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RESUMO 

Recentemente foi descrito o papel antiinflamatório da acetilcolina (ACh). Similar ao seu 
papel de neurotransmissor, a ACh é um mediador do Sistema Imune, agindo 
negativamente em processos inflamatórios. Com intuito de avaliar o papel da ACh no 
processo inflamatório cardíaco, camundongos VAChT KDHOM, que apresentam 
aproximadamente 65% de redução na expressão do transportador vesicular de ACh 
(VAChT) e consequente redução na liberação de ACh, foram infectados com 50 formas 
tripomastigotas da cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi. Apesar de não ter sido 
observada diferença significativa na parasitemia, o parasitismo cardíaco foi maior 
(~50%) nos camundongos VAChT KDHOM aos 35 dias pós infecção (dpi), sendo similar 
ao dos camundongos WT aos 40 e 55dpi. Esse aumento no parasitismo cardíaco pode 
se explicado, pelo menos em parte, pela redução na expressão de iNOS no coração 
dos camundongos VAChT KDHOM. Cortes histológicos cardíacos revelaram maior 
infiltrado inflamatório em corações de camundongos VAChT KDHOM aos 35 dpi quando 
comparado aos corações de camundongos WT. Para melhor entender o aumento do 
infiltrado inflamatório cardíaco foram feitas dosagens de citocinas inflamatórias no 
coração dos camundongos WT  e  VAChT KDHOM  aos 20, 35, 40 e 55 dpi, os 
resultados foram expressos em ng/mL. Não houve diferença na produção basal de 
citocinas entre os camundongos WT e VAChT KDHOM controles. Os níveis de TNF-α 
(WT=0.625±0.16; VAChT KDHOM=2.00±0.26), IL-6 (WT=1.598±0.32; VAChT 
KDHOM=3.20±0.14), IL-12 (WT=2.05±0.73; VAChT KDHOM=3.69±0.37)  e IFN-γ 
(WT=0.682±0.13; VAChT KDHOM =2.273±0.35) mantiveram-se elevados nos corações 
dos camundongos VAChT KDHOM  aos 55dpi, enquanto que os mesmos decairam nos 
corações dos camundongos WT infectados. Contrariamente, os níveis de produção da 
IL-10 decairam após 40 dpi nos corações de  camundongos VAChT KDHOM 

(40dpi=1.399±0.293; 55dpi=0.872±0.07). Já a produção de TGF-β, mesmo com a 
queda entre 40 e  55 dpi, continuou maior nos corações dos camundongos VAChT 
KDHOM quando comparada aos WT aos 55dpi (WT=1.61±0.37; VAChT 
KDHOM=5.12±0.67). A expressão de linfócitos T CD4+ e CD8+ produtores de INF-γ em 
baço de camundongos WT e VAChT KDHOM, controles e infectados, foi investigada 
através de citometria de fluxo (FACS). A expressão de células T CD4+ em baço de 
camundongos WT e VAChT KDHOM foi semelhante durante a infecção por T.cruzi. 
Porém, a infecção aumentou a expressão de linfócitos  T CD8+ no baço de 
camundongos VAChT KDHOM aos 55 dpi quando comparado aos camundongos WT 
(WT=2.13; VAChT KDHOM=3.89). Após ser identificada que a expressão basal de 
RNAm para o gene que codifica FOXP-3 foi cinco vezes maior no coração dos 
camundongos VAChT KDHOM quando comparados aos WT e que esse comportamento 
foi observado durante a infecção, contagem de linfócitos T reg foi avaliada através de 
FACS nos dois genótipos. Os resultados encontrados mostraram que tanto no timo 
(WT=1.09 ; VAChT KDHOM=3.38) quanto no baço (WT=2.18; VAChT KDHOM=68.5) foi 
encontrada maior expressão de células Treg nos camundongos VAChT KDHOM aos 35 
dpi. Para comprovar que a redução na liberação de ACh era o fator primordial para os 
fenótipos observados em camundongos VAChT KDHOM, esses camundongos foram 
infectados com T. cruzi  e tratados durante 55 dias com piridostigmina (PIR), um 
inibidor de colinesterase. Os resultados de FACS mostraram que o tratamento com PIR 
reverteu a porcentagem de expressão de células T CD8+ produtoras de IFN-γ em baço 



de camundongos VAChT KDHOM para níveis semelhantes aos encontrados em 
camundongos WT infectados. Além disso, a expressão de linfócitos T regulatórios 
aumentou ainda mais no baço de camundongos VAChT KDHOM infectados e tratados 
com PIR, sugerindo que seja esse o mecanismo contrarregulatório dos linfócitos T 
produtores de IFN-γ.  A avaliação da função cardíaca revelou que infecção com T. cruzi 
causou um remodelamento menos evidente em camundongos VAChT KDHOM do que 
em camundongos WT, o que pode ser devido a maior expressão de linfócitos Treg em 
camundongos VAChT KDHOM. Os dados obtidos indicam que a ACh regula o processo 
inflamatório cardíaco em infecção por T. cruzi e também sugerem um papel crucial da 
ACh para a contenção da inflamação no coração.  
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ABSTRACT 

