após incubação de 2 

horas, as amostras foram lavadas e mensuradas no citômetro 

FACSCanto-II  (BD Biosciences, San Diego, CA,  EUA) e analisadas pelo 

software FACSDiva (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) por 

interpolação dos dados na curva padrão.  

 

3.7. Análise estatística  

Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism 

6.0 (GraphPad Software Inc., SanDiego, CA, EUA ). Os grupos foram 

avaliados pelo teste de normalidade de Kolmogorov -Smirnov (KS) e 

analisados pelo teste two-way  ANOVA seguido do pós-teste de 
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comparação múltipla de Bonferroni ou pelo teste de Kruskal -Wallis 

seguido do pós-teste de comparação múltipla de Dunnet, quando 

apropriados. A curva de sobrevivência foi analisada pelos testes de 

Quiquadrado e Long-rank. Os dados foram expressos como média ± 

desvio padrão dos grupos experimentais para todos os parâmetros 

avaliados, exceto os resultados do inf i ltrado inf lamatório que foram 

expressos em mediana. Valores de p<0,05 foram considerados 

estatist icamente signif icantes.   

 

3.8. Normas de biossegurança 

Todos os procedimentos, incluindo a coleta do material biológico, 

util ização dos reagentes e dos equipamentos,  bem como manuseio e 

conduta com os animais experimentais foram realizados de acordo com 

as normas de biossegurança descritas em Mineo e colaboradores 

(2005).  

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Todos os tratamentos diminuíram o ganho de peso dos animais 

não infectados com T. cruzi , porém não houve alteração na 

morbidade 

O efeito dos tratamentos com IL-3, IL-7 ou IL-9 nos camundongos 

C57BL/6 infectados ou não com T. cruzi,  foi avaliado diariamente 

através de parâmetros clínicos, tais como, alteração de peso corporal 

(Figura 2B e 2C) e escore de morbidade (Figura 2D). Observou-se que 



43 

 

os animais não infectados e tratados apresentaram menor ganho 

porcentual de peso corporal quando comparados aos animais não 

infectados e não tratados, principalmente os animais tratados com IL -9 

(Figura 2B). Por outro lado, os animais infectados e tratados com IL -9 

apresentaram um maior aumento porcentual  de peso corporal em 

relação aos animais infectados e tratados com IL -7 (Figura 2C) nos 

dias 4, 14 e 28 após infecção.  

O escore médio de morbidade dos animais não infectados bem 

como dos infectados com T. cruzi  de todas as condições experimentais 

manteve-se inferior a um, sugerindo que os tratamentos não 

inf luenciaram negativamente neste parâmetro clínico (Figura 2D). 

Assim, embora os tratamentos tenham diminuído o peso dos animais 

não infectados com T. cruzi  e apenas o tratamento com IL-9 ter 

aumentando este parâmetro nos animais infectados, não houve 

correlação destes dados com a morbidade.  

 

4.2. Todos os animais infectados com T. cruzi  apresentaram 

parasitemia média positiva aos 10 d.p.i. embora a taxa de 

sobrevivência não tenha sido alterada  

 O nível de parasitas sanguíneos e a sobrevivência dos animais 

infectados com T. cruzi  são importantes parâmetros avaliados que 

facil itam o entendimento sobre a relação parasita-hospedeiro. A f im de 

verif icar se a inoculação de T. cruzi  havia infectado os animais, 

realizou-se a parasitemia após 10 d.p.i. e observou-se que todos os 

animais estavam de fato infectados.  
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Após 30 dias de infecção todos os grupos experimentais 

apresentaram 100% de sobrevivência, exceto os animais infectados e 

tratados com IL-3 que apresentaram aproximadamente 80% de 

sobrevivência, o que não resultou em d iferença signif icante (Figura 

2E). Tais dados sugerem que apesar da baixa virulência da cepa Y de 

T. cruzi  ut i l izada neste estudo demonstrada pela baixa mortalidade dos 

animais, os tratamentos não inf luenciam neste parâmetro clínico.  
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Figura 2. O tratamento com IL-3, IL-7 ou IL-9 não alterou os parâmetros 

cl ínicos em camundongos infectados com T. cruzi .  Camundongos C57BL/6  

foram infectados com 4.0X10
5
 t r ipomastigotas  de T. cruzi  cepa Y e tratados com as 

c itoc inas recombinantes  murinas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a cada 72 horas 

durante 15 d ias após a pos i t iv idade média da paras itemia (A). Parâmetros c l ínicos ,  

ta is como, a lteração de peso corporal (B e C),  escore médio de morbidade (D) e  

sobrevivênc ia (F)  foram observados d iar iamente  até 30 d ias após a infecção . Os 

dados são representat ivos de dois exper imentos independentes com pelo menos 

três  camundongos por  grupo. NI :  camundongos  não infectados ; Tc: camundongos 

infectados com T. cruzi ;  d.p. i . :  d ias pós- infecção; CBA: cytometr ic bead assay .  

