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I. Resumo          

Ensaios de duplo híbrido de levedura forneceram evidências de que a 

interleucina 15 (IL-15), seria uma das proteínas da célula hospedeira com que 

as amastinas, proteínas presentes na superfície de Trypanosoma cruzi e 

Leishmania spp, poderiam interagir durante o seu desenvolvimento intracelular. 

Com o objetivo de validar os resultados do duplo híbrido e investigar o papel da 

IL-15 durante a infecção por T. cruzi, nós analisamos macrófagos peritoneais 

murinos infectados com T. cruzi e L. amazonensis, bem como células L6, 

LLCMK2 e H9C2 infectadas com T. cruzi, por meio de Elisa e ensaios de 

imunofluorescência. Utilizando a técnica de ELISA de captura, mostramos a 

indução da produção da proteína na sua isoforma citoplasmática nas células 

infectadas comparadas às células não infectadas. Por outro lado, os níveis da 

forma secretada foram indetectáveis em todos os ensaios de infecção, com 

exceção da infecção das células H9C2. Em macrófagos murinos infectados por 

L. amazonensis, IL-15 teve sua expressão diminuída nas horas iniciais da 

infecção, porém após 72 horas foi observado que os níveis de IL-15 intracelular 

chegavam a níveis próximos daqueles encontrados em macrófagos não 

infectados. Análises de imunofluorescência mostraram uma distribuição 

uniforme de IL-15 no citoplasma e no núcleo das células não-infectadas, ao 

contrário das células infectadas, nas quais foi observado um aumento da 

concentração de IL-15 no citoplasma. Não somente em macrófagos infectados 

por T. cruzi ou L. amazonensis, mas também em células L6 infectados com T. 

cruzi, foi observada uma polarização de IL-15 em regiões próximas aos 

amastigotas. Macrófagos murinos previamente estimulados com IL-15 

recombinante tiveram sua ação tripanocida potencializada, sugerindo que IL-15 

secretada e intracelular possuem diferentes papéis durante a infecção por T. 

cruzi. Macrófagos de camundongos nocautes para IL-15 infectados com T. cruzi 

apresentaram redução do número de amastigotas por célula infectada e redução 

na porcentagem de células infectadas quando comparados com os macrófagos 

de camundongos selvagens, corroborando ainda mais a hipótese do papel da IL-

15 citoplasmática na viabilidade do estágio intracelular do parasito. 



II. Abstract          

Yeast two-hybrid assays provide evidences indicating that interleukin 15 (IL-15) 

are among the host cell proteins with which Trypanosoma cruzi amastins interact 

during the parasite intracellular development. A role of IL-15 during T. cruzi and 

Leishmania spp infection have been also suggested from transcriptome analyses 

of human fibroblasts and mice macrophages infected with T. cruzi and L. major, 

respectively, which showed a significant increase in the IL-15 mRNA expression 

compared to uninfected cells. With the aim to validate the yeast two-hybrid (Y2H) 

result and to investigate the role of IL-15 during T. cruzi infection, we analysed 

murine peritoneal macrophages infected with T. cruzi and L. amazonensis as well 

as L6 myoblasts, LLCMK2 cells and H9C2 cells infected with T. cruzi, using 

ELISA and immunofluorescence assays. ELISA performed with proteins extracts 

showed increased levels of intacellular IL-15 in infected cells compared to 

uninfected fibrobalst and macrophages. With the exception of the infection of 

H9C2 cells, the secreted form of IL-15 was undetectable. In murine macrophages 

infected by L. amazonensis, IL-15 showed decreased expression in the early 

hours of the infection. Imunofluorescence analyses showed an uniformed 

distribution of IL-15 in the cytoplasm and nuclei of uninfected macrophages 

whereas, in infected cells, IL-15 is predominantly localized in the cytoplasm. 

Importantly, not only in infected macrophages but also in L6 cells infected with T. 

cruzi, an interaction of IL-15 with the membrane of amastigotes was observed. A 

similar polarization of IL-15 next to parasitophorus vacuoles containing 

amastigotes was observed in macrophages infected with L. amazonensis. Murine 

macrophages previously stimulated with IL-15 recombinant have enhanced killing 

capacity of T. cruzi amastigotes, indicating that the roles of secreted IL-15 and 

the intracellular form of this cytokine may differ during the T. cruzi infection. When 

macrophages of mice IL-15-/- were infected by T. cruzi, a reduction in the number 

of amastigote per infected cells and reduction in the percentage of infected cells 

was observed when compared to the wild type macrophages, further suggetsing 

a role of the cytoplasmic IL-15 in the viability of the intracellular stage of the 

parasite. 
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1. Introdução         

1.1 A doença de Chagas e seu agente causador, Trypanosoma cruzi 
O protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, da ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae é o agente etiológico da doença de Chagas. Foi primeiramente 

identificado por Carlos Chagas em 1909, que também descreveu seu ciclo de vida, o 

hospedeiro invertebrado transmissor do parasito, os hospedeiros vertebrados 

reservatórios e sinais e sintomas da doença (Chagas, 1909; Brener, 1973).  

Como mostrado na figura 1, a América Latina é a região de maior endemia para 

esta doença. Porém, devido às intensas migrações, sua incidência vem aumentando 

também nos Estados Unidos, países da Europa e alguns países do pacífico ocidental. 

Atualmente estima-se que cerca de 6-8 milhões de pessoas estão infectadas pelo 

parasito em todo o mundo (WHO, 2015). Devido às políticas de controle de vetores 

iniciadas na década de 1970, o Brasil recebeu, em 2006, a Certificação Internacional 

pela Interrupção da Transmissão de doença de Chagas pelo Triatoma infestans. Por 

outro lado, é estimado que cerca de 25 por cento da população da América Latina viva 

em regiões endêmicas para a doença. Assim, países como a Bolívia, por exemplo, 

apresentaram sérias falhas em suas políticas de erradicação da infecção pelo T. cruzi 

(Massad, 2008; Schmunis, 2007; Centers for Disease Control and Prevention, 2016; 

Ministério da Saúde - Brasil, 2017, disponível em http://portalms.saude.gov.br/saude-

de-a-z/doenca-de-chagas).  

A transmissão ocorre principalmente através das fezes e urina de insetos 

hematófagos infectados, pertencentes a família Reduviidae e subfamília Triatominae. 

Ao todo são 130 espécies de insetos triatomíneos identificadas, porém três delas são 

as mais importantes na transmissão do parasito para o homem: Triatoma infestans, 

Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata (Brener, 1973). As áreas rurais e semi-urbanas 

são os locais de maior probabilidade de encontrar este tipo de inseto. O inseto 

triatomíneo possui hábitos noturnos, horário em que realiza o repasto sanguíneo. 

Formas menos comuns de infecção compreendem transfusão sanguínea (Young et 

al., 2007), transplante de órgãos, transmissão vertical (Gürtler et al., 2003) e por 

ingestão de comida ou bebida contaminada com o parasito. Neste último caso, a 

transmissão para o hospedeiro humano eventualmente ocorre em arredores de 
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fazendas e plantações (geralmente cana-de-açúcar ou plantações de açaí) onde os 

parasitos são introduzidos por defecação ou por inoculação direta, a partir de insetos 

triatomíneos infectados, no caule da planta-alvo, que penetram e se alojam na polpa. 

Não obstante, o inseto foi encontrado em torno da casca da cana de açúcar, tornando-

se praticamente invisível. Quando uma planta infectada é processada e 

eventualmente consumida sob a forma de polpa, uma enorme quantidade de parasitos 

é transportada para o trato gastrointestinal do indivíduo pela quebra da barreira 

epitelial por penetração direta ou através de pequenas lesões imperceptíveis. Apesar 

de a transmissão oral não ter sido originalmente descrito por Carlos Chagas, 

atualemente já se sabe que  o parasito tem um período médio de incubação de cinco 

dias.  Este modo particular de transmissão tem alta taxa de mortalidade e um quadro 

clínico mais severo em idades mais jovens. (Benchimol et al., 2006; Stuart et al., 

2008).  
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Figura 1: Distribuição de casos da doença de Chagas no mundo. A América Latina é a região de 

maior endemia para esta doença.  Os casos da doença humana se predominam no hemisfério 

ocidental, com ampla distribuição em zonas rurais do México, da América Central e América do Sul.  

Porém, devido ao intendo fluxo migratório, atualmente já se registram casos nos Estados Unidos, 

Canadá e regiões da Europa e Ásia (Adaptado de WHO, 2015). 

 

 

 

 

 

 

Distribuição de casos de infecção por Trypanosoma cruzi (2006-2009) 
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Os insetos hematófagos infectados picam a pele em áreas expostas, defecando 

no local da picada. Ao coçar o local da picada, o indivíduo provoca o espalhamento 

dos parasitos, que acabam penetrando no organismo por meio da lesão que a picada 

do inseto provocou. A lesão provocada pela picada pode resultar no surgimento dos 

chamados sinais de porta de entrada que são o chagoma na região da pele ou o sinal 

de Romaña, na região da mucosa ocular (Figura 2).  

A fase aguda da doença de Chagas se inicia aproximadamente 3 semanas 

após o início da infecção. Nesse período se pode observar altos níveis de parasitemia 

a parasitismo. Os sintomas mais típicos neste período são: febre, dor de cabeça, 

aumento do tamanho dos linfonodos, palidez, fraqueza muscular generalizada, falta 

de ar e cansaço, surgimento de edema generalizado, dor abdominal ou no peito 

(Brener et al., 2000; Cançado, 1999; Junqueira et al., 2010).  

O início da fase crônica da doença se dá à medida em que se observa o 

decaimento dos níveis de anticorpos contra T. cruzi tipo IgM no soro de pacientes 

infectados com o consequente aumento dos níveis de IgG. A partir de então, a 

resposta imune atua por controlar a parasitemia e o parasitismo tecidual. 

Aproximadamente 60-70% dos portadores da doença de Chagas não vivem a 

manifestação de sinais clínicos da doença na fase crônica, apesar de possuírem 

anticorpos contra o parasito. Essa característica da doença é típica da fase 

indeterminada (Brener et al., 2000).   
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Figura 2: Principais sinais de porta de entrada para a doença de Chagas indicando contato entre 

o vetor e hospedeiro mamífero.  Devido aos seus hábitos noturnos, o barbeiro geralmente realiza o 

repasto sanguíneo quando o indivíduo está dormido, lesionando as partes mais expostas do corpo. As 

áreas mais frequentemente lesionadas são as mucusas nos olhos, dando origem ao sinal Romaña (A) 

e em outras regiões da pele, originando o chagoma (B) (Instituto de Salud del Estado de México, 2017). 
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Aproximadamente 30% dos indivíduos em fase crônica acabam desenvolvendo 

algum tipo de anomalia cardíaca, disgestiva ou até mesmo neurológica em 

decorrência das complicações e evolução da doença. Essas anomalias são 

caracterizadas por cardiomiopatia inflamatória com fibrose do tecido cardíaco, 

evoluindo para insuficiência cardíaca, comprometimento do sistema mesentérico, 

causando severo desequilíbrio do sistema peristáltico no esôfago e cólon. Em casos 

mais graves há o surgimento dos megacólon e megaesôfago (Junqueira et al., 2010; 

Tarleton et al., 2007). 

Contudo, a despeito dos grandes avanços nas pesquisas sobre o T. cruzi, ainda 

não existem vacinas eficazes que possam combater a doença. Assim a melhor forma 

de prevenção é o combate ao vetor. Atualmente, existem dois medicamentos para o 

tratamento da doença, o benzonidazol e o nifurtimox. Porém, além de serem eficazes 

apenas na fase aguda, período em que raramente o indivíduo será diagnosticado com 

a doença, eles apresentam severos efeitos colaterais e são contra-indicados em 

pacientes grávidas ou aqueles portadores de doenças hepáticas ou renais (Tarleton 

et al., 2007). 

 

1.2 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi 

T. cruzi possui três formas de vida durante todo o seu ciclo que se alternam 

entre o hospedeiro invertebrado e vertebrado: amastigotas, epimastigotas e 

tripomastigotas. As formas epimastigotas e amastigotas são consideradas 

replicativas, porém apenas a forma amastigota se replica na célula hospedeira do 

mamífero (Brener, 1973).  

Quando o inseto vetor realiza o repasto sanguíneo em mamíferos infectados 

por T. cruzi, ele acaba ingerindo as formas tripomastigotas presentes na corrente 

sanguínea do hospedeiro mamífero. Esses parasitos migram para o estômago do 

inseto. Nesse local, ocorre a lise de muitos parasitos, porém uma pequena parcela de 

parasitos sobrevive por conseguir se diferenciar na forma epimastigota (Castro et al., 

2007).  

No intestino do hospedeiro vetor, ocorrem sucessivos processos de divisão 

binária.  Assim, os parasitos migram para a porção posterior do intestino, chegando 
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até o reto. Há um intenso processo de adesão desses parasitos às membranas das 

perimicrovilosidades das células intestinais (Alves et al., 2007), que envolve a 

participação de glicoconjugados e proteínas presentes nestas vilosidades como por 

exemplo, glicoinositolfosfatidillipídeos (GPIs), induzindo a diferenciação das formas 

epimastigotas em tripomastigota metacíclicas, que são infectivas para a espécie 

mamífera (Alves et al., 2007; Nogueira et al., 2007). Esses parasitos, por sua vez, são 

liberados junto com a fezes e urina do inseto durante o repasto sanguíneo, ocorrendo 

assim, a infecção no mamífero (Garcia et al., 2007).  

Tripomastigotas de T. cruzi podem infectar qualquer célula nucleada. No interior 

destas células há a diferenciação dos tripomastigotas em amastigotas, que são as 

formas replicativas neste caso. Após vários estágios de replicação por modo binário, 

esses parasitos se diferenciam em tripomastigotas capazes de romper a membrana 

das células. Assim, eles tomam a corrente sanguínea, infectam outras células e 

podem ser ingeridos, novamente, por insetos triatomíneos hematófagos no momento 

do repasto sanguíneo [(Brener et al., 2000; Junqueira et al., 2010; Buscaglia et al., 

2006; para uma revisão leia Souza W. et al., (2010)]. O ciclo de vida de Trypanossoma 

cruzi pode ser observado na figura 3. 
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Figura 3: Ciclo de vida do protozoário flagelado, Trypanosoma cruzi. (A) Forma replicativa não 

infecciosa epimastigota, encontrada predominantemente do intestino dos insetos hematófagos que 

origina a forma não replicativa tripomastigota metacíclica altamente infecciosa (B). As formas 

metacíclicas tem capacidade de invadir as células nucleadas e se diferenciar na forma replicativa 

amastigota. Posteriormente, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas (D, E). Os 

tripomastigotas podem disseminar no hospedeiro mamífero através da corrente sanguínea e, 

eventualmente serem ingeridos pelo inseto hematófago no momento do repasto sanguíneo. O ciclo 

chega ao fim no momento em que os tripomastigotas ingeridos se diferenciam em epimastigotas (A), 

que são as formas que colonizam o tubo digestivo de um novo inseto (Boscardin et al., 2010). 
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1.3 Resposta imune durante a infecção por T. cruzi 

De modo geral a infecção por Trypanosoma cruzi provoca uma série de reações 

no sistema imune do hospedeiro, que proporcionam uma potente resposta celular, 

visando o controle da disseminação e multiplicação do parasito. Do mesmo modo que 

ocorre na maioria das infecções por patógenos intracelulares, o T. cruzi induz diversos 

mecanismos do sistema imune, provocando a ativação de mediadores inflamatórios. 

Assim, há um intenso combate por parte do organismo hospedeiro mamífero para que 

a proliferação dos parasitos seja eliminada. Esse conjunto de resposta do sistema 

imune associada a persistência indefinida do parasito, acaba gerando uma série de 

lesões teciduais que, por sua vez, induz a comprometimentos funcionais, 

principalmente, nos tecidos musculares e nervosos, que são tipicamente acometidos 

durante doença de Chagas (Cuervo et al., 2011).  

Como pode ser observado na figura 4, a ativação das células Natural Killer 

(NK), com consequente secreção de IFN-γ, estimula macrófagos a produzirem óxido 

nítrico, pela indução da expressão da enzima óxido nítrico sintase (Scott e Trinchieri, 

1995; Muñoz-Fernandez et al., 1992). Macrófagos ativados também são responsáveis 

pela produção de IL-12, e TNF-α que, também, estimula células NK a produzirem   

IFN-γ (Aliberti et al., 1996; Gazzinelli et al., 1992; Santos-Lima & Minoprio, 1997).  

Outras citocinas como IL-17, IL-10 e TGF-β parecem agir como papel regulatório no 

decorrer da infecção. Estas duas últimas são produzidas por macrófagos e exibem um 

importante papel na infecção por T. cruzi, inibindo, in vitro, a produção de NO e a 

atividade tripanocida de macrófagos infectados e ativados por IFN-γ (Gazzineli et al., 

1992; Roffê et al., 2012; Miyazaki et al., 2010). 
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Figura 4: Visão geral do papel central dos macrófagos na resposta imune durante a infecção por  

T. cruzi. De modo geral, a morte do parasita por macrófagos exige a presença de IFN-gama, produzida 

principalmente por NK e células teciduais. Após a detecção de T. Cruzi, macrófagos são estimulados a 

prodzir citocinas (principalmente TNF-alfa, IL-12), mediadores inflamatórios tais como NO, bem como 

várias quimiocinas. Esses mediadores são capazes de induzir a migração e ativação de células 

inflamatórias para o local da infecção, que incluem monócitos, células NK e linfócitos T. Na presença 

de células apresentadores de antígenos profissionais ativadas como células dendríticas, os linfócitos T 

recrutados serão principalmente conduzidos à diferenciação em Th1, Th17 e/ou Treg. Algumas 

quimiocinas e IL-12 induzem células NK e linfócitos T a produzirem IFN-gama, resultando na ativação 

de macrófagos. Outras citocinas tais como IL-10 e TGF-beta também são produzidos e regulam a 

ativação de macrófagos e o todo resposta inflamatória local, que é estratégica para a proliferação do 

parasita (Adaptado de Gutierrez, 2011). 
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1.4 Proteínas envolvidas na interação parasito-hospedeiro: as amastinas 

 

As formas epimastigotas de T. cruzi são as formas mais estudadas devido à 

facilidade de cultivo em laboratório (Brener & Chiari, 1965). Porém, estudos que 

envolvem a forma amastigota apresentam maior relevância para melhor compreender 

a doença devido ao fato de que esta forma replicativa mantém constante contato com 

as proteínas intracelulares do hospedeiro e, desta forma, induzir a produção de uma 

forte resposta imune contra os seus antígenos (Andrews et al., 1987; Behbehani, 

1973; Pan, 1978; Carvalho et al., 1986; Lima et al., 1988; Low et al., 1998; Matsumoto 

et al., 1993). Assim, estudar as proteínas de superfície da forma amastigota seria 

muito importante para a compreensão da interação parasito-hospedeiro e como se dá 

a progressão clínica da doença de Chagas. A identificação destas proteínas, poderia 

contribuir para esclarecer os mecanismos que influenciam nesta interação, mostrando 

alvos para a formulação de vacinas e elaboração de novos medicamentos (DaRocha 

et al., 2002; Vasconcelos et al., 2004; Souza et al., 2010; Sibley, 2011). 