Recently was described the antiinflammatory role of acetylcholine (ACh). Similar to its 
role as a neurotransmitter, ACh is a mediator of the immune system, acting negatively 
in inflammatory processes. In order to evaluate the role of ACh in cardiac inflammation, 
VAChT KDHOM mice, which have approximately 65 % reduction in the expression of the 
vesicular acetylcholine transporter (VAChT) and the consequent reduction in the ACh 
release, were infected with 50 trypomastigotes of Colombian Trypanosoma cruzi strain. 
Although there have been significant differences in parasitemia, cardiac parasitism was 
higher (~ 50 %) in VAChT KDHOM mice at 35 days post infection (dpi), similar to that of 
WT mice at 40 and 55dpi. This increase in cardiac parasite can be explained, at least in 
part, by a reduction in iNOS expression in the heart of VAChT KDHOM mice. Heart 
histology data revealed higher inflammatory infiltrate in hearts of VAChT KDHOM mice at 
35 dpi when compared to WT hearts. To better understand the increased cardiac 
inflammatory infiltrate, measurements of inflammatory cytokines were made in hearts of 
WT and VAChT KDHOM mice at 20, 35, 40 , and 55 dpi , and the results were expressed 
in ng/ml. We didn't observe differences in the basal production of cytokines between 
control groups. The levels of TNF- α (WT=0.625 ±  0.16 ; VAChT KDHOM= 2.00 ± 0.26 ) , 
IL-6 (WT =1.598 ± 0.32 ; VAChT KDHOM= 3.20 ± 0.14 ), IL-12 ( WT = 2.05 ± 0.73 ; 
VAChT KDHOM= 3.69 ± 0.37) and IFN-γ (WT= 0.682 ± 0.13 ; VAChT KDHOM= 2.273 ± 
0.35 ) remained high in the hearts of VAChT KDHOM mice in 55dpi , while they 
decreased in the hearts of infected WT mice. In contrast, levels of IL-10 production 
decreased after 40 dpi in the hearts of VAChT KDHOM mice (40dpi=1.399±0.293; 
55dpi=0.872±0.07). The production of TGF-β, even with the drop between 40 and 55 
dpi, continued higher in hearts of VAChT KDHOM mice compared to WT (WT =1.61 ± 
0.37 ; VAChT KDHOM = 0.67 ± 5.12). The expression of INF-γ producing CD4+ and CD8+ 
T cells in spleen of controls and infected mice from WT and VAChT KDHOM was 
investigated by flow cytometry (FACS). The CD4+ T cells expression in the spleen of 
WT and VAChT KDHOM mice was similar during T. cruzi infection. However, the infection 
increased the CD8+ T cells expression in the spleen of VAChT KDHOM mice at 55 dpi 
when compared to WT mice (WT = 2.13; VAChT KDHOM= 3.89).  After the observation 
that the basal expression of mRNA for the FOXP-3 encoding gene was five times 
greater in the heart of VAChT KDHOM mice when compared to WT, and that this profile 
was observed during the infection, T reg lymphocytes were counted, using FACS, in 
both genotypes. The results showed that both in the thymus (WT=1.09; VAChT 
KDHOM=3.38)  and in the spleen (WT=2.18; VAChT KDHOM=68.5)  a higher population of 
Treg cells was found in VAChT KDHOM mice at 35 dpi. To prove that the reduction of 
ACh release was the primary factor for the observed phenotypes in VAChT KDHOM 
mice, these mice were infected with T. cruzi and treated for 55 days with pyridostigmine 
(PYR), a cholinesterase inhibitor. FACS results showed that PYR treatment reversed 
the expression of INF-γ producing CD8+ cells in the spleen of VAChT KDHOM mice to 
levels similar to that found in WT infected mice. Furthermore, the expression of 
regulatory lymphocytes in the spleen was further increased infected VAChT KDHOM mice 
treated with PYR, suggesting that this mechanism may counterregulate T lymphocytes 
IFN- γ producers. The assessment of cardiac function revealed that infection by T. cruzi 
caused a less evident remodeling in VAChT KDHOM mice than in WT mice, which may 
be due to increased Treg lymphocytes expression in VAChT KDHOM mice. The data 



indicate that ACh modulates the cardiac inflammatory process in infection by T. cruzi 
and also suggest a crucial role of ACh for the control of inflammation in the heart. 
 