*Two-way ANOVA e pós-teste de comparação múlt ip la de Bonferroni,  p<0,05.  
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4.3. O tratamento dos animais infectados com IL -3 reduziu a 

inflamação induzida por T. cruzi  no coração  

 As alterações histológicas no coração, baço e f ígado dos animais 

infectados e tratados bem como dos grupos controle não infectados e 

tratados foram examinadas com intuito de determinar se os tratamentos 

poderiam afetar a extensão do dano tecidual induzido por T. cruzi  após 

30 dias de infecção. Secções teciduais obtidas foram analisadas e 

atribuíram-se escores de diferentes parâmetros histopatológicos 

referentes à doença de Chagas.  

As lesões cardíacas dos animais infectados foram intensas e 

frequentes constituídas de amplo inf i ltrado inf lamatório com 

predominância de células mononucleadas (Figura 3A). Animais 

infectados e tratados com IL-7 ou IL-9 bem como os apenas infectados 

apresentaram semelhante intensidade das lesões no coração. Por outro 

lado, as lesões cardíacas dos animais infectados e tratados com IL -3 

foram suaves e mostraram-se signif icativamente menores do que as 

lesões encontradas nas outras condições experimentais (Figura 3B). 

Ninhos de amastigota não foram observados no tecido cardíaco de 

nenhum grupo infectado. Estes resultados mostram que o tratamento 

com IL-3 diminuiu a inf lamação induzida por T. cruzi  no coração.  

Os baços dos camundongos infectados com T. cruzi apresentaram 

alterações inf lamatórias que alteraram a arquitetura histológica, 

provocando desorganização dos centros germinativos e hiperplasia da 

polpa branca (Figura 3A). Os animais infectados e tratados c om IL-7 ou 

IL-9 bem como os animais apenas infectados apresentaram lesões no 
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baço com semelhante gravidade (Figura 3C). Porém os animais 

infectados que foram submetidos ao tratamento com IL -3 apresentaram 

alterações menos intensas neste órgão em relação ao s animais 

infectados e tratados com IL-7 (Figura 3C).  
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Figura 3. O tratamento dos animais infectados com IL -3 reduziu a inflamação 

induzida por T. cruzi  no coração.  Camundongos C57BL/6 foram infectados  com 

4.0X10
5
 t r ipomast igotas  de T. cruzi  cepa Y e tratados com as c itoc inas 

recombinantes murinas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a cada 72 horas durante 15 

d ias após a pos it iv idade média da paras itemia. Após 30 dias de infecção, coração,  

baço e f ígado foram anal isados e escores inf lamatór ios  foram at r ibuídos de acordo 

com a extensão da inf lamação. Fotomicrograf ias  representat ivas das a lterações 

h isto lógicas de cada órgão dos animais in fectados e não tratados; infectados e 

tratados com IL-3; infectados e tratados com IL -7 e infectados e tratados com IL-9  

coradas por H&E (A) .  Quant i f icação do escore inf lamatór io do coração (B) , baço 

(C) e f ígado (D) dos animais infectados. Os dados são representat ivos de dois  

exper imentos independentes com pelo menos três  camundongos por grupo.  Seta 

preta: foco inf lamatór io; l inha pont i lhada: l im ite dos centros germinat ivos  

esplênicos; PB: polpa branca; PV: polpa vermelha; Tc: camundongos infectados 

com T. cruzi .  *Kruskal -W all is  e tes te de comparação múlt ip la de Dunnet ,  p<0,05.  
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Aos 30 dias de infecção com T. cruzi , o f ígado apresentou 

inf i ltrado de células inf lamatórias, predominantemente mononucleadas, 

dispostos em focos espalhados por áreas portal e de parênquima 

(Figura 3A). Independentemente do tratamento aplicado, todos os 

animais infectados apresentaram lesões hepáticas similares quando 

comparados entre si (Figura 3D). Não observou-se diferença no número 

de células inf lamatórias entre os camundongos controle não infectados 

independente do tratamento aplicado (dados não mostrados).  

 

4.4. O tratamento com IL-9 diminuiu a fibrose cardíaca nos animais 

infectados com T. cruzi 

 A neoformação tecidual conectiva f ibrosa ou f ibrose é uma das 

alterações frequentes que ocorre de maneira lenta e progressiva na 

doença de Chagas em resposta à inflamação crônica induzida por  T. 

cruzi  (DE LIMA PEREIRA et al., 2007). Assim, visando avaliar se os 

diferentes tratamentos aqui aplicados possuíram algum papel na 

alteração da f ibrose induzida por T. cruzi ,  amostras cardíacas de todos 

os grupos experimentais foram coletadas e analisadas  quanto a área 

ocupada pelas f ibras colágenas, 30 dias pós -infecção (Figura 4A).  