Ao analisar genes diferencialmente expressos em uma biblioteca de cDNA das 

formas amastigotas de T. cruzi, Teixeira e colaboradores (1994) identificaram uma 

nova família de glicoproteínas estreitamente relacionadas, as quais foram 

denominadas amastinas, pois foram encontradas na superfície da forma amastigota 

de T. cruzi.  Esses autores identificaram esta família gênica específica de amastigota 

por meio de um screening diferencial de uma biblioteca de cDNA de amastigotas com 

sondas feitas a partir de mRNA das formas amastigotas e de epimastigotas. A família 

multigênica das amastinas possui 12 cópias no genoma do clone CL Brener de T. 

cruzi e os genes são compostos por uma pequena região não traduzida 5’ UTR, 

seguida de uma sequência de leitura aberta (ORF) de aproximadamente 522 pb e 

uma região não traduzida 3’ UTR de 630 pb (Kangussu-Marcolino et al., 2013). Os 

mRNAs de amastinas codificam proteínas de aproximadamente 174 aminoácidos que 

contém vários sítios potenciais de O-glicosilação. Os mRNAs das amastinas possuem 

aproximadamente 1,4 kb e são cerca de 50 vezes mais abundantes em amastigotas 

do que em epimastigotas ou tripomastigotas. Outro ponto importante desse estudo foi 

a observação de que os genes das amastinas eram transcritos de forma semelhante 

em amastigotas e epimastigotas, indicando que o controle dos níveis de mRNA das 

amastinas nos diferentes estágios sofria a ação de mecanismos pós-transcricionais. 
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As cadeias polipeptídicas das amastinas nascentes contêm quatro regiões 

hidrofóbicas com 20 a 30 aminoácidos cada, sendo duas dessas regiões nas 

extremidades N e C terminais (Teixeira et al., 1994). Os genes das amastinas alternam 

com genes que codificam outra proteína, chamada tuzina, cujo mRNA de 1,7 kb é 

muito menos abundante em amastigotas. Experimentos que envolveram a exposição 

de amastigotas, a cicloheximida, substância que interfere na síntese protéica, 

mostraram uma diminuição de 3 vezes no mRNA de amastina, ao contrário dos níveis 

do mRNA de tuzina, que aumentou em torno de 7 vezes, mostrando que a regulação 

da expressão desses genes alternados é regulada por diferentes mecanismos, apesar 

dos genes das amastinas e tuzinas estarem organizados em clusters no genoma e 

serem transcritos em um único pré-mRNA policistrônico. Quando a região não 

traduzida 3' UTR das amastinas mais sua região intergênica foram fusionadas à região 

codificadora do gene da luciferase, a atividade de luciferase aumentou 7 vezes em 

amastigotas e diminuiu 5 vezes em epimastigotas, mostrando que a regulação da 

expressão desses genes, relacionada com os estágios de desenvolvimento do 

parasito, é dependente de sinais regulatórios presentes nessa região (Teixeira et al., 

1995). Foi demonstrado, também, que meia-vida do mRNA da amastina é 7 vezes 

maior em amastigotas do que em epimastigotas, e que uma sequência específica 

conservada na região não traduzida 3' UTR de todos os genes das amastinas é 

responsável pela regulação positiva de seus mRNAs, conferindo-lhes maior 

estabilidade. Essa região poderia servir como sítio de ligação para proteínas 

regulatórias que, uma vez estando mais abundante em amastigotas do que em 

epimastigotas, promoveriam o aumento da duração destes mRNAs (Coughlin et al., 

2000). 

Wu e colaboradores (2000) demonstraram que, além de T. cruzi, ortólogos de 

genes das amastinas também estão presentem em várias espécies do gênero 

Leishmania. Usando uma metodologia semelhante àquela utilizada por Teixeira e 

colaboradores (1994), esse grupo indentificou uma nova família gênica com 

expressão aumentada nas formas amastigotas de Leishmania donovani. Essa família 

multigênica codificava uma proteína altamente hidrofóbica com identidade de 36% 

com as amastinas de T. cruzi. 

 A partir do sequenciamento dos genomas do T. cruzi (El-Sayed et al., 2005), 

L. major (Ivens et al., 2005), L. infantum e da L. braziliensis (Peacock et al., 2007) foi 
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possível verificar o número exato de genes de amastinas. Ao todo, foram identificados 

24 homólogos de amastina em L. major e  pelo menos 35 homólogos em L. infantum. 

Dos 24 homólogos  em L. major, 14  possuem ortológos em L. infantum como sugerido 

por estudos de comparação de sequências e análises filogenéticas. Por outro lado, 

nas espécies relacionadas ao gênero Trypanosoma, essa família é restrita a apenas 

2 membros em T. brucei e 11 membros em T. cruzi. Todos os membros da família de 

genes de amastinas nas espécies de Leishmania e Trypanosoma compartilham uma 

organização estrutural similar e contêm um domínio extracelular de 11 aminoácidos 

altamente conservado, que é exclusivo das amastinas. A maioria dos homólogos de 

genes de amastinas é especificamente expressa no estágio amastigota do parasita. 

Como em T. cruzi, alguns genes das amastinas de Leishmania spp também são 

intercaladas por genes de tuzinas. De modo similar ao T. cruzi as amastinas de 

Leishmania spp possuem quatro hélices compostas por aminoácidos hidrofóbicos, 

intercaladas por domínios que apresentam aminoácidos hidrofílicos com grande 

variabilidade entre os diferentes membros de amastinas (Rochette et al., 2005). 

Jackson (2010) estudou a evolução da família gênica das amastinas de 

diferentes representantes da família Trypanosomatidae, dividindo a família gênica das 

amastinas em 4 grupos, α, β, γ e δ amastinas. Para essa divisão ele levou em 

consideração a posição genômica, estrutura da proteína e filogenia. Assim, os genes 

da α amastinas existem nos tripanosomatídeos como um par in tandem enquanto que 

as β amastinas existem em clusters de genes in tandem. Os genes das γ amastinas 

são conservadas no gênero Leishmania, mas não no gênero Trypanosoma e existem 

como um arranjo gênico de múltiplas cópias in tandem. Os genes das δ amastinas 

são altamente diversos, com loci espalhados em vários cromossomos no gênero 

Leishmania. Somente os genes das δ amastinas são intercalados pelos genes de 

tuzinas. Como mostra a figura 5, Jackson (2010) elaborou uma árvore filogenética 

mostrando que em T. cruzi existem somente membros pertencentes às famílias das β 

e δ amastinas, sendo que a sub-família das δ amastinas sofreu expansão no gênero 

Leishmania.  
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Figura 5: Árvore filogenética com as amastinas pertencentes às diferentes subfamílias nas 

diversas espécies de tripanosomatídeos. O indentificador de cada amastina é mostrado em cada 

ramo da árvore. As diferentes subfamílias estão representadas à direita. As amastinas encontradas em 

Trypanosoma cruzi estão sinalizados por setas. Os eventos evolutivos representados pelos nodos das 

árvores estão identificados pelas letras A: aquisição de peptídeos sinal; B: associação dos genes das 

amastinas com genes de tuzinas; e C: diversificações das δ amastinas em Leishmania spp (Adaptado 

de Jackson, 2010). 
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1.5 Estudo sobre a função das amastinas em T. cruzi e em Leishmania spp 

Cruz e colaboradores (2012) utilizaram a cepa G de T. cruzi para testar o papel 

destas δ-amastinas, transfectando esses parasitos com as δ-amastinas fusionadas 

com a proteína GFP. Os parasitos na forma epimastigota transfectados apresentaram 

altos níveis de metaciclogênese. Amastigotas intracelulares super-expresando as δ-

amastinas apresentaram uma rápida e eficiente transformação em tripomastigota de 

cultura com altos níveis de liberação desta forma no sobrenatande de células HeLa 

infectadas quando comparados com os valores apresentados pelos parasitos que não 

estavam super-expressando as δ-amastinas. Experimentos de infecção in vivo 

mostraram o aparecimento precoce e em altos níveis de ninhos de amastigotas em 

tecido de fígado de camundongos infectados com parasitos super-expressando as δ-

amastinas, quando comparados com a infecção com parasitos WT, mostrando assim, 

um possível papel das amastinas no processo de diferenciação do parasito durante a 

infecção por T. cruzi, tanto in vitro como in vivo.  

Buscando entender sobre papel das amastinas em T. cruzi, Kangussu-

Marcolino e colaboradores (2013) avaliaram a expressão das β e δ amastinas em 

diferentes cepas de T. cruzi, observando que as δ-amastinas tinham sua expressão 

aumentada na forma amastigotas de várias cepas de T. cruzi, exceto na cepa G, que 

é conhecida por ter pouca capacidade de infecção. Em contraste com o que foi 

observado em todas as cepas analisadas para δ-amastinas, os transcritos de β-

amastina eram mais abundantes em epimastigotas, o estágio encontrado no inseto 

vetor. 

 Uma das melhores técnicas para se estudar a função de determinada proteína 

é através do nocaute do gene. Porém, a obtenção de linhagens nocautes para todos 

os genes das amastinas por recombinação homóloga não é possível dado o número 

elevado de cópias deste gene no genoma de T. cruzi. Também não seria possível 

realizar o silenciamento destes genes por RNA de interferência, pois como descrito 

por DaRocha e colaboradores (2004), T. cruzi não possui uma maquinaria funcional 

de RNA de interferência. Sabendo destas limitações para se estudar a função das 

amastinas em T. cruzi, Paiva e colaboradores (2015) estudaram o papel das 

amastinas em Leishmania braziliensis. Foi observado neste trabalho que ao contrário 

de T. cruzi, Leishmania possuía a expressão aumentada de todos os representantes 
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das famílias das amastinas na forma amastigota. Parasitos que tiveram as δ-

amastinas silenciadas por RNAi apresentaram um menor índice de replicação em 

macrófagos quando comparados com os parasitos WT. Além disso, foi observado uma 

redução da interação da membrana destes parasitos com a membrana do vacúolo 

parasitóforo. Outro dado importante deste estudo, camundongos infectados na pata 

com os parasitos que haviam tido as δ-amastinas silenciadas por RNAi não 

apresentaram parasitos em nenhum dos tempos avaliados quando comparados com 

aqueles que haviam sido infectados por Leishmanias WT ou expressando GFP.  

Com o objetivo de aprofundar o conhecimento sobre a função das amastinas, 

o nosso grupo utilizou o ensaio do duplo hibrido em leveduras geneticamente 

modificadas para identificar proteínas da célula hospedeira que poderiam interagir 

com as amastinas presentes na superfície das amastigotas de T. cruzi. Para isso, 

parte da região codificadora que corresponde a alça hidrofílica de tamanho maior da 

amastina foi fusionada com a região codificadora do domínio de ligação ao DNA do 

fator de transcrição da levedura Gal4 (Gal4DB) de Saccharomyces cerevisae, e usado 

como isca no experimento de duplo hibrido. Para o screening de possíveis alvos foi 

testada uma biblioteca de mais de 15 mil cDNAs humanos fusionados com a região 

codificadora do domínio de ativação da transcrição do fator de transcrição Gal4 

(Pretransformed Normalized Matchmaker™ Human HeLa S3 Library, Clontech). 

Havendo a interação da isca com alguma das proteínas humanas, ocorreria, também, 

a reconstituição das subunidades do fator de transcrição e consequentemente a sua 

função, permitindo, assim, a transcrição de um gene repórter, que nesse caso, foi o 

gene da β-galactosidase. Em todos os clones nos quais o fator de transcrição foi 

reconstituído, houve expressão de β-galactosidase, gerando colônias azuis em meio 

seletivo, contendo X-gal, o substrato dessa enzima. Neste experimento foram obtidos 

10 clones positivos, ou seja, colônias azuis. A maioria deles correspondia a diferentes 

proteínas participantes do tráfego celular ou secretadas. Porém, 2 destes clones 

possuíam o cDNA que codificava a IL-15 humana (dados não publicados, veja 

esquema na figura 6).   

Os resultados obtidos nos ensaios chamaram à atenção pelas características 

singulares de IL-15 humana, que ao contrário de outras citocinas, como IL-2 que tem 

sua expressão restrita à células do sistema imune, o mRNA de IL-15 é expresso 

constitutivamente por uma variedade de tipos celulares e tecidos, incluindo 
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monócitos/macrófagos, células dendríticas, queratinócitos e células da epiderme, 

fibroblastos  e células epiteliais de várias origens, células nervosas, rim, placenta, 

pulmão, coração e musculo esquelético (Grabstein et al., 1994; Musso et al., 1999; 

Doherty et al., 1996; Rückert et al., 2000; Lee et al., 1996; Quinn et al., 1995).
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Figura 6: Ensaio de duplo híbrido para testar possíveis proteínas que poderiam interagir com as amastinas.  A região codificadora da primeira alça 

hidrofílica da amastina foi clonada em fusão com a região codificadora do domínio de ligação ao DNA do fator de transcrição Gal4 e usado como isca para 

seleção de uma biblioteca de cDNA humano contendo as regiões codificadoras de mais de 15 mil genes clonados em fusão com a região codificadora do 

domínio de ativação do fator de transcrição Gal4 (presa). Leveduras auxotróficas haploides contendo o plasmídeo da região codificadora da primeira alça 

hidrofílica da amastina foram cruzadas com as leveduras da biblioteca. A interação entre isca e presa induz a reconstituição do fator de transcrição Gal4, 

transcrevendo o gene repórter, que neste caso foi o que codifica a β-galactosidase. Dessa forma, em meio seletivo contendo o substrado X-gal, as colônias 

nas quais ocorrem interação entre a isca (amastina) e a presa (proteína humana) apresentam coloração azul. 

10 clones positivos → 2 clones = IL-15 
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Outro fato importante é que estudos anteriores apontaram o aumento dos níveis 

de IL-15 associados com a infecção por diversos patógenos. A infecção pelo vírus 

HHV-6 em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foi capaz de promover 

a regulação positiva da citotoxicidade de celulas Natural Killer (NK). Por outro lado, a 

indução da atividade das células NK pelo vírus HHV-6 foi anulada por anticorpos 

monoclonais anti-IL-15, mas não por anticorpos contra outras citocinas (IFN-alfa, IFN-

gama, TNF-alfa, TNF-beta, IL-2, IL-12), sugerindo que a IL-15 secretada em resposta 

à infecção viral era responsável pelo efeito observado. Além disso, foi possível 

detectar a regulação positiva do mRNA de IL-15 em monócitos derivados de pacientes 

infectados pelo vírus HHV-6 (Flamand et al., 1996). 

Cryptococcus neoformans potentemente estimulou a liberação de IL-15 

biologicamente ativa em monócitos. Tanto IL-15 como IL-2 contribuíram para a 

proliferação de linfócitos e atividade anticriptococócica mediada por linfócitos neste 

modelo de infecção. IL-15 foi capaz de restaurar a proliferação de linfócitos e sua 

atividade anticriptococócica mesmo durante o bloqueio de IL-2 (Mody et al., 1998). 

A presença de IL-15 em lesões cutâneas obtidas de pacientes com a doença 

de Hansen foi demonstrada por meio de exame imuno-histoquímico dessas lesões. 

Além disso, foi demonstrado que Mycobacterium leprae e diferentes espécies 

micobacterianas são capazes de induzir efetivamente a secreção de IL-15 em 

macrófagos. IL-15, também, melhorou o potencial citolítico das células efetoras 

imunes in vitro e favoreceu a expansão do imunológica de células CD1b (Maeurer et 

al., 1999). 

 Estudos que envolveram o efeito de diferentes vírus (HSV, EBV, vírus 

sincicial respiratório, vírus da estomatite vesiculosa, vírus da gripe, reovírus e vírus 

Sendai) sobre a atividade de NK in vitro, mostraram uma regulação positiva imediata 

da atividade de  células NK das PBMC por meio da indução com IL-15. Este efeito foi 

revertido na presença de anticorpos anti-IL-15, confirmando a importancia crucial 

deste citocina para esse tipo de resposta celular, bem como foi verificando um 

aumento dos níveis de IL-15 em 20 horas pós-infecção(Fawaz et al., 1999). 

Milano e colaboradores (2002) investigaram o envolvimento da IL-15 no 

sistema imunológico em esposta à infecção por Leishmania infantum, estudando 

pacientes com leishmaniose visceral (VL), demonstrando que IL-15 é produzida por 

células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) estimuladas pelo antígeno 
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leishmanial (LAg) de pacientes com a doença ativa em um nível significativamente 

maior do que aqueles produzidos por células de indivíduos curados ou saudáveis. Um 

aumento significativo nos níveis séricos de IL-15 foi também observado em pacientes 

com VL aguda em comparação com os pacientes curados. Além disso, a IL-15 

recombinante teve um efeito considerável na redução da IL-4 e aumento da produção 

de IL-12 em resposta a LAg. 

 Estudos envolvendo a infecção por Candida albicans, Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus, mostraram, através de análises de PCR e Western blot, o 

aumento da expressão de IL-15 durante estas infecções, juntamente com o aumento 

da proliferação de células NK, indicando que IL-15 também está envolvida na resposta 

imune inata contra agentes fúngicos e bacterianos (Tran et al., 2003). 

A resposta complexa de macrófagos murinos durante a infecção com C. 

parapsilosis foi investigada em nível da expressão de genes usando microarray. A 

maioria dos genes regulados positivamente codificou moléculas envolvidas na 

resposta imune e inflamação, transcrição, sinalização, apoptose, ciclo celular, 

transporte de elétrons e adesão celular. Típico dos macrófagos classicamente 

ativados, houve uma regulação positiva significativa de genes que coordenam a 

produção de citocinas inflamatórias, como TNF, IL-1 e IL-15 (Németh et al., 2014). 

 Estudos recentes que envolveram a análise de transcriptoma mostraram a 

elevação dos níveis de mRNA de IL-15 durante a infecção por diversas cepas de T. 

cruzi e Leishmania spp.  Células HFF humanas apresentaram níveis de mRNA de IL-

15 aumentados durante a infecção pelas cepas Y (Li Y. et al., 2016) e Sylvio X-10 

(Houston et al., 2016), apresentando aumentos de 1,5 e 1,7 vezes após 72 horas do 

início da infecção, respectivamente. Foram observados, também, o aumento dos 

níveis de mRNA de IL-15 em macrófagos humanos infectados por L. major e L. 

amazonensis (Fernandes et al., 2016), com aumentos em 24 horas pós-infecção de 

2,3 e 2 vezes, respectivamente. Análises em lesões de pacientes portadores de 

leishmaniose cutânea provocada por L. braziliensis (Christensen et al., 2016) 

mostraram um fold change de 5,7 vezes nos níveis de mRNA quando comparados 

com tecido de pacientes saudáveis. Na análise de transcriptoma de macrófagos 

murinos infectados por L. major, foi observado um aumento dos níveis de mRNA de 

IL-15 após 48 horas do início da infecção, com aumentos de 3,4 vezes, porém foi 

verificado uma regulação negativa do mRNA nas horas iniciais da infecção, 



21 
 

apresentando um fold change negativo de 4,86 vezes (Dillon et al., 2015). Um trabalho 

recente do nosso grupo de pesquisa que envolveu a análise de transcriptoma de 

células HFF infectadas pelos clones CL-Brener e CL-14 de T. cruzi também revelou 

aumento da produção de mRNA de IL-15 em 96 horas após o início da infecção, com 

fold change de 3,4 e 2,7 vezes, respectivamente (dados não publicados).  

 Existe apenas um trabalho publicado descrevendo o aumento da produção de 

IL-15 em pacientes com a doença de Chagas. Fonseca e colaboradores (2007) 

demonstraram que na doença de Chagas cardiomiopatica crônica (CCC) ocorre a 

formação de um infiltrado inflamatório com predominância de 2:1 de células TCD8+ 

em relação às células TCD4+, aumento dos níveis de IL-15 sobre IL-2 e uma 

acentuada expansão e viabilidade de células TCD8+ de memória desses pacientes 

quando estimuladas com IL-15. Além disso, foi possível identificar por imuno-

histoquímica o aumento de IL-15 e células CD68+, que é um marcador específico de 

macrófagos, no tecido lesionado em comparação com indivíduos saudáveis.  