Keywords: acetylcholine, inflammation, Treg, Trypanosoma cruzi. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A inflamação é uma resposta imune essencial que permite a sobrevivência do 

indivíduo durante a infecção ou lesão e mantém a homeostase do tecido sob uma 

variedade de condições nocivas (Medzhitov, 2010). Independente da origem do 

estímulo que leva a inflamação, se é por patógenos ou se é estéril, uma cascata de 

sinais é ativada causando o recrutamento de células inflamatórias, que têm a função 

primária de erradicar o patógeno e limpar debris celulares ocasionados por morte 

celular, enquanto ativa mecanismos de reparo tecidual. Porém, quando a inflamação 

não é capaz de exterminar o agente agressor, tornando-se crônica, a inflamação pode 

levar o indivíduo a sérias consequências, culminando na disfunção orgânica e morte 

(Chen & Nuñez, 2010). Em doenças cardiovasculares, a inflamação do miocárdio é um 

sério agravante que contribui de forma expresssiva para o remodelamento do 

miocárdio, caracterizado por profundas alterações na geometria, estrutura e função 

cardíaca (Frangogiannis, 2002). Desse modo, estratégias que controlem ou cessem a 

inflamação são de grande relevância em processos inflamatórios diversos, bem como 

no sistema cardiovascular.  

 Tracey (2000) descreveu uma nova via antiinflamatória que tem sido estudada 

de forma consistente. É chamada de via antiinflamatória colinérgica ou reflexo 

inflamatório, e tem como principal mediador a acetilcolina (ACh). A ACh tem 

demonstrado conter os níveis inflamatórios locais e sistêmicos em uma variedade de 

patologias experimentais. 

 Assim, esse trabalho teve como objetivo central investigar se a ACh é capaz de 

modular o processo inflamatório cardíaco em um modelo clássico de miocardite, a 

Doença de Chagas (DC). Para isso, camundongos VAChT knockdown homozigoto 

(VAChT KDHOM) que apresentam aproximadamente 65% de redução na expressão do 

transportador vesicular da acetilcolina (VAChT), com consequênte redução na 

liberação de ACh (Prado e cols., 2006) foram infectados com Trypanosoma cruzi.  

 Os dados obtidos mostraram que a ACh participa no controle do processo 

inflamatório cardíaco ocasionado pela infecção experimental por T. cruzi. Uma vez que 



 

 

corações de camundongos VAChT KDHOM apresentaram maior parasitismo, infiltrado 

inflamatório e expressão de citocinas inflamatórias. Uma possível justificativa para 

esses eventos é a modulação diferenciada de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ e T 

regulatórios do baço encontrada nesses camundongos. Nossos dados mostraram que 

a ACh regula a produção/expansão de células Treg durante a infecção por T.cruzi. 

Esse fato pode estar associado ao remodelamento cardíaco menos evidente observado 

nos camundongos VAChT KDHOM infectados com T.cruzi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar se a redução na liberação de ACh exacerba a resposta imune em 

processo inflamatório cardíaco durante a infecção experimental por T.cruzi. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 i) Avaliar a taxa de sobrevivência de camundongos WT e VAChT KDHOM 

infectados com T.cruzi; 

 ii) Avaliar a parasitemia e o parasitismo cardíaco de  camundongos WT e VAChT 

KDHOM infectados com T.cruzi; 

 iii) Investigar a atividade tripanocida de macrófagos provenientes de 

camundongos WT e VAChT KDHOM; 

 iv) Investigar o processo inflamatório cardíaco através da quantificação do 

infiltrado inflamatório e da produção de citocinas pró e antiinflamatórias em coração de 

camundongos WT e VAChT KDHOM  controles e chagásicos; 

 v) Averiguar a produção/expansão de linfócitos T CD4+ e CD8+ produtores de 

IFN-γ durante a infecção experimental com T. cruzi; 

 vi) Identificar a produção/expansão de linfócitos T regulatórios durante a 

infecção experimental com T. cruzi; 

 vii) Comprovar se as alterações na resposta imune em camundongos infectados 

com T. cruzi são decorrentes da deficiência de ACh; 

 viii) Avaliar a função cardíaca de camundongos WT e VAChT KDHOM infectados 

com T.cruzi. 