 Como esperado, todos os animais infectados, independentemente 

do tratamento aplicado, apresentaram maior f ibrose quando 

comparados com seus respectivos controles não infectad os (Figura 

4B). Os animais infectados e tratados com IL -9 apresentaram uma 

diminuição signif icante na quantidade de f ibrose no tecido cardíaco em 

relação a todos os outros grupos experimentais infectados, sugerindo 
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um possível papel modulador de IL -9 na f ibrose dos animais infectados 

(Figura 4B).  
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Figura 4. O tratamento com IL -9 diminuiu a f ibrose cardíaca nos animais 

infectados com T. cruzi.  Camundongos C57BL/6 foram infectados com 4.0X10
5
 

t r ipomast igotas de T. cruzi  cepa Y e tratados com as c itoc inas recombinantes  

murinas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a cada 72 horas durante  15 d ias após a  

pos i t ividade média da paras itemia. Após 30 d ias de infecção, o coração fo i 

anal isado quanto à área ocupada pelas f ibras colágenas.  Fotomicrograf ias  

representat ivas das f ibras colágenas cardíacas de todos os grupos exper imentais  

coradas por Picrossir ius Red (A) . Quant i f icação da área de f ibrose ocupada pelas  

f ibras colágenas (B) . Os dados são representat ivos de dois exper imentos 

independentes com pelo menos três c amundongos por grupo. Barra de escala =  

100 µm. *Signif icânc ia estatís t ica entre os grupos infectados; 
#
Signif icância 

estat íst ica entre os grupos não infectados e infectados (Two-way ANOVA e pós-

teste de comparação múlt ip la de Bonferroni ,   p<0,05).  
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4.5. Os tratamentos não alteraram a quantidade de mastócitos no coração dos 

animais infectados com T. cruzi 

 Como foi observado maior fibrose no coração de todos os animais infectados 

independente do tratamento aplicado e a densidade de mastócitos teciduais pode 

ser um indicador da proliferação de fibroblastos bem como do desenvolvimento de 

fibrose local (DE LIMA PEREIRA et al., 2007), quantificaram-se os mastócitos 

cardíacos de todos os grupos experimentais inclusive dos grupo controle aos 30 dias 

após infecção. 

 Observou-se a presença de mastócitos desgranulados no coração tanto de 

animais não infectados quanto de infectados (Figura 5A – 5C). Todos os animais 

infectados, independentemente do tratamento aplicado, apresentaram semelhante 

quantidade de mastócitos desgranulados no tecido cardíaco (Figura 5C). Assim os 

tratamentos parecem não influenciar na quantidade de mastócitos desgranulados 

nos animais infectados. Entretanto, o tratamento com IL-3 nos animais não 

infectados, aumentou significantemente a quantidade de mastócitos desgranulados 

em relação aos animais controle não tratados e não infectados (Figura 5C).  

  Quanto à presença de mastócitos granulados, estes também foram 

observados em todos os grupos experimentais (Figura 5D – 5F). Os animais não 

tratados e infectados apresentaram quantidade similar de mastócitos granulados 

quando comparados aos animais tratados com IL-3 e infectados (Figura 5F). Tal 

quantidade mostrou-se significantemente menor em relação aos seus respectivos 

grupos controle não infectados, sugerindo que a infecção por T. cruzi diminuiu a 

quantidade de mastócitos granulados nestes grupos (Figura 5F). Por outro lado, o 

tratamento com IL-7 ou IL-9 nos animais não infectados também diminuiu a 



56 

 

quantidade de mastócitos granulados no coração em relação tanto aos animais não 

infectados e não tratados quanto aos não infectados e tratados com IL-3 (Figura 5F).  

 A quantidade de mastócitos totais, não apresentou diferença significante entre 

os grupos experimentais analisados (Figura 5G).  
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Figura 5. O tratamento com IL-3,  IL-7 ou IL-9 não alterou a quantidade de 

mastócitos no coração dos animais infectados com T. cruzi.  Camundongos 

C57BL/6 foram infectados com 4.0X10
5
 t r ipomast igotas de T. cruzi  cepa Y e 

tratados com as c i toc inas recombinantes mur inas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a 

cada 72 horas durante 15 d ias após a pos i t iv idade média da paras itemia.  Após 30 

d ias de infecção, o coração fo i  anal isado quanto à quant idade de mastóc i tos  

desgranulados e granulados. Fotomicrograf ias represen tat ivas de animais não 

infectados e não tratados (A e D); infectados e não tratados (B e E) mostrando a 

presença de mastóci tos desgranulados (A e B) e granulados (D e E) coradas por  

Azul de Tolu id ina. Quant i f icação de mastóc itos desgranulados (C), granulad os (F)  

e tota is (G). Os dados são representat ivos de dois exper imentos independentes  

com pelo menos três camundongos por  grupo. Barra de escala = 20  µm. 