 

1.6 Interleucina 15 (IL-15): uma citocina pleiotrópica da resposta inflamatória 

Interleucina-15 (IL-15) é uma citocina pleiotrópica pertencente à família das 

citocinas de 4-α-hélices que age principalmente durante a resposta inflamatória, 

atuando no aumento da proliferação de células NK e TCD8+ de memória, e inibindo a 

apoptose de vários tipos celulares (Budagian et al., 2006) (figura 6). A esta família de 

citocinas pertencem, também, as citocinas IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7 e IL-21, bem como 

fatores de crescimento como: fator estimulador de colônia de granulócitos/macrófagos 

(GM-CSF), fator estimulador de colônia de granulócitos (G-CSF), eritropoietina e 

hormônios clássicos como fator de crescimento humano e prolactina (Bazan, 1990). 

IL-15 tem um papel importante na proliferação, sobrevivência e diferenciação de 

diferentes células, sendo identificada em 1994 por dois grupos de pesquisa distintos, 

quando chamou à atenção pela sua capacidade de mimetizar os efeitos de IL-2 em 

ensaios que estimulavam a proliferação de células T IL-2-dependentes (CTLL2) na 

presença de anticorpos anti-IL-2 (Burton et al.,1994; Grabstein et al., 1994). No 

primeiro estudo, pesquisadores do National Institutes of Health demonstraram que 

uma linhagem de células T leucêmicas, denominada HuT-102, secretava uma 

linfocina de 14 kDa que era capaz de estimular a proliferação de células T e ativação 
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de linfócitos granulares, denominando-a de IL-T (Burton et al.,1994). Em um trabalho 

paralelo, cientistas da Immunex Corparation (Seattle, WA) fizeram a purificação de 

uma citocina de 14-15 kDa do sobrenadante de uma linhagem de células epiteliais de 

rim de macaco (CV-1/EBNA) por cromatrografia seguida de sequenciamento. A esta 

citocina foi dado o nome de IL-15.  

Essa citocina compartilhava muitas propriedades biológicas com IL-2 

(Grabstein et al., 1994), como por exemplo, o fato de IL-15 possuir 4-α-hélices, e 

também compartilhar com IL-2 a cadeia 𝛽 e a cadeia gama comum (Уc), que fazem 

parte do seu receptor heterotrimérico, que também é composto pela subunidade α, 

que por sua vez, é específica ao receptor de IL-15 (Giri et al., 1994) (figura 6). A 

subunidade cadeia gama comum (Уc) também é compartilhada por outras citocinas 

como IL-7, IL-9 e IL-21, que também possuem uma subunidade específica em seu 

receptor, garantindo uma interação de alta afinidade ao ligante (Leonard et al., 1995). 

IL-15 atua na modulação de uma resposta imune adaptativa seletiva (Lodolce et al., 

2002) e exerce um papel fundamental no desenvolvimento de distintas populações de 

células imunes, como as células NK, por exemplo (Becknell et al., 2005).  

Em sua estrutura, IL-15 possui 2 pontes de dissulfeto nas posições 42Cys-88Cys 

e nas posições 35Cys-85Cys e fortes seções helicoidais nas regiões 1-17, 18-57, 65-

78 e 94-112 que, por sua vez, possibilitam a formação das 4-α-hélices (Grabstein et 

al., 1994; Pettit et al., 1997).  Na sua extremidade C-terminal, IL-15 possui, também, 

dois potenciais sítios para N-glicosilação (Kurys et al., 2000).  Através de um splicing 

alternativo que geram 2 mRNAs distintos, há a formação de duas isoformas de IL-15, 

que se diferenciam apenas no tamanho do seu peptídeo sinal (Nishimura et al., 2000; 

Prinz et al., 1998), onde um dos transcritos, que possui um longo peptídeo sinal de  

48 aminoácidos, é denominado IL-15LSP (do inglês “long signal peptide”) (Grabstein 

et al., 1994), e outro transcrito que possui um curto peptídeo sinal de  21 aminoácidos 

é denominado IL-15SSP (do inglês “short signal peptide”) (Meazza et al., 1996; 

Nishimura et al., 2000). Estas duas isoformas de IL-15 apresentam diferentes padrões 

de distribuição intracelular, tráfego, secreção e localização endossomal, o que remete 

para o importante papel do peptídeo sinal nos diversos mecanismos de controle da 

produção de IL-15 (Meazza et al., 1996; Nishimura et al., 2000; Kurys et al., 2000; 

Pereno et al., 2000). Um fato importante é que IL15SSP, ao contrário de IL15LSP não 

é secretada, em vez disso, esta isoforma é estocada no citoplasma (Kurys et al., 2000; 
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Gaggero et al., 1999; Pereno et al., 2000). As duas isoformas de IL-15 também 

apresentam localização nuclear, podendo ser observada uma clara localização de IL-

15 e a subunidade de alta afinidade de seu receptor, a IL-15Rα, na membrana nuclear 

e núcleo (Pereno et al., 2000).  

Diferentemente de outras citocinas, como IL-2 por exemplo, o mRNA de IL-15, 

que codifica uma proteína madura de aproximadamente 114 aminoácidos (Grabstein 

et al., 1994), é expresso constitutivamente por uma variedade de tipos celulares e 

tecidos, incluindo monócitos/macrófagos, células dendríticas, queratinócitos  e células 

da epiderme, fibroblastos  e células epiteliais de várias origens, células nervosas, rim, 

placenta, pulmão, coração e musculo esquelético (Grabstein et al., 1994; Musso et al., 

1999; Doherty et al., 1996; Mattei et al., 2001; Rückert et al., 2000; Rappl et al., 2001; 

Satoh et al., 1998; Shinozaki et al., 2002; Quinn et al., 1995; Rückert et al., 2009).  

Existe um fino controle da produção de IL-15 que ocorre, em parte, pela 

presença de vários sítios e iniciação (AUG) localizados na região não codificadora 5’ 

UTR, sendo no total 12 AUGs em humanos e 5 AUGs em camundongos. 

Experimentos que visavam elucidar a importância da presença desses AUGs no 

controle da expressão de IL-15 mostraram que a retirada de cada um desses códons 

antes do códon de início aumentava cerca de 10 a 15 vezes a produção de IL-15 

(Bamford et al., 1996).  

A cadeia α do receptor de IL-15 (IL-15Rα) é uma proteína transmembrana tipo 

I (Anderson et al., 1995; Giri et al., 1995). A ligação de IL-15 com a cadeia α do seu 

receptor ocorre independente da presença das subunidades β e У (Giri et al., 1995). 

Essa cadeia específica do receptor de IL-15 possui um curto domínio citoplasmático 

e uma região extracelular rica em prolina e treonina, que é um domínio responsável 

pela interação com IL-15 denominado domínio Sushi (Giri et al., 1995).  Os domínios 

Sushi são domínios que, também, contém 4 cisteínas que formam 2 pontes de 

dissulfeto ligadas por padrão 1-3 e 2-4, que também são encontrados em várias 

proteínas envolvidas na via do complemento e na cascata de coagulação. Esse 

domínio é essencial para interação do receptor com IL-15 (Perkins et al., 1988; Wei et 

al., 2001). IL-15Rα contém apenas 1 domínio Sushi, porém IL-15 possui dois sítios de 

ligação para IL-15Rα, onde ocorre uma ampla rede de interações iônicas entre IL-15 

e IL-15Rα (Giri et al., 1995). Semelhantemente a IL-15, o mRNA de IL-15Rα é 
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expresso em uma variedade de tipos celulares imunes e não imunes, como por 

exemplo: células T, células B, do cérebro, do intestino, do fígado, do músculo 

esquelético, do pulmão, do coração e do rim (Giri et al., 1995; Anderson et al., 1995; 

Waldmann et al., 1999; Fehninger et al., 2001; Tejman-Yarden et al., 2005; Schluns 

et al., 2004).   

Como mostra a figura 7, IL-15 se liga e desencadeia a sinalização através das 

cadeias β e У de seu receptor, que possuem afinidade intermediária pela citocina, 

participando tanto da ligação com IL-15, quanto da própria transdução de sinal. Estas 

cadeias não possuem atividade enzimática sendo, desta forma, a própria ligação com 

a citocina que causa a sua oligomerização. Todavia a sinalização por meio destas 

subunidades necessita de recrutamento de quinases no domínio citoplasmático 

destas moléculas (Cosman et al., 1993). A sinalização mediada por IL-15 em linfócitos  

T resulta na ativação de Janus quinase (JAK) (que tem papel crítico na sinalização de 

diversos membros da superfamília de receptores de citocinas), culminando na 

ativação da proteína transdutora de sinal e ativadora de transcrição (STAT) (Johnston 

et al., 1995; Leonard et al., 2001). Assim que ocorre a interação do receptor com seu 

ligante, as JAKs associadas são colocadas próximas, porém em oposição, permitindo 

a sua fosforilação cruzada e consequente ativação. A cadeia β recruta JAK1 e a cadeia 

Уc recruta JAK3. Dessa forma, é possível ocorrer a fosforilação e ativação de STAT3 

e STAT5, respectivamente (Johnston et al., 1995).  Existem resíduos específicos de 

tirosina nos domínios citoplasmáticos das subunidades β e Уc que também se 

fosforilam e são utilizados como sítios de encaixe para STAT (Gaffen et al., 1998). 

Dessa forma, as proteínas STAT recrutadas são fosforiladas por JAK ativadas. As 

STATs fosforiladas em suas tirosinas formam homo e heterodímeros  que se 

translocam para o núcleo afim de se ligar em seus elementos regulatórios no  DNA 

alvo e ativar a expressão gênica (Leonard et al., 2001).  
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Figura 7: Principais características da produção e função de IL-15. (A) Por meio de um splicing 
alternativo é possível haver duas isoformas de IL-15 que se diferem apenas no tamanho do peptídeo 
sinal (setas). Assim, a isoforma longa possui um peptídeo sinal de 48 aminoácidos, ao contrario da 
isoforma curta que possui um peptídeo sinal de 21 aminoácidos. (B) Ambas as isoformas acabam 
gerando uma proteína madura de 114 aminoácidos que possui potenciais sítios de N-glicosilação na 
extremidade C-terminal. (C) Devido a uma secreção ineficiente, a isforma curta se localiza 
predominantemente no citoplasma da célula (amarelo), ao contrário da isorfoma longa, que é secretada 
(vermelho). (D) IL-15 pode ser secretada ou encontrada associada à membrana celular via ligação com 
a cadeia α de alta afinidade, que compõe seu receptor heterotrimérico. Por esse mecanismo, há 
ativação de diversas células do sistema imunológico durante a sinapse imunológica entre as células 
apresentadoras de antígeno e as células naturais células assassinas (NK) ou células T CD8+, por 
exemplo. IL-15Rα presente na superfície de macrófagos ou células dendríticas, apresenta IL-15 em 
trans para células que expressam apenas IL-2/15Rβ e γc, permitindo assim, a sinalização através 
desses complexos, o que induz a ativação da resposta imune, diferenciação, proliferação e inibição da 
apoptose nas células alvo. (E) A subunidade α do receptor de IL-15 não é responsável pela transdução 
de sinal, visto que possui um curto domínio citoplasmático. Porém, se liga a IL-15 com alta afinidade, 
garantindo a especificidade da ligação. A transdução de sinal é mediada pelas subunidades β e У, que 
possuem longos domínios citoplasmáticos e também são encontrados em receptores para outras 
citocinas.  Estes dois receptores induzem uma sinalização convergente que envolve  a tivação de JAK1 
(Janus quinase 1), JAK3 e STAT5 e STAT3 (proteína transdutora de sinal e ativadora da transcrição 5 
e 3). A interação de IL-15 com a cadeia β e a cadeia γ leva à fosforilação da receptor e de JAK1 e 
JAK3, que estão associados à cadeia β e à cadeia γ, respectivamente. STAT5 e 3 então associados 
com o receptor fosforilado são, também, fosforilados em um resíduo de tirosina. Isso resulta na 
dissociação de STAT5 e 3 do receptor e a subsequente dimerização de STAT5 e 3. Os dímeros STATs 
fosforilados então, translocam para o núcleo e promovem a transcrição de genes alvo, que geralmente 
estão envolvidos na resposta imune e ativação celular (Adaptado de Waldmann, 2006 e Guo et al., 
2017).  
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 Tem sido demonstrado que  a via de sinalização por IL-15 é capaz e ativar 

fatores de transcrição como NF-kB e AP-1 e, também, ativar a proteína c-Myc (Zhu et 

al.,1994; McDonald et al., 1998; McDonald et al., 2000). 

 Existem estudos que demonstram a existência de uma outra  via, com 

receptor alternativo,  em mastócitos mediada por IL-15, denominado IL-15RX,  e que 

não exige a participação das cadeias β ou Уc, também culminando na ativação de 

JAK2/STAT5 e Tyk2/STAT6 (Tagaya et al.,1996; Masuda et al., 2001; Masuda et al., 

2000).  

 Além das células T e NK, a sinalização mediada por IL-15 é capaz de afetar 

outros tipos celulares (Ohteki et al., 2001; Ohteki et al., 1998; Van Belle et al., 2005; 

Lodolce et al., 2002; Becknell et al., 2005; Ma et al., 2006), como por exemplo: 

neutrófilos e eosinófilos, estimulando a produção de IL-8 (McDonald et al., 1998; 

Cassatella et al., 2000; Musso et al., 1999; Girard et al., 1996; Girard et al., 1998; 

Pelletier et al., 2002; Bouchard et al., 2004; Hoontrakoon et al., 2002; Ottonello et al., 

2002; Watson et al., 1998); no desenvolvimento e a proliferação de mastócitos (Galli 

et al., 2005) em macrófagos (D’Agostino et al., 2004; Maeurer et al., 2000); e em 

células dendriticas durante a infecção por Listeria monocytogeneses (Mattei et al., 

2001; Dubois et al., 2005; Liu et al., 2000). IL-15 também é capaz de estimular a 

formação de células tipo osteoclastos em cultura de medula de osso de camundongo 

in vitro (Ogata et al., 1999). Também foi demonstrado que células endoteliais do 

cordão umbilical humano (HUVEC) e células endoteliais das microvilosidades 

intestinais humanas (HIMEC) expressam mRNA de IL-15Rα e lL-15, onde IL-15 

estimulou angiogênese in vivo e in vitro (Nilsen et al., 1998; Yang et al., 2002; Angiolillo 

et al., 1997). IL-15 é altamente expressa no músculo esquelético possuindo efeitos 

anabolizantes musculares in vitro semelhantemente a outro potente fator de 

crescimento, o IGF-1 (Quinn et al., 1995). IL-15 e todas as três subunidades do IL-

15R são amplamente expressas no sistema nervoso central de camundongos e 

humanos, incluindo o córtex frontal e parietal, hipocampo, medula espinhal, tálamo e 

cerebelo (Hanisch et al., 1997; Kurowska et al., 2002).  

Apesar de existirem diversos trabalhos que elucidam a via de sinalização 

mediada por IL-15 e de seu papel estimulatório no sistema imune, poucos trabalhos 

investigam o papel da IL-15 intracelular durante a infecção por diversos patógenos. A 

maioria dos trabalhos publicados envolvem a quantificação da IL-15 secretada em 
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soro de pacientes acometidos com algum tipo de infecção, mostrando, na maioria das 

vezes, um aumento acentuado nos seus níveis.  

Diante dos resultados obtidos nos ensaios de duplo hibrido, a possível 

interação entre amastina e IL-15 foi investigada através de experimentos de “pull 

down” in vitro (Dissertação de Mestrado de Ramon Mendes de Almeida, UFMG - 

2010). Foram testadas IL-15 recombinantes fusionadas com uma cauda de histidina 

e a alça extracelular de amastina fusionada com a proteína GST. Os dados, 

entretanto, foram inconclusivos, sendo necessário a realização de novos 

experimentos de “pull down” ou de co-imunoprecipitação, utilizando extratos celulares 

de células que normalmente produzem IL-15.   

Com base nos achados no ensaio de duplo híbrido e nos trabalhos 

documentados acerca da elevação dos níveis de IL-15 durante processos infecciosos, 

decidimos  buscar informações sobre o padrão de expressão de IL-15 intracelular e 

secretada durante a infecção por T. cruzi, para em seguida realizar novos 

experimentos para verificar se há uma interação desta proteína com a forma 

amastigota do parasito e, no caso de haver essa interação, saber qual  seria o papel 

da isoforma intracelular  de IL-15 para sobrevivência do parasito no interior das células 

hospedeiras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 
 

2. Objetivos         

2.1 Objetivo Geral 

✓ Investigar o papel de IL-15 na infecção por T. cruzi e outros parasitos 

intracelulares. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

✓ Determinar os níveis de IL-15 secretada e não secretada em culturas de 

macrófagos peritoneais murinos, células L6, LLCMK2 ou H9C2 infectados por 

T. cruzi. 

✓ Determinar os níveis de IL-15 secretada e não secretada em culturas de 

macrófagos   infectados por L. amazonensis. 

✓ Avaliar a localização e perfil de distribuição celular de IL-15 em culturas de 

macrófagos infectados por T. cruzi ou L. amazonensis, e células L6 infectadas 

por T. cruzi. 

✓ Avaliar o perfil de infecção de macrófagos murinos previamente estimulados 

com IL-15 durante a infecção por T. cruzi. 

✓ Avaliar o perfil de infecção de macrófagos murinos nocautes para IL-15 durante 

a infecção por T. cruzi. 
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3. Material e métodos     

Todos os experimentos descritos neste trabalho seguiram a Lei 11.794 e as 

Diretrizes para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins Científicos e Didáticos 

(DBCA) do CONCEA. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade 

Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG), com o número 305/2016. 

 

3.1 Obtenção de macrófagos intraperitoneais 

 

Para obtenção de macrófagos peritoneais foram injetados 2-3 mL de tioglicolato 

na cavidade peritoneal dos camundongos. Após 72 horas do estímulo, os 

camundongos foram sacrificados e o peritôneo foi exposto, onde foram injetados 7-10 

mL de PBS 1X gelado e retirado o máximo possível de PBS 1X. O conteúdo foi 

transferido das seringas para um tubo de centrífuga de 50 mL e o volume foi 

completado para 40 mL com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal 

bovino, 2 mM de L-glutamina, 200 U/mL de penicillina G, e 100 μg/mL de sulfato de 

estreptomicina, pH 7.4 (Gibco®, Life Technologies Corporation). O conteúdo foi 

centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C sem break ou com break brando. Após 

esta etapa de centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

ressuspendido em 1 mL de meio RPMI 1640 suplementado como descrito acima. A 

viabilidade das células foi avaliada pelo método de exclusão de Trypan. 

 

3.2 Infecção de macrófagos peritoneais murinos com as formas tripomastigotas 

de T. cruzi da cepa Y e promastigotas metacíclicas de Leishmania amazonensis 

 

Os macrófagos peritoneais primários de C57BL/6 foram cultivados em meio 

RPMI 1640 suplementado como descrito no item 3.1 e plaqueados em placas de 

cultura de 24 poços (Corning) com lamínulas de vidro circulares esteréis de 13mm no 

fundo de cada poço (Glasscyto).   

Para a infecção por Leishmania amazonensis, à cada poço, foram adicionados 

uma proporção de 10 parasitos, na forma promastigota metacíclica, por macrófago e 

mantidos em meio RPMI 1640 completo. Após 24 horas de infecção, as células foram 
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lavadas com meio RPMI 1640 completo a fim de remover os parasitos que não foram 

internalizados e mantidas em diferentes períodos à 37°C em atmosfera de 5% de CO2. 