  

 

 

 



 

 

3. JUSTIFICATIVA  

 

Apesar de todos os avanços e progressos que vem acontecendo na área da 

terapêutica das patologias cardiovasculares, estas ainda são um grande problema de 

saúde pública e as principais responsáveis por morte em todo o mundo (WHO, 2010). 

Considerando que o sistema imune pode atuar ativamente no desenvolvimento e 

agravamento das doenças cardíacas e que ACh participa da homeostase inflamatória, 

torna-se necessário o melhor entendimento da interação sistema imune - ACh - 

doenças cardiovasculares. Baseando-se no fato que a DC é uma patologia de intenso 

processo inflamatório cardíaco, a proposta desse trabalho foi avaliar se  ACh modula a 

resposta imune cardíaca durante o processo inflamatório causado pela infecção por 

T.cruzi. A inflamação do miocárdio é um dos grandes fatores associados a piora da 

função cardíaca e desta forma estratégias que consigam resolucionar a inflamação e 

restaurar a função do coração são extremamente importantes na perspectiva de 

melhora de tratamento dessas patologias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

4. REVISÃO DE LITERATURA 

 

4.1. DOENÇA DE CHAGAS 

 

 A Doença de Chagas ou tripanossomíase americana, é uma doença endêmica 

da América Latina e segundo os dados publicados pela Organização Mundial da Saúde 

em 2013 há entre 7 e 8 milhões de pessoas infectadas. 

 Aspectos clínicos da DC, bem como o ciclo de transmissão e agente etiológico, 

foram descritos pela primeira vez pelo médico sanitarista Carlos Justiniano Ribeiro das 

Chagas  em 1909. O agente causador da patologia chagásica é o protozoário flagelado 

Trypanosoma cruzi, pertencente a ordem Kinetoplastida, família Tripanosomatidae, 

gênero Trypanosoma que infecta animais mamíferos incluindo humanos (Hoare & 

Wallace, 1966). O ciclo biológico do T. cruzi é complexo e envolve um vetor 

intermediário invertebrado hematófago da subfamília Triatominae e um hospedeiro 

vertebrado mamífero. No triatomíneo (insetos da família Reduviidae) é possível 

encontrar no tubo digestivo as formas epimastigotas replicativas e tripomastigotas 

metacíclicas, sendo ambas flageladas (Brener, 1973). A infecção natural do hospedeiro 

mamífero ocorre quando formas tripomastigotas metacíclicas (infectantes), eliminadas 

nas fezes do inseto vetor penetram na pele lesada ou mucosas. Ao penetrar nas 

células, as formas tripomastigotas escapam do fagolisossomo e sofrem, no citoplasma, 

diferenciação celular para as formas amastigotas. Em aproximadamente cinco dias, tais 

formas se transformam em tripomastigotas e iniciam um intenso movimento que 

contribui para a ruptura da célula hospedeira levando a liberação dos parasitos e 

infecção de novas células (Hoare & Wallace, 1966). Portanto, no hospedeiro vertebrado 

são encontradas a forma tripomastigota, que é vista na circulação sanguínea e é a 

forma infectante de células nucleadas (incluindo células dendríticas, musculares, 

nervosas, macrófagos, cardiomiócitos e fibroblastos) e a forma amastigota, que se 

replica no citosol da célula do hospedeiro (Mayer, 1914) (Figura 1).  



 

 

     

Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.  

 

 Além da clássica transmissão vetorial, a DC pode ser também transmitida 

através de outros mecanismos, como transfusão sanguínea e via placentária (Rassi e 

cols., 2010). Além disso, há também mecanismos alternativos de transmissão (Dias & 

Neto, 2011), como através de transplante de órgãos, acidentes laboratoriais e via oral, 

sendo esta última relacionada à ingestão de alimentos contaminados (Toso e cols., 

2011). Outra forma de disseminação da DC ocorre por meio da migração de indivíduos 

infectados para áreas não endêmicas, uma vez que imigrantes infectados oferecem 

risco de infecção através de transfusão de sangue ou transmissão congênita (Coura e 

Borges-Pereira, 2010; Nagajyothi e cols, 2012). Estima-se que mais de 300.000 

pessoas infectadas vivem nos Estados Unidos (Bern & Montgomery, 2009). Por isso, 

mesmo com o intenso  controle da transmissão da DC nos últimos 20 anos por meio de 

estratégias de eliminação do vetor e melhora na segurança das transfusões 



 

 

sanguíneas em áreas endêmicas,  a DC continua sendo um importante problema de 

saúde pública mesmo em países não endêmicos (Nagajyothi e cols, 2012). 