*Signif icânc ia estatís t ica entre os grupos não infectados; 
#
Signif icânc ia estatís t ica  

entre os grupos não infectados e infectados (Two-way ANOVA e pós- teste de 

comparação múlt ip la de Bonferroni ,  p<0,05) .  
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4.6. Os tratamentos alteraram o perfil das citocinas nos animais 

infectados com T. cruzi 

 Devido à diminuição da parasitemia nos animais infectados e  

tratados, hipotet izamos que houvesse alguma alteração no perf i l de 

citocinas presentes no soro que explicasse tal fenômeno. Assim, 

amostras de soro de todos os grupos experimentais foram coletadas 

nos dias 10, 20 e 30 após a infecção e submetidas a quanti f icação das 

citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y e TNF-α por CBA.  

Em relação as citocinas de polarização para resposta de perf i l 

Th2 (IL-4 e IL-5), os tratamentos não induziram alteração signif icante 

na produção de IL-4 (Figura 6A), apesar de seu notável aumento nos 

animais infectados e tratados com IL-3 aos 10 d.p. i. Já em relação a 

citocina IL-5, o tratamento com IL-7 aumentou sua dosagem nos 

animais infectados em relação aos outros grupos aos 20 d.p.i. (Figura 

6B). 

 Foi observado que o tratamento com IL -9 induziu aumento na 

produção de IL-2, citocina de estimulação da prol iferação de células T, 

nos animais infectados em relação aos outros grupos experimentais 

infectados aos 10 d.p.i.  (Figura 6C). Semelhantemente, o mesmo foi 

observado para as citocinas de polarização para resposta de perf i l Th1 

(IFN-y e TNF-α) nos animais infectados aos 10 d.p.i. quando 

comparados aos outros grupos experimentais infectados (Figura 6D e 

6E). Além disso, a infecção por T. cruzi  induziu a produção signif icativa 

de IFN-y e TNF-α em todos os grupos de animais infectados em relação 
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aos animais não infectados aos 10 e 20 d.p.i. indepentemente dos 

tratamentos adotados (dados não mostrados).  

 De modo geral, o tratamento com IL -7 induziu aumento da 

citocina IL-5 de perf i l Th2 aos 20 d.p.i. e o tratamento com IL-9 

apresentou semelhante efeito nas citocinas IL -2, IFN-y e TNF-α de 

perf i l Th1 nos animais infectados aos 10 d.p.i.  
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Figura 6. O tratamento com IL -3, IL-7 ou IL-9 alterou o perfi l  das citocinas nos 

animais infectados com T. cruzi .  Camundongos C57BL/6 foram infectados com 

4.0X10
5
 t r ipomast igotas  de T. cruzi  cepa Y e tratados com as c itoc inas 

recombinantes murinas IL-3, IL-7 ou IL-9 (2,5 ng/g) a cada 72 horas durante 15 

d ias após a pos it iv idade média da paras itemia. Após 10, 20 e 30 dias de infecção o  

soro dos camundongos foram coletados e submet idos a quant i f icação das c itoc inas 

IL-4 (A) , IL-5 (B), IL-2 (C) , IFN-y (D) e TNF-α (E) por CBA. Os dados são 

representat ivos de dois exper imentos independentes com pelo menos três  

camundongos por  grupo. NI:  camundongos não infectados;  Tc: camundongos  

infectados com T. cruzi .  *Two-way ANOVA e pós- teste de comparação múlt ipla de 

Bonferroni ,   p<0,05.  
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5. DISCUSSÃO 

 A regulação da resposta imunológica é necessária à proteção 

adequada contra o estabelecimento e prol iferação de muitos agentes 

infecciosos, inclusive do protozoário T. cruzi . Consequentemente, a 

elucidação dos mecanismos subjacentes relacionados ao papel das 

citocinas na resposta imune auxiliará na compreensão sobre como a 

resposta protetora difere da patogênica induzida por este parasita, que 

por sua vez resulta em inf lamação exacerbada e doença crônica.  