Para a infecção por Trypanosoma cruzi, a cada poço foram adicionados uma 

proporção de 5 parasitos, na forma tripomastigota, por macrófago e mantidos em meio 

RPMI 1640 completo. Após 2 horas de infecção, as células foram lavadas com RPMI 

1640 completo para remover parasitas que não foram internalizados e mantidas em 

diferentes períodos a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. 

Para análise por ELISA, 1x106 células foram plaqueadas e infectadas com T. 

cruzi ou Leishmania amazonensis. As amostras do extrato celular e o sobrenadante 

das culturas celulares foram analisadas por diferentes tempos. 

Para os ensaios de imunofluorescência, 5x105 células foram plaqueadas, e a 

infecção foi avaliada por diferentes períodos. Após cada período, as lamínulas eram 

fixadas com acetona por 30 segundos e guardadas em freezer a -20ºC até o momento 

das marcações com anticorpos.  

Para os ensaios em que foram verificados os índices de infecção, 5x105 células 

foram plaqueadas e a infecção observada em diferentes períodos. Ao final de cada 

tempo, as lamínulas eram lavadas 2 vezes com PBS 1X e coradas com panótico 

rápido LB (Laborclin – código 620529) para contagem.  

 

3.3 Cultivo das linhagens celulares LLCMK2, L6 e H9C2 

 

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho foram LLCMK2, L6 e H9C2, 

cujas informações adicionais constam na tabela 1. Estas células foram cultivadas em 

garrafas de cultura celular (25cm2 ou 75cm2) em meio DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium, Sigma-Aldrich) acrescido de 1% de antibiótico contendo 200 U/ml de 

penicillina G e 100 μg/ml de sulfato de streptomicina, pH 7.4 e suplementado com 10% 

de soro fetal bovino. A cultura foi mantida em atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC, e o 

crescimento celular foi visualizado diáriamente em microscópio óptico invertido.   

Para manutenção das células, o meio de cultivo das garrafas com confluência 

total foi removido, e as células foram lavadas com 3-5 ml de PBS 1X estéril, pH 7.4. A 

garrafa foi incubada com 1-3 ml de solução de tripsina-EDTA (0.05%/0.02%) por 5-10 

minutos, a 37°C para desprendimento das células aderidas na superfície de cultivo. 

Em seguida, para inativação da tripsina-EDTA, foi adicionado 1-3 ml de meio DMEM 
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completo como descrito acima, e as alíquotas das suspensões celulares obtidas foram 

transferidas para novas garrafas com DMEM completo.   

Para produção de estoques celulares, as células foram periodicamente 

removidas, quantificadas e ressuspensas em soro fetal bovino acrescido de 10% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) estéril. Essas suspensões foram armazenadas em tubos de 

criopreservação a -20°C overnight e, em seguida, transferidas para freezer a -80°C, 

mantidas por até 3 meses. 

Quando as células eram destinadas aos ensaios de infecção, eram cultivadas 

em garrafas com meio de cultura DMEM + 10% soro fetal bovino + 1% de antibiótico 

até atingirem uma confluência de 80%. Ao atingirem essa confluência (período de 5 a 

7 dias), era feita a tripsinização e contagem das células. Uma parte dessas células 

era plaqueada em placas de 24 poços, e cultivadas com meio de cultura DMEM + 5% 

soro fetal bovino + 1% de antibiótico, e o restante das células era transferido para uma 

garrafa e expandido para posterior congelamento.  

 

 

 

 

Tabela 1: Informações sobre as linhagens celulares utilizadas neste trabalho 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: https://www.atcc.org 

 

 

 

 

 

 

Linhagem Organismo de 

origem 

Tipo celular Tecido de 

origem 

Código  

L6 Rattus norvegicus 

(rato) 

Mioblasto Músculo 

esquelético 

ATCC CRL-1458 

LLC-MK2 Macaca mulata 

(Macaco, Rhesus) 

Epitelial Rim ATCC CCL-7 

H9C2 Rattus norvegicus 

(rato) 

Mioblasto Miocárdio ATCC CRL-1446 
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3.4 Cultivo das formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi 

 

As formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram coletadas do 

sobrenadante de células LLCMK2 infectadas e cultivadas em meio DMEM acrescido 

de 1% de antibiótico, enriquecido com 10% de Soro Fetal Bovino em atmosfera com 

5% de CO2 por 5-6 dias, que foi o tempo necessário para se observar a ruptura das 

células e, consequentemente, tripomastigotas no sobrenadante. Assim, o 

sobrenadante foi coletado e centrifugado a 1000 g por 10 minutos. O pellet foi 

ressuspendido em 1-3 ml de meio DMEM completo como descrito acima. Após 

possíveis diluições, uma alíquota de 10 ul foi utilizada para contagem na câmara de 

Neubauer e o total de parasitos obtidos foi utilizado nos experimentos e infecção. 

 

3.5 Infecção de células LLCMK2, L6 e H9C2 com formas tripomastigotas de T. 

cruzi da cepa Y 

 

Células LLCMK2, L6 ou H9C2 foram tripsinizadas e plaqueadas em placas de 

24 poços (Corning) contendo lamínulas de vidro circulares esteréis, de 13 mm, no 

fundo de cada poço (Glasscyto).  

Para análise por ELISA, 5x105 células foram plaqueadas, infectadas na 

proporção de 5 tripomastigota por célula. Foram obtidas amostras do extrato e 

sobrenadante das culturas celulares e a infecção foi avaliada em diferentes períodos.  

Para os ensaios de imunofluorescência, 5x104 células foram plaqueadas e 

infectadas. As lamínulas eram fixadas com acetona por 30 segundos e guardadas em 

freezes a -20ºC até o momento das marcações com anticorpos.  

Para os ensaios em que foram verificados os índices de infecção, 5x104 células 

foram plaqueadas e a infecção observada em diferentes períodos. Ao final de cada 

tempo, as lamínulas eram lavadas 2 vezes com PBS 1X e coradas com panótico 

rápido LB (Laborclin – código 620529) para contagem.  
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3.6 Obtenção das formas promastigotas metacíclicas de Leishmania 

amazonensis  

 

Os cultivos da forma promastigota de Leishmania amazonensis, gentilmente 

fornecido pela Profa. Maria de Fátima Martins Horta do Departamento de Bioquímica 

e Imunologia da UFMG, foram mantidos por passagens semanais no meio de cultura 

Schneider recentemente preparado (Sigma-Aldrich Cat. No. S9895) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor.  

Para purificação das formas promastigotas metacíclicas, as Leishmanias foram 

cultivadas por 3 a 4 dias (no caso da Leishmania amazonensis). Após isso, a cultura 

da garrafa foi transferida para um tubo de centrífuga de 50 mL e lavada duas vezes 

com PBS 1X para remover parasitas aderidos. O tubo de centrífuga foi passado 

ligeiramente no vórtex para soltar os grumos de Leishmanias. Após isso, o tubo foi 

centrifugado a 500 rpm por 4 minutos a 4°C para remover possíveis resíduos, e o 

sobrenadante foi coletado e transferido para outro tubo de 50 mL.  

Assim, houve mais uma etapa de centrifugação a 3.300 rpm por 15 minutos a 

4°C. Durante a centrifugação foi preparado o reagente ficoll 10% para, em seguida, 

montar um gradiente, adicionando ficoll 20% em um tubo de centrífuga de 15 mL. Após 

a centrifugação da cultura de parasito, o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de 

PBS 1X estéril.  O ressuspendido foi adicionado lentamente sobre o gardiente de ficoll 

pela parede do tubo com auxílio de uma pipeta. O gradiente foi centrifugado a 2.500 

rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado, rapidamente, por cima do anel 

esbranquiçado com o cuidado de evitar a desorganização do gradiente e, também, 

devido a toxicidade do ficoll. Ao sobrenadante foram adicionados aproximadamente 

40mL de PBS 1X e centrifugado a 3.300 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante 

foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1X. O procedimento foi 

repetido por, no mínimo, duas vezes. O número de parasitos foi quantificado em 

câmara de Neubauer. 
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3.7 Animais 

Todos os camundongos utilizados para realização dos experimentos deste 

projeto foram C57BL/6 machos, obtidos no biotério de criação do Instituto de Ciências 

Biológicas da UFMG a partir da matriz de camundongos nocautes para IL-15 

gentilmente cedidos pelo Dr. Herbert Tanowitz, gerados no “Institute for Animal 

Studies do Albert Einstein College of Medicine”, nos EUA, conforme descrito por 

Kennedy e colaboradores (2000). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, 

ambiente com temperatura controlada (23  2ºC) e ciclo claro-escuro (12-12h). Os 

animais tiveram à disposição ração padrão e água de torneira filtrada. 

 

3.8 Obtenção das amostras da cauda de camundongo para genotipagem 

Amostras da cauda de camundongos isogênicos do biotério de produção da 

UFMG, foram coletados cortando-se aproximadamente 0,5 cm da cauda de cada 

camundongo pressionando a cauda com uma pinça próximo ao local do corte. Para 

isso foi administrada, previamente, cloridrato de lidocaína (pomada) 50mg (EMS S/A), 

para anestesiar o local do corte. Todo material utilizado para a retirada da amostra 

das caudas era higienizado e destinado, unicamente, para esse fim. Após esse 

procedimento, as amostras eram acondicionadas em tubos de polipropileno 

etiquetados e as amostras da cauda eram imediatamente incubadas com a solução 

de lise para extração do DNA. 

 

 

3.9 Extração de DNA pelo protocolo de fenol/clorofórmio  

 

Os camundongos tiveram aproximadamente 0,5 cm da cauda removido e 

incubado, over night a 55ºC, com 400 uL de solução de extração contendo 100 mM 

de Tris-HCl, EDTA 5mM (pH 8,5), SDS 0,2% e NaCl 200 mM. No momento do uso, a 

esta solução, eram adicionados 2 uL de proteinase K (100 ug/mL). 

 No dia seguinte, caso ainda existisse algum pedaço de tecido, era necessário 

agitar o tubo no vórtex até a cauda dissolver por completo. Em seguida, a amostra era 

centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

coletado e incubado com 700 uL de Fenol/Clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1). 
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Após isso, a amostra foi agitada por 1 hora no shaker (com inversão), em velocidade 

de 1.500 rpm. Novamente houve uma etapa de centrifugação a 14.000 rpm por 5 

minutos à temperatura ambiente.  

A fase aquosa superior que se formou foi colatada e incubada com 

Fenol/Clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1). Neste estágio, a amostra foi agitada por 

1 hora no shaker (com inversão), em velocidade de 1.500 rpm, seguida de 

centrifugação a 14.000 rpm por 5 minutos à temperatura ambiente. A fase aquosa 

superior foi coletada e a esta foram adicionados 600 uL de etanol PA (Merk), com 

incubação a -20°C por uma hora. Após esse período, o tubo que continha amostra foi 

invertido até formar um precipitado. A amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 5 

minutos à 4°C e o sobrenadante foi descartado e incubado com 500uL de etanol 70% 

gelado. A amostra foi centrifugada a 14.000 rpm, por 5 minutos à temperatura 

ambiente à 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 30 uL 

de Tris-EDTA. A amostra de DNA foi quantificada em espectrofotômetro (NanodropTM 

ou GeneQuant 1300). 

 

 

3.10 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

O DNA purificado a partir da cauda de camundongo foi empregado como molde 

nas amplificações por PCR para genotipagem dos camundongos a fim de distinguir 

os animais nocautes para IL-15, que foram usados nos experimentos, dos animais 

selvagens e heterozigotos que possivelmente foram usados na geração da colônia IL-

15 nocaute.  

As reações de PCR foram feitas em um volume total de 20 μL, utilizando-se 

100 ng de DNA genômico de camundongo, 0,5 μM de cada iniciador (Senso 1 – 

TGGCCTCTGTTTTAGGGAGA e anti-senso 1 – AGGCCATCTCAGGAAGATCA; que 

amplificariam o gene de IL-15 em um fragmento de 361 pares de bases em animais 

selvagens e heterozigotos; e senso 2 – CGTTGGCTACCCGTGATATT e anti-senso 2 

– AGAAGGCTTTGCAATGTTCA, que amplificariam o gene de IL-15 interrompido pelo 

gene da proteína que confere resistência a neomicina com um fragmento de 308 pares 

de bases em animais heterozigotos e nocautes) (figura 8); 0,2 mM de cada nucleotídeo 

(dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 1X de tampão Go Taq (Promega) contendo 1,5mM de 
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MgCl2; 1,25 Unidades  de Taq DNA polimerase (Promega) e água para completar o 

volume.  

As reações foram incubadas no termociclador ProFlex PCR System 

(Biosystems), utilizando o seguinte programa: desnaturação inicial de 95ºC por 3 

minutos; 30 ciclos de 95ºC por 1 min, anelamento de 52ºC por 1 min e extensão a 

72ºC 1 min; além de uma extensão final a 72 ºC por 12 minutos. Os produtos da 

amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampão 

TAE 1X, contendo 10% de SYBRTM Safe (Thermo Fisher) e visualizados em luz UV. 
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando a genotipagem dos camundongos a 

serem utilizados nos experimentos de infecção. O DNA genômico dos camundongos candidatos a 

serem utilizados nos experimentos de infecção foi purificado utilizando o protocolo com 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1), e utilizado como molde na PCR na qual foram empregados 

iniciadores que amplificavam um fragmento de 361 pares de bases, que correspondia ao gene de IL-

15 não interrompido, e também, iniciadores que amplificavam um fragmento do gene que confere 

resistência a neomicina, o qual foi utilizado para interromper o gene de IL-15 gerando os animais IL-15 

nocautes. Dessa forma, para os animais selvagens (canaletas 01 e 02) é possível observar apenas 

bandas correspondentes ao fragmento de 361 pares de bases, ao contrário dos animais nocautes 

(canaleta 04), em que é possível observar apenas a banda correspondente ao fragmento de 308 pares 

de bases. Para os animais heterozigotos é possível observar a presença das bandas correspondentes 

aos dois fragmentos.  
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3.11 Índices de infecção 

 

Para avaliar os índices de infecção das células infectadas tanto por T. cruzi ou 

L. amazonensis, as lâminas de infecções de diferentes períodos foram coradas com 

panótico rápido LB (Laborclin – código 620529). Foram contadas 300 células totais e 

as contagens foram feitas em triplicata. Destas 300 células, foram contadas o número 

de células infectadas e a quantidade de parasitos em cada célula infectada.  

Para os cálculos da porcentagem de células infectadas foi utilizada a seguinte 

fórmula: 

 

 

 

 

 

 

Para determinar o número de amastigotas a cada 100 células infectadas foi utilizada 

a seguinte fórmula: 

 

 

 

 

 

 

3.12 Medição da produção óxido nítrico (NO) 

 

A produção de NO foi analisada indiretamente pela leitura colorimétrica do 

nitrito em sobrenadantes das culturas de macrófagos infectados por T. cruzi nos 

diferentes tempos de infecção pelo reagente de Griess, conforme descrito por Green 

et al. (1992). Foram coletados 50µl do sobrenadante por poço, misturados na 

proporção de 1:1 com o reagente de Griess [1 volume de 1% de Sulfanilamida (H3PO4) 

em 2,5% de ácido ortofosfórico em água deionizada com volume igual de 0,1% de N-

(1- Naptil) -Etilenediamida (NEED) em água deionizada] em placa de 96 poços. Após 

10 min, a mistura foi submetida à leitura num espectrofotômetro para placa de 96 

nº de células infectadas x 100 

nº total de células 

nº de amastigotas 

nº de células infectadas 

X 100 
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poços utilizando 540 nm como comprimento de onda. A concentração foi calculada 

por uma curva padrão pré-calibrada usando nitrito de sódio (NaNO2) 10 mM diluído 

em meio de cultura como padrão (Ding et al.,1988). 

 

3.13 ELISA 

 

Para obtenção do extrato celular, as células foram lisadas durante 5 minutos à 

temperatura ambiente em um tampão de lise contendo EDTA 1X, SDS 3%, Tris-HCl 

pH 7,5 (10Mm) e PMSF (0,7mM).   

Em relação as amostras de sobrenadante analisados, foram retirados 100 uL 

do total de 300 uL para análise por ELISA, utilizando o kit DuoSet ELISA (DY447), da 

R&D Systems. O anticorpo de captura foi diluído 1:120 em 100uL PBS 1X. O volume 

foi imediatamente pipetado em uma microplaca de 96 poços. A placa foi incubada à 

temperatura ambiente over nigth.  

No dia seguinte, o anticorpo de captura foi aspirado e cada poço foi lavado 3 

vezes, enchendo cada poço com 400uL de tampão de lavagem contendo Tween 20 

(0,05%) em PBS 1X (pH 7,2-7,4). Em seguida, os poços foram bloqueados com adição 

de 300 μL do reagente diluente, contendo BSA 1% filtrado em filtro de 0.2 micrômetros 

ou 5% de leite em pó desnatado (Molico), ambos diluídos em PBS 1X (pH 7,2-7,4). A 

placa foi incubada à temperatura ambiente por 1 hora, e após esse tempo foi repetida 

a etapa de lavagem por 3 vezes com tampão de lavagem. Foram adiocionados 100 

μL da amostra para análise e também, 100 μL do padrão, que fora previamente diluído 

em reagente diluente, usando 7 pontos para curva padrão, sendo a maior 

concentração de 8000 pg/mL e diluições seriadas de 2 vezes. A placa foi coberta com 

fita adesiva e incubada por 2 horas à temperatura ambiente. Após esse tempo houve 

aspiração do material, seguida de 3 lavagens com tampão de lavagem. Foram 

adiocionados 100 μL do anticorpo de detecção, diluído 1:60 em 100uL de reagente 

diluente em cada poço. A placa foi novamente coberta com fita adesiva e incubada 

por 2 horas à temperatura ambiente. Após esse tempo, foi feita a aspiração do 

material, seguida de 3 lavagens e adicionados 100 μL da solução de Streptavidina 

conjugada com HRP, diluída 1:40 em reagente diluente em cada poço. A placa foi 

coberta com fita adesiva e incubada durante 20 minutos à temperatura ambiente, sem 

exposição direta à luz. Depois de aspirado e lavado todo o material, foram 
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adiocionados 100 μL da solução de substrato, contendo peróxido de hidrogênio (H2O2) 

e tetrametilbenzidina (TMB) na razão de 1:1 a cada poço, e a placa foi incubada 

durante 20 minutos à temperatura ambiente sem contato direto com a luz. Após esse 

tempo, foram adicionados em cada poço, 50 μL da solução de parada contendo 2 N 

H2SO4. A densidade óptica foi determinada, imediatamente, usando um leitor de 

microplacas ajustado para 450 nm. 