 A infecção inicial é seguida por um período pré-latente, de tempo variável, e 

devido a multiplicação exponencial dos parasitas, surge uma fase aguda caracterizada 

por evidente parasitemia observada no exame direto do sangue. Essa fase possui 

duração de um a três meses e na maioria dos casos os sintomas são inespecíficos, o 

que dificulta o diagnósico. Em casos de transmissão vetorial, é possível observar o 

sinal de porta de entrada do T. cruzi através da pele (chagoma de inoculação) ou 

próximo a mucosa ocular, que se manifesta como uma reação da conjuntiva com 

edema das pálpebras de um lado da face (sinal de Romaña) (Romaña, 1935). Já na 

fase crônica da DC normalmente não é observado parasitas circulantes e na maioria 

dos casos os pacientes são sorologicamente positivos anti-Trypanosoma cruzi, porém 

não desenvolvem manifestações clínicas. Estima-se que 20% a 30% dos indivíduos 

infectados irão desenvolver os sintomas clínicos crônicos da patologia chagásica, 

podendo apresentar manifestações cardíacas ou gastrointestinais, ou ambas (Prata, 

2001).  

 A forma digestiva é caracterizada principalmente pela ocorrência de dilatação do 

esôfago ou cólon, provavelmente como consequência de injúria do sistema nervoso 

entérico (Matsuda e cols., 2009). Por sua vez, a forma cardíaca da DC pode se 

apresentar com uma série de distúrbios no coração, como arritmias, insuficiência 

cardíaca, cardiomegalia, disautonomia, danos na vasculatura (Gutierrez e cols., 2009; 

Machado e cols., 2012). Alterações na condução do estímulo elétrico, eventos de 

cardioembolismo, bem como aneurisma apical do ventrículo esquerdo são outros sinais 

comuns na cardiomiopatia chagásica crônica. Além disso, análises histopatológicas do 

coração podem revelar a ocorrência de hipertrofia dos cardiomiócitos, inflamação 

crônica e fibrose (Rossi e cols., 2010; Machado e cols., 2012).  

 A cardiomiopatia é a principal forma clínica da DC e a responsável pela grande 

mortalidade causada por essa patologia (Prata, 2001). Alguns estudos vêm tentando 

elucidar a patogênese e etiologia da cardiomiopatia chagásica crônica. Dentre as 

hipóteses, está a persistência do parasito no tecido, o desencadeamento de processos 



 

 

autoimunes e a permanência de um processo inflamatório, além de mecanismos 

neurogênicos (Marin-Neto e cols., 2007; Gutierrez e cols., 2009; Nagajyothi e cols., 

2012). Além disso, para o desenvolvimento da doença chagásica cardíaca são 

importantes tanto fatores genéticos do parasito, relacionados com as estratégias de 

evasão e estimulação do sistema imune do próprio T. cruzi, quanto fatores do 

hospedeiro, tais como a deficiência na homeostase imunológica (Gutierrez e cols., 

2009).  

 

 

4.2. RESPOSTA IMUNE NA DC 

 

 O Sistema Imune inato é ativado rapidamente e principalmente quando células 

dendríticas e macrófagos residentes no tecido infectado reconhecem moléculas 

produzidas pelo T. cruzi ou seu próprio DNA (Almeida e Gazzinelli, 2001, Shoda e 

cols., 2001). Em resposta essas células começam a produzir e liberar IL-12 e TNF-α 

(Camargos e cols., 1997). Uma vez liberada, a IL-12 estimula as células Natural Killer 

(NK) a produzirem IFN-ɣ, enquanto o TNF-α estimula o próprio macrófago a produzir IL-

12 o que resultará em aumento na produção de IFN-ɣ. Essa duas vias se 

retroalimentam aumentando a produção dessas citocinas, que são as responsáveis por 

ativar o sistema imune adaptativo, gerando células T CD4+ e CD8+ que continuam a 

produzir IFN-ɣ, que é a principal citocina envolvida no controle da infecção pelo T. cruzi 

(Cardillo e cols., 1996) (Figura 2). Citocinas antiinflamatórias como a IL-10 e, 

modulatórias como o TGF-β, controlam o nível de citocinas pró-inflamatórias, como o 

IFN-ɣ, para que os tecidos não sejam danificados pelo excesso de inflamação. Assim, a 

resistência a infecção por T. cruzi é resultado do balanço entre os níveis de IFN-ɣ e IL-

10 produzidos pelo hospedeiro (Cardillo e cols., 1996, Silva e cols., 1991). A resposta 

imune gerada é muito efetiva no controle, mas não na eliminação do T. cruzi (Dutra e 

cols., 2005; Grupta e cols., 2011).  