Considerando o papel central desempenhado pela atividade das 

citocinas na resistência precoce à infecção por T. cruzi , o presente 

estudo analisou o papel de IL-3, IL-7 e IL-9 na fase aguda da infecção 

experimental em camundongos. É importante ressaltar que at é o 

momento nenhum estudo avaliou o papel destas citocinas in vivo  

durante a fase aguda da infecção.  

IL-3 é uma citocina derivada de linfócitos T que contribui na 

viabilidade e na diferenciação das células progenitoras hematopoiéticas 

envolvidas na monocitopoiese (ELLIOT et al., 1989; OTTMAN et al .,  

1990). Todos os tratamentos adotados neste estudo, inclusive o de IL -

3, diminuiu a parasitemia dos animais infectados em relação aos 

animais apenas infectados e não tratados, o que está de acordo com 

vários estudos que confirmam que as citocinas associadas ao perf i l Th1 

são elementos essenciais para a resistência precoce contra a doença 

de Chagas aguda (BASSO, 2013). Além disso, macrófagos humanos 

ativados por IL-3 apresentaram um maior aumento em sua capacidade 

oxidativa e assim inibiram a replicação de Leishmania amazonensis  e 
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de T. cruzi in vitro ,  efeitos estes comparáveis aos do IFN-y (HO et al .,  

1992).  

Ainda que antígenos isolados de T. cruzi  induzam autoimunidade 

e dano cardíaco, a resposta imune dominante Th1/Th17 que ocorre 

frente à presença do parasita durante a fase aguda da infecção é a 

principal responsável pela inf lamação cardíaca (BASSO, 2013). Assim, 

a queda na parasitemia observada nos animais infectados e tratados 

com IL-3 pode estar diretamente relacionada à signif icativa diminuição 

no quadro inf lamatório induzido por T. cruzi  no tecido cardíaco destes 

animais.  

Parte de nossos resultados são contrários à este possível papel 

protetor de IL-3 acima sugerido. Embora não signif icante, o tratamento 

dos animais infectados com IL -3 sugeriu uma provável tendência em 

aumentar o nível sérico de IL -4 em relação aos outros grupos 

experimentais. Situações associadas ao aumento na síntese desta 

citocina de perf i l Th2 in vivo  resultam em maior susceptibi l idade a  

infecção por T. cruzi  (HOFT et al . , 1993; ABRAHAMSOHN et al., 2000). 

Além disso, o tratamento de macrófagos murinos infectados com T. 

cruzi com IL-4 aumentou a infecção parasitária in vitro  (GOLDEN; 

TARLETON, 1991). Tal correlação poderia explicar, pelo m enos 

parcialmente, alguns dos nossos resultados que indicaram, apesar da 

insignif icância estatística, a piora na morbidade com consequente 

queda na taxa de sobrevivência no grupo de animais infectados e 

tratados com IL-3.  
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O aumento, homing  e maturação dos progenitores dos mastócitos 

são inf luenciados por diversas citocinas, destacando -se como mais 

importantes, o fator de células tronco (SCF) e a IL -3 (IHLE et al., 1983; 

IEMURA et al.,  1994). Assim, o aumento observado neste estudo na 

quantidade de mastócitos desgranulados no coração dos animais não 

infectados e tratados com IL-3 em relação ao seu respectivo controle 

poderia ser parcialmente explicado.  

Já a citocina IL-7 está envolvida na resposta T CD4 (ROSE et al .,  

2010), na prol iferação de células pró -B e no aumento de linfócitos T 

citotóxicos antígeno-específ icos (SIN et al.,  2000). Além disso, células 

T naϊve dependem de IL-7 para sobrevivência, desenvolvimento e 

prol iferação homeostática (TAN et al .,  2001; MACKALL et al., 2011). A 

administração de IL-7 recombinante humana à camundongos normais 

ou linfopênicos, primatas não-humanos e humanos resulta em 

prol iferação generalizada, modulação dos subtipos periféricos e 

aumento na diversidade do repertório do receptor de células T 

(MACKALL et al ., 2011). Estes efeitos aumentam a perspectiva de que 

IL-7 poderia mediar benefícios terapêuticos em diversos cenários 

clínicos. Entretanto, apenas três estudos realizados até agora 

avaliaram o papel de IL-7 na infecção por T. cruzi sendo que todos 

analisaram a fase crônica da doença. Fonseca e colaboradores (2007) 

mostraram que a produção local de IL -7 e de IL-15 pode estar 

associada à manutenção e predomínio de células T CD8+ no tecido 

cardíaco, causando o dano tecidual característico da cardiomiopatia 

chagásica crônica (CCC) em humanos. Além disso, células T CD8+ de 
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memória central específ icas à T. cruzi  apresentaram alta expressão de 