 

3.14 Imunofluorescência por microscopia confocal para detecção de IL-15 

 

As células cultivadas em lamínulas de vidro foram lavadas com PBS 1X e 

fixadas com acetona a 4° C por 1 minuto. Após a fixação, as células foram lavadas 

três vezes com solução de PBS 1X. O bloqueio e a permeabilização foram feitos com 

PBS 1X contendo 2% BSA e saponina 0,5% durante 20 minutos à temperatura 

ambiente. No caso da marcação de macrófagos murinos, uma vez que nestas células 

há a presença de receptores Fc na sua membrana, foi necessária a incubação 

adicional de um anticorpo Fc Block [BD Pharmingen CD16/CD32 (2 4G2)] diluído 

1:100 em solução de bloqueio por 30 minutos. A incubação com anticorpo primário foi 

feita usando anti-IL-15 de camundongo policlonal produzido em cabra (R&D Systems 

– código AF447) diluído 1:10 em 30uL de PBS 1X com 2% BSA e saponina 0,5% foi 

feita durante 45 minutos. Deste modo, as células foram lavadas três vezes com PBS 

1X durante 5 minutos e incubadas com anticorpo anti-IgG de cabra conjugado com 

Alexa488 ou Alexa594 (Donkey α-Goat, Molecular Probes), diluído 1:100 em 30uL de 

PBS 1X com 2% BSA e saponina 0,5% por 1 hora. As células foram lavadas 

novamente com PBS 1X como descrito anteriormente, com o acréscimo de mais 3 

lavagens apenas com PBS 1X. Em seguida, as lamínulas foram incubadas com 4',6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma Aldrich), diluído 1:1000 em 30uL de PBS 1X, 

seguido de 3 lavagens com PBS 1X.  

As lamínulas foram montadas com gel de montagem anti-fading p-

Phenylenediamine (PPD) e seladas com base esmalte transparente.  As imagens 

foram capturadas no microscópio invertido de fluorescência por microscopia confocal 

Nikon Ti C2 equipado com objetiva de 60x do Center for Gastrointestinal Biology, do 

Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. 
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3.15 Comparação do sinal da fluorescência pelo cálculo da  Fluorescência Total 

Celular Corrigida (CTCF) 

 

Com o auxílio do software ImageJ foi possível obter alguns valores necessários 

para se cálcular os valores de CTCF. Para isso, as células de cinco campos diferentes 

foram selecionadas, gerando valores de densidade integrada, área da célula e média 

de cinza. Para correção dos valores, em cada figura foram selecionadas 3 áreas, de 

qualquer tamanho, que não possuíam fluorescência, a qual chamamos de fundo.  Com 

os valores obtidos, utilizamos a seguinte fórmula:  

 

 

 

 

 

3.16 Infecção de células previamente estimuladas com IL-15 recombinante 

Macrófagos peritoneais murinos obtidos a partir do estimulo inflamatório por 

tioglicolato foram plaqueados e cultivados conforme descrito no ítem 3.5 e estimulados 

com 10 ng/mL de IL-15 recombinante por 24 horas (R&D Systems) em cada poço. 

Assim, no dia seguinte, estas células foram infectadas com T. cruzi na razão de 5:1 

parasitos por células. Os índices de infecção foram observados em diversos tempos 

por meio da observação, em microscópio, das lamínas coradas com panótico rápido 

LB. 

 

3.17 Análises estatísticas 

Os gráficos foram feitos plotando os resultados das contagens das triplicatas 

de cada experimento com auxílio do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software). As análises estatísticas foram feitas utilizando os métodos One way 

ANOVA e Tukey's test como pós teste ou Two way ANOVA e Bonferroni's Multiple 

Comparison como pós teste. P < 0,05, P< 0,01 e P<0,001 foram considerados 

significativos, equivalendo *, ** e ***, respectivamente. Os experimenros foram 

repetidos, no mínimo 3 vezes de forma independente. 

CTCF = Densidade da Integrada – (Área da célula selecionada               Média da 

fluorescência da leitura do fundo) 

X      
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4. Resultados           

4.1 Detecção de IL-15 no sobrenadante e em extrato celular de macrófagos 

infectados com T. cruzi 

Macrófagos murinos foram infectados na proporção de 5 tripomastigotas por 

célula hospedeira. As células foram coradas e a porcentagem de células infectadas e 

o número de amastigotas a cada 100 células infectadas em diferentes tempos foram 

determinados. Os dados na figura 9A mostram que as porcentagens de células 

infectadas foram de 38%; 49,33% e 67% em 24, 48 e 72 horas pós-infecção, 

respectivamente. Os dados na figura 9B mostram um aumento no número de 

amastigotas a cada 100 células infectadas, sendo de 255,4; 821,4 e 960,1 em 24, 48 

e 72 horas após o início da infecção, respectivamente. Assim, os extratos celulares e 

sobrenadantes das culturas de macrófagos peritoneais murinos infectados com T. 

cruzi, durante os tempos de 24, 48 e 72 horas, foram utilizados em ensaios de ELISA 

para a avaliação da expressão de IL-15. Os níveis de IL-15 secretada no sobrenadante 

da cultura de macrófagos foram indetectáveis.  Por outro lado, a análise do extrato 

celular de macrófagos infectados por T. cruzi apresentou aumentos de 3,6 vezes e 

1,99 vezes nos níveis de produção de IL-15 nos tempos de 24 e 48 horas pós-

infecção, respectivamente (Figura 10). Após 24 horas de infecção, os níveis de IL-15 

detectados diminuíram sendo que, com 72 horas, foram observados valores próximos 

aqueles encontrados em macrófagos não infectados. 
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Figura 9: Porcentagem de células infectadas e número de amastigotas por 100 células infectadas 

em macrófagos peritoneais murinos infectados com tripomastigotas de T. cruzi. Macrófagos 

peritoneais murinos foram infectados na proporção de 5:1 tripomastigotas por célula. (A) Porcentagens 

de células infectadas em diferentes tempos de infecção. (B) Número de amastigotas por 100 células 

infectadas. No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção. O asterisco acima de cada 

barra contida no gráfico representa uma diferença estatisticamente significativa comparada com o 

primeiro tempo observado (p <0,05 = * e p <0,001 = ***). 
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Figura 10: ELISA de extrato celular de macrófagos peritoneais mostrando os níveis de IL-15 em 

resposta a infecção por T. cruzi. 1x106 Macrófagos peritoneais murinos/poço foram infectados com 

a forma tripomastigota de T. cruzi numa razão de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do gráfico estão 

indicados os tempos de infecção e no eixo y do gráfico estão indicadas as concentrações de IL-15. Os 

tempos de infecção observados foram 6, 24, 48 e 72 horas. O asterisco acima de cada barra contida 

no gráfico representa uma diferença estatisticamente significativa em comparação com as células não 

infectadas (p < 0,05 = * e p <0,001 = ***). 
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4.2 Imunolocalização de IL-15 em macrófagos murinos infectados por T. cruzi 

Por sua localização na membrana do parasito e por possuir duas alças 

hidrofílicas voltadas para o lado de fora da membrana do parasito (Teixeira et, al., 

1994), estando dessa forma em constante contato com as proteínas citoplasmáticas 

das células hospedeiras, nós levantamos a hipótese de que o parasito poderia 

interagir com IL-15 via amastinas e/ou outras proteínas associadas a esta. Baseado 

nos resultados de ELISA que mostraram um aumento de IL-15 no extrato celular de 

macrófagos peritoneais murinos, experimentos de imunofluorescência e análise por 

microscopia confocal, utilizando um anticorpo anti-IL-15 e um anticorpo secundário 

conjugado com o fluorocromo Alexa 594, foram feitos para verificar a existência de co-

localização de IL-15 com as formas amastigotas de T. cruzi. Na figura 11.1 é mostrada 

a localização intracelular de IL-15 com uma distribuição difusa e uniforme nas porções 

citoplasmática e nuclear para células não infectadas. E nas células infectadas foi 

observada a predominância de IL-15 na porção citoplasmática com prevalência sobre 

a porção nuclear. Na figura 11.2, por meio de amplificação da imagem, é possível 

observar regiões onde há polarização de IL-15 citoplasmática para próximo do 

parasito. Na figura 12 são mostrados os controles da imunofluorescência de 

macrófagos peritoneais murinos infectados por T. cruzi, nos quais foram utilizados 

apenas a marcação com anticorpo secundário, a fim de certificar a não existência de 

marcação inespecífica. O sinal de fluorescência, nessas células, foi quantificado e 

convertido em unidades de fluorescência total celular corrigida (CTCF), o que permitiu 

verificar que, em macrófagos peritoneais murinos infectados por T. cruzi, houve um 

aumento na CTCF comparado com os valores da CTCF das células não infectadas 

(figura 13A). Sabendo que a infecção por T. cruzi induz a produção de IL-15 

citoplasmática em macrófagos murinos, a nossa próxima pergunta foi se essa proteína 

produzida tendia a se concentrar em alguma região específica da célula. Após a 

quantificação da fluorescência da região citoplasmática e nuclear, foi observado um 

aumento da fluorescência na região citoplasmática das células infectadas quando 

comparadas com as células não infectadas (figura 13B). 
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Figura 11.1: Localização de IL-15 citoplasmática de macrófagos murinos durante a infecção por 

T. cruzi. Nas células infectadas (24hpi) (B, D e F) é possível observar a polarização de IL-15 (vermelho) 

para próximo do parasito, se encontrando predominantemente na região do citoplasma da célula, ao 

contrário das células não infectadas (A, C e E), nas quais a IL-15 se encontra distribuída de forma 

difusa. O DAPI (azul) indica a localização de material genético tanto do macrófago quando do parasito. 

Barra = 10µm. 

A 

B 

C 

D 

E 

F 



47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.2: Localização de IL-15 citoplasmática de macrófagos murinos durante a infecção por 

T. cruzi (com amplificação da imagem). Nas células infectadas (A e B) é possível observar uma 

tendência à polarização de IL-15 (vermelho) em regiões próximas ao parasito (região destaca pelo 

círculo). O DAPI (azul) indica a localização de material genético tanto do macrófago quando do parasito. 

Barra = 10µm.  
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Figura 12: Controles da imunofluorescência de macrófagos peritoneais murinos infectados por 

T. cruzi, utilizando apenas a marcação com anticorpo secundário. A fim de certificar de que não 

haveria interações inespecíficas com o anticorpo secundário, células não infectadas (A e C) e após 24 

horas do início da infecção (B e D) foram fixadas e marcadas apenas com anticorpo secundário anti-

IgG conjugado com Alexa 594. Constam, também, os campos claros a fim de se observar a delimitação 

das células.  Barra = 10µm.  
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Figura 13: Comparação do sinal de fluorescência (CTCF) para IL-15 intracelular entre macrófagos 

não infectados e infectados com T. cruzi. A comparação do sinal de fluorescência foi feita com o 

auxílio do software ImageJ, que fornece valores para serem utilizados em uma fórmula matemática, 

que por sua vez, gera índices de CTCF, que foram comparados com aqueles obtidos em células não 

infectadas. (A) Comparação da CTCF entre células não infectadas e células 24 horas após o início da 

infecção. (B) Comparação da CTCF do núcleo e do citoplasma entre células não infectadas e células 

24 horas após o início da infecção. O asterisco acima de cada barra contida no gráfico representa uma 

diferença estatisticamente significativa entre as condições observadas (p <0,001 = ***). 
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4.3 Detecção de IL-15 em sobrenadante e extrato celular de macrófagos durante 

a infecção por Leishmania amazonensis 

Pelo fato de que na infecção por diferentes espécies de Leishmania, em 

contraste com a infecção por T. cruzi, ocorrer a replicação do parasito no vacúolo 

parasitóforo (para uma revisão, veja, Rittig M.G & Bogdan C., 2000), nós nos 

perguntamos se haveria um padrão de indução e/ou distribuição de IL-15, na infecção 

por Leishmania, diferente daquele padrão que foi observado durante a infecção por T. 

cruzi. Para verificar esse padrão de expressão e distribuição, macrófagos peritoneais 

murinos foram infectados com a forma promastigota metacíclica de L. amazonensis. 

na proporção de 10:1 parasitos por célula. A determinação das porcentagens de 

células infectadas mostrou valores de 20,6%; 36,33% e 43% em 24, 48 e 72 horas, 

respectivamente (figura 14A). O número de amastigotas a cada 100 células infectadas 

observados foram 230,9; 367,2 e 412 em 24, 48 e 72 horas pós-infecção, 

respectivamente (figura 14B).  
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Figura 14: Porcentagem de células infectadas e número de amastigotas por 100 células 

infectadas em macrófagos peritoneais murinos infectados com promastigotas metacíclicas de 

Leishmania amazonensis. Macrófagos peritoneais murinos foram infectados na proporção de 10:1 

promastigotas metacíclicas de Leishmania amazonensis por célula. (A) Porcentagens de células 

infectadas em diferentes tempos de infecção. (B) Número de amastigotas por 100 células infectadas. 

No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção. O asterisco acima de cada barra contida 

no gráfico representa uma diferença estatisticamente significativa comparada com o primeiro tempo 

observado (p <0,01 = ** e p <0,001 = ***). 
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O sobrenadante e o extrato celular obtido da cultura de macrófagos infectados 

por L. amazonensis foram analisados por ELISA de captura. Os níveis de IL-15 no 

sobrenadante desta cultura de células foram indetectáveis. Por outro lado, foi possível 

observar que em macrófagos infectados por L. amazonensis havia a inibição da 

produção de IL-15 intracelular nas horas iniciais da infecção: uma redução de 2; 1,8 e 

1,3 vezes em 6, 24 e 48 horas pós infecção, respectivamente quando comparados 

com as células não infectadas.  Após 72 horas do início da infecção, foi observado 

que os níveis de IL-15 intracelular chegavam a valores próximos daqueles 

encontrados em macrófagos não infectados.  
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Figura 15: ELISA de extrato celular de macrófagos peritoneais mostrando os níveis de IL-15 em 

resposta a infecção por L. amazonensis. 1x106 Macrófagos peritoneais murinos/poço foram 

infectados com a forma promastigota metacíclica de L. amazonensis numa razão de 10:1 parasitos por 

célula. No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção e no eixo y do gráfico estão indicadas 

as concentrações de IL-15. Os tempos de infecção observados foram 6, 24, 48 e 72 horas. O asterisco 

acima de cada barra contida no gráfico representa uma diferença estatisticamente significativa em 

comparação com as células não infectadas (p < 0,01 = ** e p <0,001 = ***). 
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4.4 Imunolocalização de IL-15 em macrófagos murinos infectados por 

Leishmania amazonensis 

Para avaliar o padrão de distribuição de IL-15 durante a infecção por L. 

amazonensis, foi realizado o ensaio de imunofluoresncência em macrófagos 

peritoneais murinos infectados por L. amazonensis após 24 horas do início da infecção 

utilizando um anticorpo anti-IL-15 e um anticorpo secundário conjugado com o 

fluorocromo Alexa 488. Como pode ser observado na figura 16.1, há uma tendência à 

polarização de IL-15 intracelular para regiões próximas aos amastigotas de L. 

amazonensis. Na figura 16.2, por meio de amplificação da imagem, é possível 

observar regiões onde há polarização de IL-15 citoplasmática para próximo do 

parasito. Na figura 17 são mostrados os controles da imunofluorescência de 

macrófagos peritoneais murinos infectados por T. cruzi, nos quais foram utilizados 

apenas a marcação com anticorpo secundário, a fim de certificar a não existência de 

marcação inespecífica. De acordo com as figuras 18A e 18B é possível observar que, 

de modo geral, há uma predominância da localização de IL-15 intracelular na região 

citoplasmática celular, o que foi observado mesmo em 24hpi, sendo um dos tempo 

em que foi observada uma redução nos níveis de IL-15.  
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Figura 16.1: Localização de IL-15 citoplasmática de macrófagos murinos durante a infecção por 

Leishmania amazonensis. Nas células infectadas (24hpi e 72hpi – parte central e parte inferior, 

respectivamente, dos blocos A, B e C) é possível observar uma concentração do sinal de fluorescência 

referente a IL-15 citoplasmática (verde) em torno do parasito, ao contrário do que ocorre nas células 

não infectadas (parte superior dos blocos A, B e C), nas quais IL-15 se encontra distribuída de forma 

difusa. O DAPI (azul) indica a localização de material genético tanto do macrófago quando do parasito. 

Barra = 10µm.  
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Figura 16.2: Localização de IL-15 citoplasmática durante a infecção de macrófagos murinos por 

Leishmania amazonensis (com amplificação da imagem). Nas células infectadas (A e B) é possível 

observar uma tendência à polarização de IL-15 (verde) em regiões próximas ao parasito (região destaca 

pelo círculo). O DAPI (azul) indica a localização de material genético tanto do macrófago quando do 

parasito. Barra = 10µm.  
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Figura 17: Controles da imunofluorescência de macrófagos peritoneais murinos infectados por 

L. amazonensis utilizando apenas a marcação com anticorpo secundário. A fim de certificar de 

que não haveria interações inespecíficas com o anticorpo secundário, células não infectadas ( A e C) 

e após 72 horas do início da infecção (B e D) foram fixadas e marcadas apenas com anticorpo 

secundário anti-IgG conjugado com Alexa 488. Constam, também, os campos claros a fim de se 

observar a delimitação das células.  Barra = 10µm.  
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Figura 18: Comparação do sinal de fluorescência (CTCF) para IL-15 intracelular entre macrófagos 

não infectados e infectados com L. amazonensis. A comparação do sinal de fluorescência foi feita 

com o auxílio do software ImageJ, que fornece valores para serem utilizados em uma fórmula 

matemática, que por sua vez, gera índices de CTCF, que foram comparados com aqueles obtidos em 

células não infectadas (A, parte esquerda) Comparação da CTCF entre células não infectadas e 

células 24 horas após o início da infecção. (A, parte direira) Comparação da CTCF do núcleo e do 

citoplasma entre células não infectadas e células 24 horas após o início da infecção. (B, parte 

esquerda) Comparação da CTCF entre células não infectadas e células 72 horas após o início da 

infecção. (B, parte direira) Comparação da CTCF do núcleo e do citoplasma entre células não 

infectadas e células 72 horas após o início da infecção. O asterisco acima de cada barra contida no 

gráfico representa uma diferença estatisticamente significativa entre as condições observadas (p <0,01 

= ** e p <0,001 = ***). 

Núcleo Citoplasma
0

2000

4000

6000

8000

Não infectado 24hpi

***

***

C
T

C
F

Não infectado 24hpi
0

5000

10000

15000

**

C
T

C
F

Não infectado 72hpi
0

5000

10000

15000

C
T

C
F

Núcleo Citoplasma
0

2000

4000

6000

8000

Não infetado 72hpi

C
T

C
F

A 

B 



59 
 

 

4.5 Detecção de IL-15 em sobrenadante e extrato celular de cultura de células 

L6, LLCMK2 e H9C2 infectadas com T. cruzi 

De acordo com a literatura, IL-15 tem diversas particularidades que a diferencia 

das outras citocinas da resposta inflamatória. Uma das características peculiares de 

IL-15 é que esta é produzida por outras células e tecidos além do sistema imune 

(Grabstein et al., 1994). Assim, o padrão de expressão de IL-15 foi analisado em várias 

linhagens celulares infectadas por T. cruzi , como por exemplo, em células L6, uma 

linhagem de mioblasto isolada do musculo esquelético de ratos, por apresentarem 

características de células musculares diferenciadas como a alta expressão da 

proteína GLUT4 (Wang Q. et al., 1999); em células LLCMK2, uma linhagem de célula 

epitelial originada de tecido renal de macaco (Hull R. N. et al., 1956; Evans V. J. et al., 

1959); e em células H9C2, que são uma linhagem de cardiomiócitos multinucleados, 

sem atividade contrátil provindos do tecido de ventrículos de ratos BDIX, possuindo 

diversos marcadores cardíacos (Kimes BW et al., 1976; Peter et al, 2016; Tan et al., 

2010). Estas células foram plaqueadas e infectadas na proporção de 5:1 

tripomastigotas por célula. Os índices de infecção e número de amastigotas por 100 

células infectadas foram determinados. Para a infecção das células L6, as 

porcentagens de células infectadas apresentadas foram de 34%, 44% e 82,66% em 

24, 48 e 72 horas pós infecção, respectivamente. O número de amastigotas a cada 

100 células infectadas observado foi de 455,4; 1221,4 e 1360,1 em 24, 48 e 72 horas 

após o início da infecção, respectivamente (figura 19 A e B). Para a infecção das 

células LLCMK2, as porcentagens de células infectadas apresentadas foram de 

28,66%; 59% e 67% em 24, 48 e 72 horas pós infecção, respectivamente. O número 

de amastigotas a cada 100 células infectadas observado foi de 581,1; 1048 e 1660,2 

em 24, 48 e 72 horas após o início da infecção, respectivamente (figura 20 A e B). 