 

 

  

Figura 2: Eventos celulares envolvidos na resposta imune inata e adaptativa 
durante a infecção por T.cruzi.  
 

 

4.2.1. CITOCINAS 

 

  Citocinas são proteínas secretadas por diversas células e agem de forma 

autocrina, paracrina e justácrina  coordenando respostas, incluindo imunes, 

apropriadas. Portanto as citocinas são mensageiros químicos utilizados pelas células 

para sua comunicação. Elas incluem uma diversidade de interleucinas (IL), interferons 

e fatores de crecimento. Sabe-se também que outros tipos celulares também são 

capazes de sintetizar citocinas, como por exemplo as células epiteliais (Nagarkar e 



 

 

cols., 2012), fibroblastos (Fredriksson e cols., 2003) e os cardiomiócitos (Machado e 

cols.; 2000). 

 

 

a) IL-12 

 

 A IL-12 foi primeiramente descrita como fator de estimulação de células NK. É 

uma glicoproteína heterodímera formada pelas subunidades p35 e p40 que são 

independetemente reguladas. Mas apesar da p35 ser expressa constitutivamente em 

vários tipos celulares e a p40 ser expressa somente em células secretoras de IL-12, a 

co-expressão é necessária para a atividade biológica da IL-12 (Jalah e cols., 2013). Ela 

é produzida por monócitos, macrófagos, neutrófilos, micróglia, células dendríticas 

ativadas entre outras. A IL-12 medeia o desenvolvimento e a manutenção de células 

Th1 por induzir a produção de IFN-γ, sendo seus receptores expressos principalmente 

em células T e NK (Hsieh e cols, 1993). A redução de IL-12 consequentemente piora a 

resposta Th1 e aumenta a susceptibilidade a infecções por patógenos intracelulares 

(Akdis e cols., 2011).  

 Camundongos Knockout (KO) para a subunidade p40 da IL-12 (IL-12p40KO) 

quando infectados com a cepa clone Sylvio X10/4 de T. cruzi e comparados aos WT 

também infectados apresentaram aumento do parasitismo na medula vertebral com 

consequente disfunção motora (Bombeiro e cols, 2012). Adicionalmente, cultura in vitro 

de macrófagos peritoneais desses camundongos apresentaram menor atividade 

tripanocida quando estimulados com IFN-γ, corroborando os dados de maior número 

de macrófagos invadidos pelo parasita no infiltrado inflamatório medular. Além disso, a 

cinética da expressão de RNAm para os genes que codificam CD3, TNF-α, IFN-γ, 

iNOS, IL-10 e arginase I manteve-se similar entre os dois grupos até a quarta semana 

pós infecção. Da quarta para a quinta semana ocorreu uma mudança na expressão 

desses genes, sendo maior na medula dos camundongos IL-12p40KO e 

permanecendo elevada até a sexta semana. Os dados mostram que apesar da IL-

12p40 não ser a única responsável pela estimulação de IFN-γ na infecção por T.cruzi, 



 

 

ela é essencial para o orquestramento da resposta inflamatória no controle do parasita 

(Bombeiros e cols., 2012). 

 

 

b) IL-6 

 

 A IL-6 é multifuncional, pleiotrópica envolvida na regulação da resposta imune, 

hematopoiese e inflamação. A família da IL-6 ativa cascatas de sinalização envolvidas 

com diferenciação, proliferação, apoptose e sobrevivência celular.  É produzida por 

monócitos, macrófagos, células endoteliais, fibroblastos e cardiomiócitos em resposta a 

diferentes estímulos (IL1, IL-17 a TNF-α). A IL-6 direciona o tráfego de leucócitos, 

promove a proliferação de células T, diferenciação e sobrevivência de células B e a 

produção de anticorpos (Hirano e cols., 1985). A IL-6 age via gp130 ativando a via 

JAK/STAT3. Quando STAT3 está fosforilada ela é conduzida para o núcleo, onde ativa 

a transcrição de IL-6, a qual está envolvida na defesa, inflamação e citoproteção. 