CD127 (IL-7Rα) e de CD122 (IL-15Rβ), sendo auto-renováveis em 

resposta à IL-7 e à IL-15. (BIXBY; TARLETON, 2008). Recentemente, 

foi demonstrado a ativação de IL -7R (CD127 e CD132) tanto em células 

T CD4+ quanto em T CD8+ após infecção com T. cruzi in vitro. Porém 

neste mesmo estudo observou-se aumento no nível sérico de IL -7 em 

pacientes cronicamente infectados e uma menor capacidade de 

resposta à IL-7 associada ao aumento na severidade da doença, 

indicando um possível mecanismo de exaustão  de células T durante a 

fase crônica da doença (ALBAREDA et al., 2015). Além disso, o 

tratamento com IL-7 in vivo agravou o curso clínico da leishmaniose 

cutânea murina em camundongos BALB/c por estimular a linfopoiese de 

células B, o que não ocorreu nos camundongos C57BL/6 

semelhantemente tratados e infectados (GESSNER et al., 1995). Em 

concordância, nossos resultados demonstraram que o tratamento com 

IL-7 in vivo  não prejudicou o curso clínico da doença de Chagas murina 

durante a fase aguda nos camundongos C57BL/6 geneticamente 

resistentes, uma vez que, embora tenha diminuído o peso corporal dos 

animais infectados não alterou os outros parâmetros clínicos 

analisados. Resultado este que pode estar relacionado ao que foi 

descrito por Bryan e colaboradores (2010), onde a proliferação das 

populações de células B que respondem especif icamente a T. cruzi  com 

baixa resposta policlonal, alta produção de IFN-y e prevalência de 

perf i l Th1 está associada à linhagem C57BL/6. Adicionalmente, os 

nossos resultados apresentaram menor parasitemia nos animais 
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infectados e tratados com IL-7 em relação aos animais apenas 

infectados, sugerindo um possível papel de controle desta citocina na 

quantidade de parasitas sanguíneos circulantes, o que não condiz com 

o semelhante escore inf lamatório e a elevada dosagem sérica de IL -5 

apresentados por estes animais quando comparados aos animais 

apenas infectados. Lembrando que IL -5 é uma citocina de perf i l Th2, 

relacionada à respostas imunes inf lamatórias e alérgicas provenientes 

principalmente de eosinófilos, tais como, asma e dermatite atópica 

(MOLFINO et al ., 2011). Apesar de apenas um estudo realizado até 

agora ter descrito o aumento da secreção de IL -5 por células humanas 

após infecção com T. cruzi  in vitro , nenhum trabalho avaliou seu papel 

funcional na doença de Chagas (MARTELLO et al., 2013).  

IL-9 é uma citocina pleiotrópica originalmente identif icada como 

fator de proliferação de mastócitos e de células T murinas produzida 

principalmente por células Th (UYTTENHOVE et al., 1988; HULTNER et 

al., 1990). A principal fonte de IL -9 é o linfócito T, incluindo suas 

linhagens de longa duração, antígeno-específ icas e naϊve (GOSWAMI; 

KAPLAN, 2011). Esta citocina tem sido frequentemente associada às 

doenças atópicas, autoimunes, inf lamatórias intestinais e infecções por 

helmintos, porém estudos recentes têm demonstrado seu papel na 

inf lamação mediada por Th1/Th17 e nas  respostas Treg (NOELLE; 

NOWAK, 2010; GOSWAMI; KAPLAN, 2011; SCHMITT et al., 2014; 

KAPLAN et al., 2015). Muitas evidências sugerem a existência de um 

subtipo de células T especial izado em produzir IL -9, chamado Th9, no 

qual tal produção é regulada por uma série de citocinas e fatores de 
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transcrição, tais como, IL-2, STAT5, IL-4, STAT6, TGF-β e GATA3 

(GOSWAMI; KAPLAN, 2011; KAPLAN et al., 2015). Apesar de IL -9 atuar 

como fator de susceptibi l idade na infecção por Leishmania major uma 

vez que promoveu a resposta prejudicial do tipo 2/Th2 em 

camundongos BALB/c (ARENDSE et al., 2005), nossos dados sugerem 

efeito benéfico desta citocina na infecção por T. cruzi  já que o 

tratamento com IL-9 diminuiu a parasitemia dos animais tratados e 

infectados em relação aos animais apenas infectados. Além disso, no 

nosso modelo experimental,  a administração de IL-9 nos animais 

infectados induziu um signif icante aumento nos níveis séricos das 

citocinas de perf i l  Th1; IL-2, IFN-y e TNF-α, relacionadas à resposta 

protetora contra T. cruzi .  