Para a infecção das células H9C2, as porcentagens de células infectadas 

apresentadas foram de 38%, 72% e 85,33% em 24, 48 e 72 horas pós infecção, 

respectivamente quando comparadados com o tempo de 24 após o início da infecção. 

O número de amastigotas a cada 100 células infectadas observado foi de 331,4; 583,8 

e 710,9 em 24, 48 e 72 horas pós-infecção, respectivamente (figura 21 A e B). 
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Figura 19: Porcentagem de células infectadas e número de amastigotas por 100 células 

infectadas em células L6 infectadas com T. cruzi. Células L6 foram infectados na proporção de 5:1 

parasitos por célula com tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi. (A) Porcentagens de células 

infectadas em diferentes tempos de infecção. (B) Número de amastigotas por 100 células infectadas. 

No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção. O asterisco acima de cada barra contida 

no gráfico representa uma diferença estatisticamente significativa comparada com o primeiro tempo 

observado (p <0,001 = ***). 
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Figura 20: Porcentagem de células infectadas e número de amastigotas por 100 células 

infectadas em células LLCMK2 infectadas por T. cruzi. Células LLCMK2 foram infectados na 

proporção de 5:1 parasitos por célula com tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi. (A) Porcentagens 

de células infectadas em diferentes tempos de infecção. (B) Número de amastigotas por 100 células 

infectadas. No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção. O asterisco acima de cada 

barra contida no gráfico representa uma diferença estatisticamente significativa comparada com o 

primeiro tempo observado (p<0,01 = ** e p <0,001 = ***). 
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Figura 21: Porcentagem de células infectadas e número de amastigotas por 100 células 

infectadas em células H9C2 infectadas com T. cruzi. Células H9C2 foram infectados na proporção 

de 5:1 parasitos por célula com tripomastigotas metacíclicas de T. cruzi. (A) Porcentagens de células 

infectadas em diferentes tempos de infecção. (B) Número de amastigotas por 100 células infectadas. 

No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção. O asterisco acima de cada barra contida 

no gráfico representa uma diferença estatisticamente significativa comparada com o primeiro tempo 

observado (p <0,001 = ***). 
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Assim, o sobrenadante e o extrato celular destas culturas de células foram 

analisados por ELISA de captura. Não foi possível detectar IL-15 nos sobrenadantes 

das culturas de células L6 ou LLCMK2 infectadas por T. cruzi. Por outro lado, amostras 

de extrato celular da cultura de células L6 mostraram um aumento da produção de IL-

15 intracelular de 2 vezes em 24 horas pós infecção quando comparados com as 

células não infectadas (figura 22). A amostra do extrato célular da cultura de células 

LLCMK2 apresentou um aumento na produção de IL-15 intracelular de 1,8; 1,69; 1,4 

e 1,5 vezes em 24, 48, 72 e 96 horas pós infecção, respectivamente quando 

comparadas com as células não infectadas (figura 23). A amostra do extrato célular 

da cultura de células H9C2 apresentou um aumento na produção de IL-15 intracelular 

de 2,2; 3,12 e 3,28 vezes em 48, 72 e 96 horas pós infecção, respectivamente quando 

comparadas com as células não infectadas (figura 24). Foi possível detectar IL-15 

secretada no sobrenadante da cultura de células H9C2 infectadas por T. cruzi sendo 

que os níveis dessa citocina aumentaram 6,2; 6; 12,1; 13,3 e 8,9 vezes em 6, 24, 48, 

72 e 96 horas após o início da infecção (figura 25). 
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Figura 22: ELISA do extrato celular de células L6 mostrando os níveis de IL-15 em resposta a 

infecção por T. cruzi. 5x105 células/poço foram infectadas com a forma tripomastigota de T. cruzi 

numa razão de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção e 

no eixo y do gráfico estão indicadas as concentrações de IL-15. Os tempos de infecção observados 

foram 6, 24, 48, 72 e 96 horas. O asterisco acima de cada barra contida no gráfico representa uma 

diferença estatisticamente significativa em comparação com as células não infectadas (p <0,001 = ***). 
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Figura 23: ELISA do extrato celular de células LLCMK2 mostrando os níveis de IL-15 em resposta 

a infecção por T. cruzi. 5x105 célula /poço foram infectados com a forma tripomastigota de T. cruzi 

numa razão de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção e 

no eixo y do gráfico estão indicadas as concentrações de IL-15. Os tempos de infecção observados 

foram 6, 24, 48, 72 e 96 horas. O asterisco acima de cada barra contida no gráfico representa uma 

diferença estatisticamente significativa em comparação com as células não infectadas (p < 0,05 = *, p 

<0,01 = ** e p <0,001 = ***). 
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Figura 24: ELISA do extrato celular de células H9C2 mostrando os níveis de IL-15 em resposta a 

infecção por T. cruzi. 5x105 células /poço foram infectadas com a forma tripomastigota de T. cruzi 

numa razão de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção e 

no eixo y do gráfico estão indicadas as concentrações de IL-15. Os tempos de infecção observados 

foram 6, 24, 48, 72 e 96 horas. O asterisco acima de cada barra contida no gráfico representa uma 

diferença estatisticamente significativa em comparação com as células não infectadas (p <0,001 = ***). 
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Figura 25: ELISA do sobrenadante de cultura de células H9C2 mostrando os níveis de IL-15 em 

resposta a infecção por T. cruzi. 5x105 células /poço foram infectadas com a forma tripomastigota de 

T. cruzi numa razão de 5:1 parasitos por célula. No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de 

infecção e no eixo y do gráfico estão indicadas as concentrações de IL-15. Os tempos de infecção 

observados foram 6, 24, 48, 72 e 96 horas. O asterisco acima de cada barra contida no gráfico 

representa uma diferença estatisticamente significativa em comparação com as células não infectadas 

(p < 0,05 = * e p <0,0001 = ***). 
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4.6 Imunolocalização de IL-15 em células L6 infectadas por T. cruzi 

Em seguida, nos perguntamos se o padrão de distribuição de IL-15 observado 

em macrófagos murinos infectados por T. cruzi poderia, também, ser observado em 

modelo de infecção de células não imunes e não fagocíticas. Para responder esta 

pergunta, realizamos o ensaio de imunofluorescência em células L6 infectadas por T. 

cruzi e observamos que, em células não infectadas, IL-15 se encontra bem difusa 

entre núcleo de citoplasma, porém, quando esta célula é submetida a infecção, a 

proteína, que tem sua produção aumentada, se concentra no citoplasma, se 

concentrando em maior intensidade com as formas amastigotas de T. cruzi.  Esses 

resultados podem ser observados na figura 26.1. Na figura 26.2, por meio de 

amplificação da imagem, é possível observar regiões onde há polarização de IL-15 

citoplasmática para próximo do parasito. Na figura 27 são mostrados os controles da 

imunofluorescência de macrófagos peritoneais murinos infectados por T. cruzi, nos 

quais foram utilizados apenas a marcação com anticorpo secundário, a fim de 

certificar a não existência de marcação inespecífica. Para quantificar o resultado da 

imunofluorescência, nós determinamos a CTCF das células infectadas e não 

infectadas, podendo, desta forma, constatar um maior sinal de fluorescência para IL-

15 intracelular nas células infectadas quando comparadas com as células não 

infectadas. Esse resultado pode ser observado na figura 28A. Em seguida nos 

perguntamos se havia diferença da quantidade de IL-15 intracelular na comparação 

entre a porção nuclear e citoplasmática. Para isso a CTCF das porções nuclear e 

citoplasmática foi determinada tanto para células infectadas quanto para células não 

infectadas. Esses resultados mostraram que a quantidade de IL-15 intracelular na 

porção nuclear em ambas as situações não varia. Por outro lado, houve aumento 

significativo da CTCF na porção citoplasmática das células infectadas quando 

comparadas com as células não infectadas, mostrando que a proteína que era 

produzida devido a infecção, se concentrava no citoplasma da célula. Esses 

resultados podem ser observados na figura 28B. 
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Figura 26.1: Localização de IL-15 citoplasmática durante a infecção de células L6 por T. cruzi. 

Nas células infectadas (24hpi) (B, D e F) é possível observar a polarização de IL-15 (verde) para 

próximo do parasito, em volta dos quais há maior intensidade do sinal de fluorescência para a citocina, 

se encontrando predominantemente na região do citoplasma da célula, ao contrário das células não 

infectadas (A, C e E), nas quais a IL-15 citoplasmática se encontra distribuída de forma difusa. O DAPI 

(azul) indica a localização de material genético tanto do macrófago quando do parasito. Barra = 10µm. 
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Figura 26.2: Localização de IL-15 citoplasmática durante a infecção de células L6  por T. cruzi 

(com amplificação da imagem). Nas células infectadas (A e B) é possível observar uma tendência à 

polarização de IL-15 (verde) em regiões próximas ao parasito (região destaca pelo círculo). O DAPI 

(azul) indica a localização de material genético tanto do macrófago quando do parasito. Barra = 10µm.  
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Figura 27: Controles da munofluorescência de células L6 infectadas por T. cruzi utilizando 

apenas a marcação com anticorpo secundário. A fim de certificar de que não haveria interações 

inespecíficas com o anticorpo secundário, células não infectadas (A e C) e após 24 horas do início da 

infecção (B e D) foram fixadas e marcadas apenas com anticorpo secundário anti-IgG conjugado com 

Alexa 488. Constam, também, o campo claro a fim de se observar a delimitação das células.  Barra = 

10µm. 
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Figura 28: Comparação do sinal de fluorescência (CTCF) para IL-15 intracelular entre macrófagos 

não infectados e infectados com T. cruzi. A comparação do sinal de fluorescência foi feita com o 

auxílio do software ImageJ, que fornece valores para serem utilizados em uma fórmula matemática, 

que por sua vez, gera índices de CTCF, que foram comparados com aqueles obtidos em células não 

infectadas (A) Comparação da CTCF entre células não infectadas e células 24 horas após o início da 

infecção. (B) Comparação da CTCF do núcleo e do citoplasma entre células não infectadas e células 

24 horas após o início da infecção. O asterisco acima de cada barra contida no gráfico representa uma 

diferença estatisticamente significativa entre as condições observadas (p <0,01 = ** e p <0,001 = ***). 
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4.7 Infecção de macrófagos peritoneais murinos previamente estimulados com 

IL-15 com tripomastigotas de T. cruzi  

 

Assim, para verificar os efeitos biológicos da IL-15 secretada e testar se há 

diferença nos papéis das duas isoformas de IL-15 durante a infecção por T. cruzi, 

macrófagos murinos foram estimulados com IL-15 recombinante (10ng/mL) por 24 

horas e logo após esse tempo foram infectados com T. cruzi na proporção de 5 

parasitos por célula. As lâminas referentes a diferentes tempos de infecção foram 

coradas e os índices de infecção foram observados. De acordo com a figura 29A e 

29B o estímulo com IL-15 recombinante induz um aumento na atividade tripanocida 

por parte dos macrófagos em 24 e 48 horas após início da infecção, observado pela 

redução de 32% e 41,5% na porcentagem de células infectadas, respectivamente. 

Houve redução no número de amastigota a cada 100 células infectadas, onde foi 

observada uma de redução de 37,86% em 48 horas pós-infecção. Esta atividade 

tripanocida foi mantida quando o co-estímulo foi feito com IFN-У(100ng/ml), 

apresentando reduções significativas em todos os tempos observados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Porcentagem de células infectadas e número de amastigotas por 100 células 

infectadas em macrófagos murinos previamente estimulados com IL-15 infectados com T. cruzi. 

Macrófagos murinos previamente estimulados com IL-15 (10ng/ml) e/ou IFN-У(100ng/ml) foram 

infectados na proporção de 5:1 parasitos por célula. (A) Porcentagens de células infectadas em 

diferentes tempos de infecção. (B) Número de amastigotas por 100 células infectadas. No eixo x do 

gráfico estão indicados os tempos de infecção. O asterisco acima de cada barra contida no gráfico 

representa uma diferença estatisticamente significativa comparada com as células infectadas, mas não 

estimuladas (p <0,05 = *, p <0,01 = ** e p <0,001 = ***). 
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A fim de obter mais informações acerca do mecanismo desencadeado por IL-

15 trans-apresentada (Sandau et al., 2004) em relação ao aumento da ação 

tripanocida em macrófagos previamente estimulados observados na figura anterior, 

decidimos quantificar indiretamente a produção de óxido nítrico por parte destas 

células, nas condições observadas, pelo método de Griess. Como é possível observar 

nos dados da figura 30, há um aumento da produção de óxido nítrico por parte das 

células que foram estimuladas com IL-15 recombinante a partir de 24 horas do início 

da infecção, e este aumento parece ser potencializado pelo co-estímulo com 

interferon-gama. 
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Figura 30: Produção de óxido nítrico por macrófagos murinos previamente estimulados com       

IL-15 infectados com T. cruzi. Macrófagos murinos previamente estimulados com IL-15 (10ng/mL) 

foram infectados na proporção de 5:1 parasitos por célula. A produção de óxido nítrico foi quantificada 

indiretamente pelo método de Griess. O asterisco acima de cada barra contida no gráfico representa 

uma diferença estatisticamente significativa comparado com as células infectadas, mas não 

estimuladas (p <0,05 = *, p <0,001 = ***). 
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4.8 Infecção de macrófagos peritoneais murinos nocautes para IL-15 com 

tripomastigotas de T. cruzi  

Com o objetivo de observar os efeitos biológicos de IL-15 intracelular durante a 

infecção por T. cruzi, macrófagos peritoneais murinos foram infectados com a forma 

tripomastigota numa proporção de 5:1 parasitos por célula. Foram comparadas as 

infecções de macrófagos de camundongos selvagens com camundongos nocaute 

para IL-15, gentilmente cedidos pelo Dr. Herbert Tanowitz do “Institute for Animal 

Studies do Albert Einstein College of Medicine”, nos EUA. Neste ensaio foram 

observadas as porcentagens de células infectadas, para macrófagos selvagens, com 

média de 25,41% e 52,55% nos tempos de 3 e 48 horas, respectivamente. Para 

macrófagos de camundongos nocautes para IL-15 foram observadas porcentagens 

de células infectadas com média de 16,38% e 18,33% nos tempos de 3 e 48 horas, 

respectivamente. Não foi observada uma diferença estatisticamente significativa no 

período de 3 horas pós infecção. Contudo, foi possível observar uma diferença 

estatisticamente significativa no período de 48 horas pós infecção, o que 

correspondeu a uma redução em torno de 60,5% nas porcentagens dos macrófagos 

infectados nocaute comparados aos macrófagos selvagens infectados (figura 31A). 

Do mesmo modo, o número de amastigotas por células infectadas apresentou 

diferença estatisticamente significativa, também, no período de 48 horas pós infecção. 

Para os macrófagos de camundongos selvagens para IL-15, a média de amastigotas 

a cada 100 células infectadas foi de 195 e 791 nos tempos de 3 e 48 horas 

respectivamente. Por outro lado, nos camundongos nocautes para IL-15 a média foi 

de 156 e 389 nos tempos de 3 e 48 horas, respectivamente (figura 31B). 
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Figura 31: Porcentagem de células infectadas e número de amastigotas por 100 células 

infectadas em macrófagos murinos nocautes para IL-15 infectados com T. cruzi. Macrófagos 

murinos nocautes para IL-15 foram infectados na proporção de 5:1 parasitos por célula. (A) 

Porcentagens de células infectadas em diferentes tempos de infecção. (B) Número de amastigotas por 

100 células infectadas. No eixo x do gráfico estão indicados os tempos de infecção. O asterisco acima 

de cada barra contida no gráfico representa uma diferença estatisticamente significativa entre as 

condições observadas (p <0,01 = ** e p <0,001 = ***). 
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5. Discussão           

Trypanosoma cruzi apresenta um complexo ciclo de vida em ambos 

hospedeiros vertebrados e invertebrados, envolvendo alterações em sua forma 

celular, passando por vários estágios de desenvolvimento que são conhecidos como 

amastigota, epimastigota e tripomastigota, sendo que o estágio amastigota é aquele 

capaz de se dividir dentro e fora das células hospedeiras (Rodrigues et al., 2014).  

Um dos mais importantes desafios para se compreender os mecanismos pelos 

quais se estabelece a doença de Chagas seria, justamente, o estudo dos fatores 

envolvidos na interação parasito-hospedeiro. Ao se estudar a interação parasito-

hospedeiro durante a infecção por T. cruzi, deve-se levar em consideração que sua 

população diverge muito nos aspectos bioquímicos, de virulência e de patogênese 

(Yoshida, 2006; Espinoza et al., 2010; Revollo et al., 1998; Pena et al., 2015), e que 

são gerados diferentes tipos de respostas durante as fases da doença, dadas as 

diferentes composições genéticas dos hospedeiros que são estudados tanto na 

infecção experimental, quanto na infecção humana (Miles et al.,1981; Higuchi et al., 

2003). Estudar a interação do parasito com a célula hospedeira pode ajudar a elucidar 

questões acerca de reconhecimento, invasão, estabelecimento do ciclo intracelular no 

hospedeiro, e principalmente, saber sobre fatores que viabilizam a replicação dos 

amastigotas e das mudanças que ocorrem na célula hospedeira durante este estágio 

da infecção. 

Atualmente, existem vários métodos pelos quais se pode estudar a interação 

entre proteínas e, consequentemente, elucidar o seu papel, que no caso das 

amastinas, possivelmente seria no estabelecimento da infecção por T. cruzi. Esses 

métodos podem ser classificados em três grupos: in vitro, como por exemplo: 

purificação por cromatografia de afinidade seguida de espectometria de massa, que 

envolve a marcação da proteína de interesse, com etapas de purificação e análise 

espectroscópicas; co-immunoprecipitação, que testa interações entre complexos de 

proteínas, baseando em suas formas nativas, utilizando extrato celular total; 

cristalografia de raios-X, que permite visualização das estruturas das proteínas em 

nível atômico, aumentando a compreensão da interação entre proteínas e sua função; 

e espectroscopia de ressonância magnética, que também permite detectar interações 
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entre proteínas, mesmo que essas sejam muito fracas. Em relação aos métodos in 

vivo, podemos citar a técnica do duplo-híbrido de leveduras, que normalmente utiliza 

dois híbridos de levedura, para detecção de possíveis interações entre proteínas em 

meio biológico (Young et al., 1998; Joung et al., 2000; Hurt et al., 2003; Fields & Song, 

1989; Keegan et al., 1986; Ma J. & Ptashne, 1987; Ito T. et al., 2001). Para as 

metodologias in silico, como exemplo, temos:  a abordagem de sequência baseada 

em ortólogo,  que se baseia na natureza homóloga de proteínas anotadas usando um 

algorítimo de pareamento local das sequências; a abordagem de sequência baseada 

em pareamento e domínios, que prevê interações de proteínas domínio-domínio; a 

abordagem baseada na estrutura, que prevê interações proteína-proteína, levando em 

consideração suas estruturas primárias, secundárias e terciárias; a abordagem do 

gene neighborhoob, que observa se o gene analisado é conservado em vários 

genomas, tendo, assim, uma  potencial possibilidade de ligação funcional entre as 

proteínas codificadas por esses genes relacionados; a fusão gênica, que às vezes é 

chamada como método Rosetta, que se baseia no conceito de que algumas proteínas 

de apenas um único domínio possam ser fusionadas com proteínas de outros 

organismos, formando um multi domínio e a árvore filogenética, que  prevê a interação 

proteína-proteína com base na história evolutiva da proteína (para uma revisão, veja, 

Rao et al., 2014).  