Outras vias que também podem ser ativadas são Ras-Erk1/2/MAPK e PI3K/AKT 

(Takahashi-Tezuka e cols, 1998).  

 No coração diversos estudos tem mostrado que a IL-6 tem ação cardioprotetora. 

Jia e colaboradores (2012) mostraram que o pré-tratamento com IL-6 foi capaz de 

aumentar a viabilidade de cardiomiócitos incubados com H2O2 (200µM) durante três 

horas. Já Ponce e colaboradores (2012) observaram que cultura de cardiomiócitos de 

camundongos BALB/c neonatais quando infectados com T.cruzi apresentam aumento 

da secreção de IL-6, a qual agiu essencialmente como um fator anti-apoptótico. Por 

outro lado, altas taxas de IL-6 circulantes e no tecido cardíaco após infarto do 

miocárdio tem relação com aumento de morbidade-mortalidade (Frangogiannis e cols., 

2002). Além disso, foi observado fibrose, hipertrofia e disfunção diastólica em ratos 

infundidos com IL-6 durante 7 dias com bombas osmóticas (Meléndez e cols., 2010).  

 

 

c)  IL-10 



 

 

 A IL-10 é um fator antiinflamatório e um importante regulador de vários aspectos 

da resposta imune. A IL-10 é produzida por células T regulatórias, monócitos, células 

B, NK, macrófagos e células dendríticas. A IL-10, por exemplo, inibe a ação de células 

apresentadoras de antígeno por reduzir a produção de MHC (complexo principal de 

histocompatibilidade) da classe II, além de diminuir a expressão de moléculas co-

estimulatórias na superfície de macrófagos e monócitos (Akdis e cols., 2009) e de 

reduzir a expressão de muitas citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas e receptores de 

quimiocinas (De Waal e cols., 1991). Em contraste com seus efeitos inibitórios sobre os 

linfócitos T, a IL-10 promove sobrevivência, proliferação e diferenciação de células B 

em humanos (Akdis e cols., 2009). Camundongos deficientes em IL-10 têm prejuízo no 

crescimento, são anêmicos e espontaneamente desenvolvem colite crônica (Kuhn e 

cols., 1993). 

 Roffê e colaboradores (2012) infectaram duas linhagens de camundongos de 

susceptibilidade distintas com a cepa Colombiana de T.cruzi para averiguar os 

possíveis fatores inflamatórios que pudessem justificar a diferença na resistência à 

infecção. A linhagem mais susceptível, C3H/HeSnJ, apresentou maior infiltrado 

inflamatório cardíaco, tendo prevalência de monócitos e macrófagos, diferente dos 

camundongos C57BL/6J, resistentes a infecção, que tiveram maior concentração de 

linfócitos T CD8+ aos 30 dpi. Dentre uma variedade de fatores imunomodulatórios, 

inflamatórios e antimicrobiais, a expressão de IL-10 no coração foi aproximadamente 

dez vezes maior nos camundongos C57BL/6J  quando comparados aos camundongos 

C3H/HeSnJ. Porém, a população de células T reg no coração de ambos os grupos não 

foi diferente. Mas, o infiltrado inflamatório cardíaco de camundongos C57BL/6J teve 

uma porcentagem de linfócitos T CD8+IL-10+ e também de CD8+IFN-γ+IL-10+ 

aproximadamente dez vezes maior quando comparado a camundongos C3H/HeSnJ. 

Comprovando a ação cardioprotetora da IL-10 em camundongos C57BL/6J, 

camundongos deficientes em IL-10 de mesmo background foram infectados com T. 

cruzi e apresentaram as mesmas características que os camundongos C3H/HeSnJ. 

Esse e outros trabalhos (Hunter e cols, 1997; Ho¨lscher e cols., 2000) indicam que a IL-

10 protege os camundongos infectados com T. cruzi e com miocardite aguda da morte.  



 

 

 Além disso, estudos mostram que pacientes chagásicos indeterminados, 

aqueles que são soropositivos anti-T.cruzi mas não apresentam manifestações clínicas, 

têm aumento nos níveis de IL-10 (Gomes e cols., 2003). Ou ainda, quando não é 

encontrado diferença na produção de IL-10 entre indivíduos chagásicos indeterminados 

e indivíduos chagásicos com cardiomiopatia, é detectado um desbalanço da produção 

de IL10 e IFN-γ, sugerindo que a IL-10 tem papel importante no controle da inflamação, 

o que protege o músculo cardíaco (D`Ávila e cols., 2009). 