Sabe-se que IL-2 é fundamental à produção de IL -9 em células T 

CD4+ e ao desenvolvimento de células Th9 (SCHMITT et al., 2014; 

KAPLAN et al ., 2015). Diferentes estudos, em concordância com 

nossos resultados, apontam o papel protetor de IL -2 na infecção com T. 

cruzi . Albareda e colaboradores (2013) descreveram que a expansão 

de células T induzida por IL-2, controla a expansão de T. cruzi  e l imita 

o dano tecidual periférico em crianças. Adicionalmente, o parasita tem 

a habilidade de reduzir a produção de IL-2 e a expressão do seu 

receptor IL-2Rα nas células T, restringindo a resposta Th1 protetora e 

beneficiando sua replicação (DÍAZ et al., 2015).  

Jager e colaboradores (2009) também demonstraram o aumento 

de IFN-y proveniente de células Th9 em modelos murinos de 

encefalomielite alérgica experimental (EAE) após a transferência 
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adotiva para estes animais de células Th específ icas diferenciadas in 

vitro  sob condições promotoras de perf i l Th9. Além disso, a alta 

produção de IFN-y e TNF-α associada à eliminação de T. cruzi  durante 

a fase aguda da infecção tem sido amplamente demonstrada, o que 

está de acordo com nossos resultados (SILVA et al ., 1992; CARDILLO 

et al.,  1996; ALIBERTI et al., 2001). Camargo e colaboradores (1997) 

observaram que macrófagos at ivados por antígenos de T. cruzi induzem 

uma cascata de citocinas: inicialmente eles produzem IL -12, que atua 

nas células NK induzindo a produção de IFN-y, que por sua vez 

aumenta a produção de IL-12, TNF-α e NO nos macrófagos, 

contribuindo à el iminação do parasita. Assim, no que refere -se a T. 

cruzi , IFN-y e TNF-α reforçam a ativação das respostas imunes 

efetoras inata e adaptativa, resultando na morte efetiva do parasita e 

em forte resposta inf lamatória tecidual nos locais de replicação 

parasitária, incluindo o miocárdio (GOLGHER; GAZZINELLI, 2004). Em 

concordância com nossos resultados que demonstraram alto nível de 

miocardite nos animais infectados e tradado com IL -9 assim como nos 

animais apenas infectados.  

A cicatrização desregulada leva à f ibrose, na qual f ibroblastos 

sintet izam matriz extracelular em excesso, principalmente colágeno, 

que originam cicatrizes levando à perda funcional do órgão acometido, 

quadro frequentemente encontrado na cardiomiopat ia chagásica 

crônica (SOARES et al., 2010; BARRON; WYNN, 2011). Muitas 

evidências relacionam a f ibrose com a resposta imune de perf i l Th2, 

caracterizada principalmente pelas citocinas IL -4, IL-13 e TGF-β que 
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estimulam os f ibroblastos a sintetizarem colágeno (WYNN, 2008). 

Diversos genes conhecidos por estarem envolvidos nos mecanismos de 

cicatrização e f ibrose são up-regulados nos animais que exibem 

inf lamação polarizada-Th2 (HOFFMANN et al., 2001; SANDLER et al .,  

2003). Além disso, diversos modelos experimentais de f ibrose têm 

documentado potente atividade anti -f ibrótica de citocinas associadas 

ao perf i l Th1, como IFN-y e IL-12. Na esquistossomose, enquanto o 

tratamento com IFN-y ou IL-12 não tem efeito no estabelecimento da 

infecção, a deposição de colágeno associada ao granuloma é 

signif icat ivamente diminuída (WYNN et al.,  1995). Resultados simil iares 

foram obtidos em modelos de f ibrose pulmonar, renal e hepática 

(GURUJEYALAKSHMI; GIRI, 1995; OLDROYD et al ., 1999; KEANE et 

al., 2000; POYNARD  et al., 2003). Como esperado, grande número de 

genes induzidos por IFN-y são up-regulados na resposta Th1, sem a 

ativação de genes associados à f ibrose (HOFFMANN et al., 2001; 

SANDLER et al ., 2003). Assim, a resposta Th2 ativa a deposição de 

colágeno, enquanto a resposta Th1 inibe este processo, indicando 

assim papéis opostos para estas respostas no reparo tecidual (WYNN, 

2004; BORTHWICK et al ., 2013). Conforme dados obtidos neste estudo, 

o aumento das citocinas de perf i l Th1 está de acordo com a diminuição 

da f ibrose observados nos animais infectados e tratados com IL -9, 

sugerindo que o tratamento com IL -9 ao estimular citocinas de perf i l  

Th1 controlou a parasitemia e diminuiu a f ibrose induzida por T. cruzi , 

tendo assim um possível papel protetor durante a fase aguda da  

infecção. 
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Mastócitos apresentam um importante papel na formação do 

tecido conjuntivo, l iberando mediadores que est imulam a prol iferação 

de f ibroblastos e a síntese de colágeno (JORDANA, 1993; 