Buscando elucidar o papel das amastinas e sobre a proteínas que poderiam 

interagir com elas durante a permanência do parasito no interior das células, o nosso 

grupo de pesquisa desenvolveu ensaios de duplo hibrido. Essa metodologia foi 

escolhida, pelo fato de não se saber quais proteínas poderiam interagir com as 

amastinas, e por essa técnica ser mais adequada para estudos voltados para a 

identificação, em uma biblioteca aleatória de proteínas, das potenciais proteínas que 

possam interagir com uma proteína de interesse. Esta técnica já foi utilizada em vários 

trabalhos que estudaram diversos organismos patogênicos, como por exemplo: C. 

albincans (Stynen et al., 2010), E. coli (Wang et al., 2011), M. tuberculosis (Lin et al., 

2012), P. falciparum (Brown et al., 2011), Influenza vírus (Huang et al., 2013), 

Leishmania (Meleppattu et al., 2015). Em relação ao T. cruzi, a maioria dos trabalhos 

envolvem a detecção da interação de proteínas regulatórias envolvidas na transcrição 

e processamento de RNA (Cribb & Serra, 2009; Singh et al., 2014). Porém ainda não 
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se havia utilizado essa técnica durante a infecção por T. cruzi como foco na interação 

com as proteínas do hospedeiro.  

Nos ensaios de duplo hibrido, a primeira alça hidrofílica da amastina foi usada 

como isca contra uma biblioteca de cDNAs humanos composta por aproximadamente 

20 mil genes, sendo possível detectar 10 clones positivos. Dois desses clones 

continham a sequência que codificava IL-15 humana. Porém, esses ensaios 

necessitam de validação, pois há chances de ocorrer um grande número de interações 

falso-positivas, ou interação que não se pode detectar, levando a resultados falso-

negativos. Para se estabelecer um ensaio de duplo híbrido, deve-se levar em 

consideração que as proteínas que se quer testar devam se localizar no interior das 

células e, também,  que as proteínas não vão estar em seu ambiente fisiológico 

natural, podendo fazer com que elas não se dobrem corretamente, interferindo na sua 

capacidade de interação (Uetz et al., 2000; Ito et al., 2001; Semple et al., 2002; James 

et al., 1996). 

Na tentativa de validar os resultados obtidos nos ensaios de duplo híbrido, o 

nosso grupo de pesquisa desenvolveu ensaios de “pull down” utilizando IL-15 

recombinante fusionada com uma cauda de histidina e a alça extracelular de amastina 

fusionada com a proteína GST. Porém, nossos resultados foram inconclusivos, 

possivelmente devido ao fato de as proteínas produzidas terem sido encontradas 

insolúveis, sendo necessário tratá-las com agentes solubilizantes, não se sabendo, 

dessa forma, se a estrutura das proteínas recombinantes seria a mesma das proteínas 

nativas, ou se as condições usadas durante o experimento são as ideais para que a 

interação ocorra. Pensando em otimizar esse ensaio e diminuir todo esse viés, 

pretendemos realizar o ensaio de “pull down” utilizando extratos celulares de parasitos 

super expressando amastina::GFP, por exemplo. Ainda podemos realizar o ensaio de 

co-imunoprecipitação de amastina e IL-15 a partir de lisados totais de células 

produtoras de IL-15 infectadas com T. cruzi expressando amastina::GFP e identificar 

por meio de espectrometria de massas, por exemplo, todas a proteínas que estariam 

interagindo com a alça hidrofílica das amastinas. Uma das vantagens da técnica de 

co-imunoprecipitação é a possibilidade do uso de células eucarióticas que permite que 

haja modificações pós-traducionais, que podem ser essenciais para que ocorra 

interação entre proteínas, o que não seria possível em sistemas de expressão 

procarióticos (Moresco et al., 2010).  
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A interleucina 15 possui várias características que a difere das outras citocinas, 

e apesar de compartilhar alguma semelhança estrutural com IL-2, como, por exemplo, 

o fato de possuir 4-α-hélices, IL-15 não tem sua expressão restrita a apenas células 

do sistema imune, mas também pode ser encontrada em vários tipos celulares, onde 

exerce o principal papel de indução da proliferação e inibição de apoptose. A 

expressão de IL-15 foi relacionada à infecção por diferentes patógenos, como por 

exemplo: por Mycobacterium leprae (Maeurer et al., 1999), Cryptococcus neoformans 

(Mody et al., 1998), Leishmania infantum (Milano et al., 2002), C. parapsilosis (Németh 

et al., 2014), vírus HHV-6, HSV, EBV, vírus sincicial respiratório, vírus da estomatite 

vesiculosa, vírus da gripe, reovírus e vírus Sendai (Fawaz et al., 1999; Flamand et al., 

1996) Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Tran et al., 2003).  

Em relação à infecção por T. cruzi, foi documentada a elevação dos níveis de 

IL-15 em lesões de tecido cardíaco de pacientes portadores da doença de Chagas 

cardiomiopática crônica, havendo co-localização, neste local, desta citocina com 

células CD68 positivas, que é um marcador específico de macrófagos (Fonseca et al., 

2007). Apesar de IL-15 possuir duas isoformas, que diferem apenas no tamanho da 

sequência codificadora do seu peptídeo sinal (Nishimura et al., 2000), a maioria dos 

trabalhos publicados estuda apenas a sua forma secretada.  

Neste trabalho, utilizando a técnica de ELISA de captura, realizamos a 

quantificação de IL-15, tanto secretada, quanto a sua forma citoplasmática. A 

dosagem da proteína na sua isoforma citoplasmática foi quantificável em todos os 

ensaios. Por outro lado, os níveis da forma secretada foram indetectáveis em todos 

os ensaios de infecção, com exceção da infecção das células H9C2. Acreditamos que 

a dificuldade de se dosar os níveis de IL-15 secretada esteja no fato de, além de sua 

produção ser regulada devido ao fino controle que ocorre em todas as etapas de sua 

expressão, como por exemplo, a presença de vários sítios e iniciação (AUG) 

localizados na região 5’ UTR, ainda haja o controle da sua secreção pelo peptídeo 

sinal que varia de tamanho nas diferentes isoformas, pois existe uma associação de 

uma secreção ineficiente à presença do curto peptídeo sinal (Bamford et al., 1996; 

Tagaya et al., 1997). Outra hipótese para explicar a difícil detecção de IL-15 secretada 

no sobrenadante de cultura de células, seria o fato de que IL-15Rα, componente de 

alta afinidade, normalmente presente em seu receptor e, que é produzido em maior 

quantidade comparado a IL-15, possa também existir tanto na forma ligada à 
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membrana quanto na forma solúvel, que é liberada da membrana por clivagem 

proteolítica. A secreção da forma solúvel de IL-15Rα (sIL-15Rα) no sobrenadante é 

muito semelhante ao que ocorre com o receptor da IL-6, por exemplo, onde a sua 

disponibilidade difere muito entre situações fisiológicas e patológicas, afetando as 

propriedades de sinalização de seu ligante em diversos aspectos (Nowell et al., 2003; 

Budagian et al., 2004).  Foi demonstrado que em camundongos, a geração da forma 

de solúvel de IL-15Rα é mediada pela enzima conversora do TNF, e que na presença 

de sIL-15Rα em fluidos biológicos pode afetar negativamente a disponibilidade de IL-

15 livre por competição pela preferência de IL-15 junto ao seu receptor cognato que 

permanece ligado à membrana. Outro ponto importante é que a habilidade de sIL-

15Rα em formar complexos com IL-15 pode causar dificuldade de detecção de IL-15 

livre em soro ou sobrenadante de cultura celular, uma vez que IL-15 possui dois sítios 

de ligação para IL-15Rα em regiões denominados domínos Sushi (Bulfone-Paus et 

al., 2006; Budagian et al., 2006; Mortier et al., 2004; Rose-John et al., 2003). Além do 

mais, trabalhos realizados in vivo mostraram que a administração de sIL-15Rα em 

cultura de células NK induziu a inibição da proliferação das células e das respostas 

de células T antígeno-específicas, mostrando que esta forma solúvel de IL-15Rα age 

de forma a dificultar a interação de IL-15 secretada com seu receptor (Nguyen et al., 

2002; Rucker et al., 2005). 

Para investigar se T. cruzi seria capaz de induzir a expressão de IL-15, 

macrófagos murinos e diversas linhagens celulares foram infectadas com T. cruzi na 

proporção de 5:1 tripomastigotas por célula. Neste trabalho foi utilizada a cepa Y (TcII), 

que é uma cepa descrita como reticulotrópica pois, além de infectar músculos, 

também possui uma maior capacidade de parasitar os fagócitos residenciais e 

mononucleares inflamatórios em comparação com outras cepas, pelo menos em 

camundongos na fase aguda da infecção. Sua preferência pela infecção destes tipos 

de células permite que essas cepas infectem uma variedade maior de tecidos e isso 

pode estar relacionado ao aumento da virulência (Postan et al., 1983; Andrade et al., 

1997; Taliaferro et al., 1955). T. cruzi foi capaz de induzir a produção de IL-15 

citoplasmática em macrófagos murinos, células L6 e células LLCMK2 a partir de 24 

horas após do início da infecção, porém esse efeito estimulatório foi mais persistente 

nas células LLCMK2, que apresentaram aumentos da expressão de IL-15 

citoplasmática em até 96 horas pós infecção, que foi o último tempo analisado para 
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as linhagens celulares. Esse aumento com maior duração pode ser devido à ausência 

de feedback negativo durante esses tempos, e uma forte responsividade destas 

células à infecção por T. cruzi no que diz respeito a produção de IL-15. Já em 

macrófagos murinos, o aumento da expressão de IL-15 citoplasmática pode ser 

observado em até 48 horas após o início da infecção. De modo semelhante às células 

LLCMK2, as células H9C2, mostraram um aumento da produção de IL-15 

citoplasmática a partir de  48 horas pós-infecção, que durou até o último período de 

tempo observado. Esta linhagem celular foi utilizada em estudos in vitro devido a sua 

morfologia se assemelhar a cardiomiócitos embrionários imaturos e pela vantagem de 

esse modelo celular ser de fácil manipulação e pela capacidade que as células têm 

de se proliferar ilimitadamente (Peter et al., 2016). Outra vantagem destas células, é 

que elas possuem alguns componentes da via de sinalização essencial para sua 

diferenciação em células musculares cardíacas maduras. Além disso, esses 

cardiomiócitos embrionários proliferam bem em condições in vitro, permitindo uma 

cultura relativamente fácil (Tan X.A et al., 2010; Louch et al., 2001; Watkins et al., 

2011; Fu et al., 2005). Outro fato importante é que apesar de poder infectar uma 

grande variedade de tecidos e células nucleadas, um restrito grupo de tecidos, como 

por exemplo musculo esquelético, nervos entéricos e adipócitos estão diretamente 

envolvidos na patogênese da doença de Chagas. Assim, se observa uma exacerbada 

infecção e inflamação em células do miocárdio, por exemplo (para uma revisão veja 

Dias, J.C.P. & Coura, J.R, 1997). Como já documentado, IL-15 foi detectada em nível 

de mRNA em células cardíacas (Grabstein et al., 1994; Quinn et al., 1995), nas quais 

IL-15 atuou como um estimulador de tipos específicos de miosina, promovendo a 

diferenciação de miócitos em fibras musculares. Ainda já foi observado que T. cruzi 

possui grande tropismo por estes tipos celulares (Von et al.,1989; para uma revisão 

leia Fernandes M.C. & Andrews N.W., 2012). 

Em macrófagos murinos, que são células especializadas,  foi observado que os 

níveis de IL-15 citoplasmática tendem diminuir no decorrer da infecção. Isso pode ser 

devido ao próprio mecanismo de feedback que esse tipo de célula exerce por meio da 

secreção de citocinas antagonistas a IL-15 (Rückert et al., 1998), que são de caráter 

anti-inflamatório, como é caso de IL-10, por exemplo (Iyer & Cheng, 2012). Uma 

explicação para o aumento da produção de IL-15 citoplasmática durante o estágio de 

replicação de T. cruzi no hospedeiro vertebrado, seria o fato de esta citocina ter efeitos 
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anti-apoptóticos que já foram documentados por diversos trabalhos que envolveram 

vários tipos celulares expostos a diversas situações. A exemplo disso podem-se citar 

os efeitos anti-apoptóticos de IL-15 sobre queratinócitos, nos quais inibiu a apoptose 

induzida por UVB e anti-Fas, além de induzir a proliferação por meio da ativação das 

vias ERK1/2, PI3K e Akt (Rückert et al., 2000); e em fibroblastos murinos, nos quais a 

formação do complexo IL-15/IL-15Rα foi capaz de reverter os efeitos apoptóticos de 

TNF-alfa, por meio da  ativação das proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 e Bcl-Xl (Bulfone-

Paus et al., 1997; Oh S. et al., 2008). Assim, inibindo a apoptose destas células 

inevitavelmente sentenciadas à morte devido à infecção, o parasito teria por mais 

tempo a célula hospedeira e as condições necessárias para sua multiplicação.   

Além disso, na análise do sobrenadante de células H9C2 infectadas com T. 

cruzi foi possível detectar a presença de IL-15 secretada desde as primeiras horas 

após o início da infecção. Mesmo sendo em valores bem reduzidos em relação 

àqueles encontrados para análise dos extratos celulares, foi possível observar um 

aumento significativo na maioria dos tempos analisados. Trabalhos anteriores já 

documentaram a detecção de IL-15 secretada em diferentes situações, nas quais 

obtiveram valores semelhantes aos que foram encontrados para células H9C2 neste 

trabalho, como por exemplo: em soro de pacientes portadores de leishmaniose 

visceral (Milano et al., 2001), no sobrenadante de células HeLa estimuladas com TNF-

alfa (Ouyang et al., 2013), no sobrenadante de macrófagos infectados por L. Infantum 

(DeOliveira F.A. et al., 2015), no sobrenadante de células B16 e Hepa infectadas por 

um vírus recombinante LX/(IL-15), que expressava IL-15 (Xu et al., 2017). Por outro 

lado, Bamford e colaboradores (1996) relataram a dificuldade de se detectar IL-15 em 

sobrenadante após a análise de diferentes tipos de células, mostrando que a liberação 

de IL-15 secretada no sobrenadante de células se relaciona com o tipo celular, o tipo 

de estimulo ou patógeno e as condições as quais foram obtidas e analisadas as 

amostras. Devido a esta dificuldade de se detectar IL-15 secretada no sobrenadante 

de cultura celular é que alguns autores sugerem, neste caso, realizar a concentração 

de, pelo menos 5 vezes, do conteúdo do sobrenadante coletado para análise (Saeed 

et al., 2001). 

Neste trabalho, utilizamos, paralelamente à infecção por T. cruzi, o modelo de 

infecção por L. amazonensis, parasito o qual é reponsável por cerca de 8% dos casos 

de leishmaniose cutânea no Brasil (Camara et al., 2011). Além do mais, ao contrário 
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de outras espécies de Leishmania, durante a infecção por L. amazonensis há a 

formação de um largo e espaçoso vacúolo parasitóforo, com elevado número de 

amastigotas por vacúolo (Real et al., 2008), que pode estar relacionado, por exemplo, 

com a evasão do parasito em relação à resposta imune do hospedeiro, por promover 

um ambiente onde as enzimas envolvidas na lise dos parasitos, estejam relativamente 

diluídas (Alpuche-Aranda et al., 1994; Real et al., 2010). Assim, após o 

sequenciamento do genoma de L. amazonesis, em 2013, foi possível obter 

informações acerca do estabelecimento da interação parasito-hospedeiro, mostrando 

que assim como L. mexicana há a presença de representantes da família das 

amastinas que são únicas para o gênero, e que poderiam estar relacionadas com a 

difusão da forma cutânea da doença. Por meio de análises de bioinformática, foi 

possível, também, estabelecer padrões de interação de proteínas do parasito com 

proteínas do hospedeiro, como é o caso de protaínas do choque térmico do parasito 

que interagem com receptores do tipo Toll 9 (TLR9) do hospedeiro, inibindo a 

expressão de expressão de óxido nítrico, beneficiando, desta forma, a proliferação do 

parasito (Real et al., 2013). 

  A infecção de macrófagos murinos por L. amazonensis induziu a uma 

redução nos níveis de IL-15 intracelular nas horas iniciais da infecção. Esse achado 

corrobora um estudo que envolveu a análise do perfil transcriptômico de macrófagos 

murinos infectado por L. major, que apesar de apresentar perfil de infecção e 

características diferentes de L. amazonensis, mostrou uma regulação negativa de 

mRNA de IL-15 em 4 horas após a infecção (Real et al., 2008, Real et al., 2013, Dillon 

L.A et al., 2015). Outros experimentos envolvendo a infecção por Leishmania 

mostraram um perfil de regulação negativa semelhante ao que foi observado neste 

trabalho. Uma possível explicação para essa redução nos níveis de IL-15 intracelular  

é que durante a infecção por Leishmania haja forte produção de IL-10, que se envolve 

diretamente no mecanismo de feedback negativo da produção de IL-15. Estudos já 

demonstraram que a infecção por L. donovani causou a supressão da IL-12, com 

significativo aumento de IL-10 (Chandra D. & Naik S, 2008), corroborando os nossos 

resultados, uma vez que  já foi demonstrado que IL-15 é um importante estimulador 

para IL-12 (Avice et al., 1998). Assim inibindo a síntese de IL-15, haveria,  

consequentemente, a redução nos níveis de IL-12. Deste mesmo modo, a infecção 

por Leishmania, também, induz uma forte expressão de IL-4, polarizando a resposta 
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inflamatória para o tipo Th1, com consequente redução nos níveis de IL-12, IFN-γ e 

produção de NO por macrófagos (Alexander J. et al., 1999).  

Nos casos de infecção por T. cruzi e Leishmania, por meio de ensaios de 

imunoflourescência, foi possível observar uma reorganização na distribuição da IL-15 

citoplasmática, levando uma aglomeração da proteína em regiões em volta dos 

parasitos ao contrário da  célula não infectada, onde IL-15 assume uma distribuição 

difusa. A proteína que foi produzida em excesso, devido a infecção, mostrou tendência 

a se concentrar no citoplasma da célula, local onde ocorre a replicação do parasito. 

Esse aumento da concentração de IL-15 em locais próximos dos parasitos pode se 

relacionar com a fato que no meio intracelular, IL-15Rα se encontra ligada com IL-15 

via seu domínio Sushi, atuando como uma chaperona. Essa interação com IL-15, além  

de garantir o aumento da meia-vida da IL-15, induz fomação de agregados, mediando 

sua ligação à membrana (Bergamaschi C. et al., 2009; Giri et al., 1995; Mortier et al., 

2004; Lorenzen et al., 2006; Wang et al., 2005). Pois assim como ocorre na membrana 

nuclear, a ligação de IL-15 com a membrana do parasito poderia ser ancorada por 

esse receptor (Barzegar et al., 1998; Pereno et al., 2000). Um outro fato importante é 

que a formação desse complexo ligado à membrana celular induz a uma reciclagem 

trans-endossomal das duas moléculas e isso promove uma maior duração de IL-15 

ligada à membrana (Dubois et al., 1999; Dubois et al., 2002; Barzegar et al., 1998; 

Pereno et al., 2000). O fato de IL-15 possuir 4 hélices alfa nos dá indícios de que a 

proteína por si só possa existir de forma ligada à membrana através das chamadas 

balsas lipídicas (Goebel et al., 2002; Vámosi et al., 2004). Isso, também, poderia 

explicar o fato de IL-15 se co-localizar com a forma amastigota de L. amazonensis, 

mesmo este parasito estando separado do citoplasma da célula pela membrana do 

vacúolo parasitóforo. Uma observação importante na infecção de células L6 por T. 

cruzi, foi a presença de um aglomerado proteico de IL-15 claramente co-localizando 

em volta das formas amastigotas de T. cruzi. Neste tipo celular houve uma maior e 

mais nítida co-localização de IL-15 com o parasito. Isso é muito importante dado que 

durante a infecção por T. cruzi, o parasito tende a se estabelecer em células e tecidos 

musculares (Araujo-Jorge et al., 1992). Pela representação gráfica da figura 32, é 

possível observar como se dá o perfil de interação e distribuição de IL-15 

citoplasmática durante a infecção por T. cruzi e L. amazonensis. 
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Figura 32: Interação de IL-15 citoplasmática com os amastigotas de T. cruzi e L. amazonensis. 

Por meio da observação das imagens de imunofluorescência podemos especular sobre como se dá a 

distribuição de IL-15 citoplasmática durante a infecção por T. cruzi e L. amazonensis. Em células não 

infectadas, cuja produção de IL-15, tanto citoplasmática, quanto secretada se encontra em níveis basais 

devido a sua expressão constitutiva. Assim, é possível observar uma distribuição difusa da citocina 

intracelular nos compartimentos citoplasmático e nuclear (A). Quando a célula é infectada, além de 

haver uma alteração na produção da citocina, há, também, uma reorganização da distribuição da 

citocina, que começa a se concentrar em regiões próximas ao parasito (B). No caso da infecção por 

Leishmania, essa polarização e interação pode ser possível devido às características de IL-15, sua 

extrutura ser de 4 hélices alfa e de estar ligarada à cadeia alfa de seu receptor, o que a possibilita estar 

ancorada tanto na membrana celular, quanto em compartimentos intracelulares, como o vacúolo 

parasitóforo, por exemplo (C).  

C 

Legenda: 

A B 
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Os nossos dados de ELISA estão de acordo com dados da literatura que 

mostram, por meio de análises de transcriptoma em diferentes tipos celulares e de 

amostras de tecidos, a elevação do mRNA de IL-15 nas horas inicias da infecção por 

T. cruzi quando comparadas com os controles não infectados (Li Y. et al., 2016; 

Houston et al., 2016; Fernandes et al., 2016; Christensen et al., 2016; Dillon et al., 

2015). 

 Quando macrófagos peritoneais murinos foram tratados com IL-15 (10ng/mL) 

por 24 horas e em seguida infectados com T. cruzi, houve significativa redução do 

número de amastigotas em 24 e 48 horas após o início da infecção. Além desse 

estímulo, foi utilizado um co-estímulo com interferon gama (100ng/mL), que além de 

induzir uma ação tripanocida em macrófagos murinos mais precocemente, ainda 

potencializou os efeitos de IL-15 em 24 e 48 horas após o início da infecção. Esses 

dados remetem a um duplo papel de IL-15, que tem sua disponibilidade no meio 

extracelular controlada basicamente pela sua taxa de secreção, uma vez que as duas 

isoformas são estruturalmente idênticas, diferindo apenas no tamanho do seu 

peptídeo sinal (Grabstein et al., 1994) De igual maneira, existem alguns trabalhos que 

associam a morte de patógenos com a elevação dos níveis de IL-15 em soro de 

pacientes ou sobrenadante de cultura de células, como é o caso do trabalho que 

avaliou a taxa de multiplicação de L. infantum em macrófagos previamente 

estimulados com  IL-15 em diferentes concentrações, mostrando que a partir do 

estímulo com 10ng/mL  da citocina recombinante,  já se poderia observar uma redução 

significativa do crescimento parasitário (D’Agostinho et al., 2004).  

 Sabendo da importância da produção de óxido nítrico (NO) por 

macrófagos no combate à infecção por diferentes patógenos e que estas células 

imunes são as principais produtoras de óxido nítrico (Koo J. et al., 2016), nos 

perguntamos se o efeito tripanocida observado pelo estímulo com IL-15 recombinante 

era devido à indução do aumento da produção de óxido nítrico. Um aumento 

considerável de óxido nítrico nas células que haviam sido estimuladas por IL-15 foi 

observado e mais uma vez a co-estimulação com interferon gama potencializou o 

aumento da produção de óxido nítrico. Vários autores já demonstraram que a enzima 

óxido nítrico sintase, responsável pela produção de NO, tem um papel decisivo na 

atividade tripanocida, e que o bloqueio desta enzima abole completamente a atividade 

tripanocida por parte de macrófagos ativados. Foi demonstrado que o tratamento de 
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camundongos C57BL/6 infectados com inibidores de NO sintase aumentou a 

parasitemia e mortalidade (Nogueira & Cohn, 1978; Reed et al.,1987; Vespa et 

al.,1994).   

Atualmente há disponíveis uma série de estratégias para se estudar a função 

de um gene, dentre estas, o nocaute por recombinação homóloga se apresenta muito 

eficiente. Realizar metodologias como esta para elucidar a função das amastinas em 

T. cruzi não é possível devido a existência de várias cópias de amastinas presentes 

no genoma do parasito. Na tentativa de testar nossa hipótese da possível interação 

das amastinas com IL-15, e o possível papel desta citocina em benefício da viabilidade 

do parasito, camundongos C57BL/6 machos nocautes para IL-15, foram importados 

dos Estados Unidos, do Institute for Animal Studies do Albert Einstein College of 

Medicine. Durante todo este trabalho foi tentado o estabelecimento de colônias de 

camundongos nocautes para IL-15 por meio do cruzamento destes camundongos 

machos nocautes para IL-15 com fêmeas selvagens obtidas no biotério Central da 

UFMG. No trabalho que descreve como os camundongos nocautes para IL-15 foram 

gerados, Kennedy e colaboradores (2000) documentaram que apesar de não ter sido 

observada nenhuma anormalidade histológica ou infecção generalizada, o nocaute de 

IL-15 provocou redução no peso absoluto médio dos linfonodos periféricos quando 

comparados aos camundongos selvagens. Foi observada, também, uma redução no 

número absoluto de células NK e redução de 2 vezes do número absoluto de linfócitos 

intraepiteliais CD3 positivos. Foi relatado que camundongos nocautes permaneceram 

saudáveis quando mantidos sob condições livres de patógenos. Contudo, devido aos 

defeitos graves na função das células NK e à redução seletiva nas células T CD8+ 

periféricas, quando infectados pelo vírus Vaccinia, esses camundongos apresentaram 

severas morbidades como: pele arruinada, aparência curvada, atividade reduzida e 

sinais de febre e caquexia. Foi observado, também, que células dendríticas e 

macrófagos derivados de camundongos nocautes para IL-15 apresentavam 

expressão reduzida de IL-12, interferon gama de óxido nítrico durante diferentes 

estímulos (Ohteki et al., 2001). O estabelecimento desta colônia de camundongos 

nocautes para IL-15 seria imprescindível para testar nossa hipótese de que IL-15 

contribui, de forma positiva, na viabilidade das formas amastigotas de T. cruzi, pois 

como mostrado em nossos resultados preliminares, a ausência desta citocina induz a 

uma redução nos índices de infecção após 48 horas do início da infecção. Dessa 
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forma, após o estabelecimento desta colônia, continuaremos nossos experimentos 

com as repetições in vitro e prosseguiremos para os testes in vivo, que além da cepa 

Y, envolverá outras cepas de T. cruzi.  

Coletivamente, nossos resultados mostram que a isoforma intracelular de IL-15 

poderia exercer um papel muito importante na viabilidade da replicação de T. cruzi no 

interior da célula. Essa citocina estaria intimamente ligada à multiplicação dos 

parasitos no interior da célula e ainda atuaria na promoção da inibição do apoptose 

destas células. Acreditamos que os níveis de IL-15 secretada e não secretada durante 

a infecção seriam regulados no sentido de controlar a infecção, pórem existiriam 

alguns parasitos, como no caso de T. cruzi, que induziriam a produção da proteína 

intracelular, quebrando esse equilíbrio para favorecer a si. Acreditamos que esta 

interação seja mediada pelas amastinas ou por um complexo proteico associado a 

elas, pelo fato de que na forma amastigota há elevada produção das amastinas e por 

sua localização estratégica na membrana do parasito. Porém, para validar nossa 

hipótese de que a interação da IL-15 intracelular com a forma amastigota de T. cruzi 

seria devido à presença das amastinas, ainda será necessário realizar alguns 

experimentos que farão parte das perspectivas para concluir este trabalho.  

Além do mais, foram feitas tentativas de demonstrar a presença de IL-15 

citoplasmática por outras metodologias, como por exemplo western blotting que é uma 

técnica amplamente utilizada para identificar e quantificar proteínas. A maioria dos 

trabalhos que envolve a quantificação de IL-15 utiliza técnicas como PCR em tempo 

real, imunohistoquímica e ELISA, que, no momento, é o padrão ouro para 

quantificação de citocinas, e muitos deles estão citados neste trabalho. Porém, alguns 

autores documentaram as mesmas dificuldades que encontramos durante os ensaios 

de western blotting. Saeed e colaboradores (2001) avaliaram a produção e distribuição 

de IL-15 em amostras da interface de tecido de articulações que haviam apresentado 

rejeição a implantes. Além de reconhecer múltiplas bandas, sendo a maioria, com 

massa molecular entre 63-65 kDa, o anticorpo anti-IL-15 também reconhecia bandas 

de 13-14kDa, por isso foi sugerido que essas múltiplas bandas poderiam ser 

correspondentes a IL-15 em diferentes fases de processamento, denominadas pré-

pro-IL-15, cujo processamento seria similar ao da insulina (Fu Z. et al., 2013). Após 

tratamento enzimático, que utilizou N-glicopeptidase F, foi possível observar bandas 

menores, inclusive de 13-14kDa. Por outro lado, Escudero-Hernández e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Escudero-Hern%C3%A1ndez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28738233
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colaboradores (2017) analisaram  a presença de IL-15  em amostras de tecido de 

duodeno de pacientes portadores da doença celíaca, utilizando um anticorpo anti-IL-

15 monoclonal. Assim, foi possível detectar a presença de múltiplas bandas, inclusive 

aquela que correspondia ao peso de 15 kDa. Porém, quando utilizado um anticorpo 

anti-15Rα, também era possível detectar essas mesmas múltiplas bandas, cujas 

massas variavam entre 40-56kDa. Sendo assim, foram indicadas sendo resultado da 

formação de um complexo composto por IL-15 e a cadeia alfa de alta afinidade que 

compõe o seu receptor. Em relação a muitas citocinas, inclusive IL-15, já havia sido 

reportada a sua capacidade de serem N-glicosiladas ou formar oligômeros (Balknill, 

1996). Por outro lado, Ouyang e colaboradores (2013) apontam o fato de que, no 

ambiente citoplasmático, IL-15 interage fortemente com a cadeia α de alta afinidade 

de seu receptor, que atua como uma chaperona, lhe conferindo maior estabilidade e 

meia-vida (Duitman et al., 2008). Dessa forma, ainda há necessidade de padronizar 

os ensaios de western blotting, para detecção de IL-15, em nossos trabalhos, pois 

temos interesse em obter informações acerca da integridade da banda referente a 

citocina nas situações abordadas e possuir, assim, mais uma metodologia com a qual 

seja possível certificar dos resultados encontrados até o momento.  Pelo fato de não 

ter sido possível, até o momento, detectar a banda, de aproximadamente 15 kDa, 

referente a massa molecular de IL-15 por meio do western blot, surgiu a necessidade  

de testar a especificidade do anticorpo anti-IL-15 que utilizamos nos ensaio de 

imunofluorescência, pois pelo fato de IL-15 ter uma estrutura formada por 4 α-hélices, 

semelhante às amastinas (Teixeira et al., 1994; Rochette et al., 2005; Grabstein et al., 

1994; Pettit et al., 1997; Chirifu et al., 2007), o anticorpo utilizado poderia estar 

interagindo, também, com estas últimas proteínas, o que poderia, de certo modo, não 

gerar resultados falso-positivos, mas superestimá-los, uma vez que houve detecção 

de IL-15, mesmo em células não infectadas como mostrado nos ensaios de ELISA. 

Desta forma, um dos experimentos que serão realizados, envolverá a incubação de 

extrato de amastigotas extracelulares com anticorpo anti-IL15, com posterior análise 

por western blotting. Após essas validações, nosso próximo passo será validar o 

experimento de duplo hibrido com uma sequencia de experimentos que visam testar 

a nossa hipótese da interação das amatinas com IL-15. Além de realizar ensaios de 

pull-down, desta vez com células que sabidamente produzem IL-15 infectadas com T. 

cruzi, realizaremos ensaios de co-imunoprecipitação usando anticorpo anti-IL-15 e 
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extratos proteicos de macrófagos ou linhagens celulares infectadas com cepas de T. 

cruzi expressando δ-amastinas em fusão com a proteína GFP ou com Tag de HA.  

Utilizaremos a técnica de edição gênica por CRISPR em T. cruzi, a fim de 

estabelecer o nocaute das amastinas. Será que, com o nocaute das amastinas, o T. 

cruzi ainda conseguiria se multiplicar dentro das células? Haveria alguma alteração 

no perfil de localização de IL-15 citoplasmática observado nos ensaios de 

imunofluorescência quando as células fossem infectadas por esses parasitos que 

tiveram as amastinas nocauteadas por CRISPR? Também realizaremos ensaios de 

infecção in vitro, com T. cruzi, em fibroblastos super-expressando IL-15 

citoplasmática. Será que a super-expressão desta citocina beneficiaria a replicação 

do parasito no interior da célula? E até que ponto este aumento na produção de IL-15 

seria favorável para o parasito e, também, para a célula hospedeira? 

Outra hipótese é que, além de interagir com as amastinas ou proteínas 

associadas a elas, IL-15, também, seria capaz de transduzir sinalização por meio 

desta interação, pois as amastinas serviriam como uma espécie de receptor (vide 

esquema da figura 33). Para testar esta hipótese, um dos experimentos que serão 

realizados envolverá a incubação de amastigotas extracelulares geradas in vitro com 

IL-15 recombinante. Haveria alguma alteração nos índices de replicação, ou até 

mesmo, na morfologia destes parasitos? E que tipo de sinalização esta citocina estaria 

desencadeando nos amastigotas? Ensaios semelhantes aos que foram realizados por 

Paiva e colaboradores (2015), utilizando Leishmania braziliensis que tiveram as δ-

amastinas silenciadas por RNAi, serão feitos a fim de esclarecer se esse 

silenciamento afeta a interação dos amastigotas com IL-15, testando, mais uma vez 

se a interação dos parasitos, observada pelos ensaios de imunofluorescência, foi de 

fato, com IL-15. Se a interação for mediada pelas amastinas, o silenciamento destas 

afetaria a localização de IL-15 junto ao parasito? 

Ao estabelecer a colônia dos camundongos nocautes para IL-15, retomaremos 

os ensaios de infecção in vitro dos macrófagos obtidos a partir destes animais, e 

teremos a oportunidade de realizar os primeiros ensaios de infecção in vivo, de 

animais nocautes para IL-15, com T. cruzi. Certamente, esses ensaios poderão ajudar 

a elucidar um pouco mais acerca da patogênese da doença de Chagas e esclarecer 

até que ponto a IL-15 contribui para os aspectos clínicos da doença. Paralelamente 

ao estabelecimento da colônia de camundongos nocautes para IL-15, utilizaremos a 
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técnica de silenciamento gênico por RNA de interferência carreado por vetor retroviral 

em macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs) que foram gerados a partir de 

camundongos como previamente descrito por Marim e colaboradores (2010). Esses 

ensaios serão feitos em colaboração com o grupo de trabalho do Dr. Dario S. Zamboni, 

do Departamento de Biologia Celular, da Escola de Medicina de Ribeirão Preto – 

Universidade de São Paulo em Ribeirão Preto -SP. Uma das grandes vantagens deste 

tipo de silenciamento genico mediado por vetor retroviral é a maior estabilidade, longa 

duração do vetor de expressão e alta eficiencia na transdução e no silenciamento 

gênico (Lund et al., 1996; McInerney et al., 2000; Pannell et al., 2001; Senigl et al., 

2017; Mascarenha et al., 2017). Assim, após a transdução, esses macrófagos serão 

infectados por T. cruzi e os índices de infecção serão avaliados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x00160%3Benigl%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29244184
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Figura 33: Hipótese da interação de IL-15 intracelular com as amastinas presentes na superfície 

dos amastigotas de T. cruzi. Devido a sua  localização estratégica na superfície dos amastigotas, as  

amastinas que possuem duas alças hidrofílicas, de tamanhos diferentes,  voltadas para o citoplasma 

da célula hospedeira; e com base nos achados nos experimentos de duplo-híbrido, que mostraram a 

interação da primeira alça hidrofílica das amastinas com IL-15, e também, nos experimentos de 

imunofluorescência, em que foram utilizados anticorpos anti-IL-15 em células infectadas por T. cruzi, 

nas quais foi possível observar uma polarização do sinal de fluorescência para IL-15 em regiões 

próximas aos parasitos, nós levantamos a hipótese de que as amastinas ou proteínas associadas a 

elas seriam utilizadas como receptor para IL-15 intracelular, que se encontra tanto ligada à cadeia alfa 

de alta afinidade de seu receptor heterotrimérico, como na forma descomplexada. Assim, essa ligação 

seria capaz de desencadear uma sinalização no próprio parasito, o que poderia, de certa forma, 

viabilizar a sua replicação no ambiente citoplasmático da célula hospedeira.  
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6. Perspectivas        

Sumarizando os principais experimentos que serão realizados a fim de testar 

nossas hipóteses acerca da possível interação das amastinas com IL-15, e sobre o 

papel desta última na viabilidade do parasito no interior da célula, tem-se: 

 

✓ Ensaios de infecção in vivo com T. cruzi de camundongos nocautes para IL-

15; 

 

✓ Ensaios de infecção in vitro de macrófagos com mRNA de IL-15 silenciados 

por RNAi; 

 

✓ Ensaios de Western Blotting com incubação de extrato de amastigotas 

extracelulares com anticorpo anti-IL15 

 

✓ Ensaios de pull-down com extratos celulares de células que sabidamente 

produzem IL-15 infectadas com T. cruzi, 

 

✓ Ensaios de co-imunoprecipitação com anti-IL-15 e extratos proteicos de 

macrófagos ou linhagens celulares infectadas com cepas de T. cruzi 

expressando δ-amastinas em fusão com GFP ou com Tag de HA; 

 

✓ Ensaios de infecção in vitro e imunofluorescência com anti-IL-15 pós 

infecção de macrófagos e outras células com cepas de T. cruzi nocautes para 

δ-amastinas por CRISPR/Cas9; 

 

 

✓ Ensaios de infecção in vitro com T. cruzi de fibroblastos super-expressando 

IL-15; 
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✓ Ensaios in vitro com a incubação de amastigotas extracelulares, geradas in 

vitro, com IL-15 recombinante; 

 

 

✓ Ensaios de infecção in vitro utilizando Leishmania braziliensis que tiveram as 

δ-amastinas silenciadas por RNAi. 
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