GARBUZENKO et al., 2002). Apesar de diversos estudos terem desc rito 

a correlação posit iva entre a densidade destas células e a f ibrose no 

esôfago (PEREIRA, 1972), cólon (PINHEIRO et al. , 2003) e l íngua (DE 

LIMA PEREIRA et al., 2007) de pacientes chagásicos, nossos 

resultados não apresentaram tal relação uma vez que nã o se observou 

diferença estatíst ica entre as quantif icações de mastócitos cardíacos 

totais nos animais não infectados e nos animais infectados.  

Meuser-Batista e colaboradores (2011) ao tratarem camundongos 

infectados com um estabil izador de mastócitos e observarem aumento 

na parasitemia, nos níveis de IFN-y, na mortalidade e nos danos 

cardíacos destes animais, demonstraram que os mastócitos são 

importantes no controle da infecção aguda por T. cruzi . Além disso, 

esses autores demonstraram redução destas células no peritônio e no 

coração durante o início da fase aguda da infecção e sugeriram tal 

fenômeno a diversos fatores, tais como, 1) secreção local reduzida dos 

fatores de sobrevivência de mastócitos, 2) expressão dos receptores de 

morte, e/ou 3) migração reduzida dos precursores sanguíneos dos 

mastócitos. Similarmente, nossos resultados demonstraram diminuição 

na quantidade de mastócitos totais em todos os camundongos 

infectados, embora sem signif icância estatíst ica. Em concordância com 

Chapadeiro e colaboradores (1988) que também observaram diminuição 

no número de mastócitos cardíacos em ratos na fase aguda da 
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infecção. Porém outros estudos realizados em ratos e humanos 

cronicamente infectados demonstraram signif icante aumento destas 

células no coração, có lon e esôfago, sugerindo que o maior 

recrutamento de mastócitos está relacionado com a fase crônica da 

doença (ALMEIDA et al.,  1975; CABRAL et al., 2002; PINHEIRO et al .,  

2003; MARTINS et al., 2014; MARTINS et al., 2015).  

É importante salientar que a concentração das citocinas adotada 

neste estudo foi inferior às uti l izadas na l iteratura até agora, o que 

poderia explicar as alterações dos parâmetros avaliados. Adotamos 

esta concentração f isiológica uma vez que o desenvolvimento do 

quadro clínico mais grave da doença de Chagas, a CCC, está 

associado a forte autoimunidade e resposta Th1, e o balanço entre as 

respostas Th1 e Th2 mostra-se adequado no controle da infecção 

(GUEDES et al ., 2009; GUEDES et al ., 2010; BASSO, 2013; SOUSA et 

al., 2014).  

A resposta imune do hospedeiro e a manipulação exercida pelo 

parasita nesta resposta são áreas-chave de estudo que devem ser 

entendidas a f im de alcançar as metas para desenvolvimento de 

vacinas seguras e ef icazes além de tratamentos que controlem esta 

importante doença. Embora esteja claro que cada citocina não atua 

isoladamente, mas compõe uma complexa rede de interação, o estudo 

do papel individual de cada uma é essencial na geração de 

conhecimento sobre a resposta imune do hospedeiro modulada pelo 

parasita.  
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6. CONCLUSÕES  

 Os tratamentos com as citocinas recombinantes murinas IL -3, IL-7 

ou IL-9 não alteraram os parâmetros clínicos analisados 

(mortal idade, morbidade e variação do peso corporal) dos animais 

infectados com T. cruzi  durante a fase aguda da infecção.   

 

 O tratamento com a citocina recombinante murina IL -3 diminuiu a 

inf lamação cardíaca nos animais infectados com T. cruzi  na fase 

aguda da infecção.  

 

 Os tratamentos com as citocinas recombinantes murinas IL -3, IL-7 

ou IL-9 não alteraram a quantidade de mastóc itos recrutados no 

tecido cardíaco dos animais infectados com T. cruzi  na fase 

aguda da infecção.  

 

 O tratamento com a citocina recombinante murina IL -7 aumentou 

a dosagem sérica de IL-5 nos animais infectados com T. cruzi  

durante a fase aguda da infecção.  

 

 

 O tratamento com a citocina recombinante murina IL-9 aumentou 

a dosagem sérica de citocinas de perf i l Th1 (IL -2, IFN-y e TNF-α) 

e diminuiu a f ibrose cardíaca nos animais infectados com T. cruzi  

durante a fase aguda da infecção, sugerindo um possível papel 

protetor desta citocina neste contexto.  
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