 

d) TNF-α 

 Na DC o fator de necrose tumoral, TNF-α, é uma citocina considerada 

importante para a resistência à infecção, uma vez que um maior controle da replicação 

parasitária requer produção de TNF-α (Montalvão e cols., 2013), mas também é vista 

como causadora de lesões teciduais. O TNF-α e outras citocinas como o IFN-γ, IL-1α, 

IL-6 tem mostrado modular a expressão de moléculas de adesão que participam do 

processo de recrutamento de linfócitos para os sítios inflamatórios, contribuindo para a 

progressão da inflamação local na cardiomiopatia chagásica (Laucella e cols., 1999). 

 Ferreira e colaboradores (2003) demonstraram que os níveis séricos de TNF-α 

são maiores em indivíduos chagásicos indeterminados quando comparados a 

indivíduos saudáveis. Porém os níveis séricos de TNF-α são similares entre indivíduos 

chagásicos indeterminados e com cardiomiopatia chagásica crônica com fração de 

encurtamento do ventrículo esquerdo (FEVE) maior ou igual a 50%. No entanto, 

indivíduos chagásicos com cardiomiopatia chagásica crônica com FEVE menor que 

50% têm níveis séricos de TNF-α ainda maiores que os acima citados. Porém, os 

níveis séricos de TNF-α são similares entre os indivíduos chagásicos com 

cardiomiopatia chagásica crônica com FEVE menor que 50% e com cardiomiopatia 

dilatada idiopática. Esses dados mostram a relação direta da produção aumentada de 

TNF-α com a perda da função cardíaca. 

 Em autópsia de ventrículo esquerdo de pacientes com DC foram encontradas as 

seguintes correlações: 1- indivíduos com disfunção cardíaca apresentam aumento de 



 

 

infiltrado inflamatório quando comparados aos indivíduos chagásicos assintomáticos; 2- 

dos 11 pacientes com disfunção cardíaca 10 apresentaram associação positiva de 

células inflamatórias e TNF-α, e em indivíduos assintomáticos 4 em 10 (Rodrigues e 

cols., 2012). Esses e outros trabalhos demonstram a associação do TNF-α com a 

insuficiência cardíaca de pacientes infectados com T. cruzi (Reis e cols., 1993; Lima e 

cols., 2001). 

 A produção excessiva de TNF-α não está associada somente a cardiopatia 

chagásica, mas também está envolvida com uma série de outras patologias cardíacas, 

como a redução na contratilidade do miocárdio (Finkel e cols., 1992; Yokoyama e cols., 

1993; Naghshin e cols., 2012; Büyükakilli e cols., 2012), hipertrofia cardíaca (Yokoyama 

e cols., 1997; Nakamura e cols., 1998; Yu e cols., 2013) e apoptose de cardiomiócitos 

(Krown e cols., 1996; Wu e cols.,2013). Kubota e colaboradores (1997) mostraram que 

camundongos que superexpressam TNF-α especificamente no coração apresentaram 

inflamação no miocárdio, dilatação ventricular e falência congestiva. Esses sintomas 

foram todos regredidos após o tratamento  com receptor solúvel de TNF-α. O que 

sugere que o TNF-α produzido pelo coração pode ter um papel importante no 

desenvolvimento de patologias cardíacas.   

 

 

e) TGF-β 

 

 O TGF-β (fator de transformação do crescimento) é um membro da família de 

fatores de crescimento e diferenciação que tem uma grande variedade de papéis 

biológicos em processos inflamatórios, fibrose, supressão imune, proliferação, 

diferenciação e morte celular (Roberts e cols., 1990; Massague e Gomis, 2006). 

 O TGF-β é um importante regulador da inflamação por mediar efeitos pró-

inflamatórios em baixas concentrações e efeitos antiinflamatórios em altas 

concentrações. Portanto, o TGF-β faz um balanço entre o controle e clearance do 

organismo infeccioso e a prevenção da patologia causada pela inflamação (Omer e 

cols., 2000; Savino e cols., 2007). TGF-β estimula a produção de IL-10 em linfócitos T, 



 

 

ativando diretamente o promotor de IL-10 via co-Smad4 (Kitani e cols., 2003). No 

coração a principal fonte de TGF-β é o fibroblasto, seguido pelo cardiomiócito em 

menor escala. Além disso, em processo fibrótico e hipertrófico cardíaco, macrófagos 

também secretam TGF-β (Araújo-Jorge e cols., 2008). 

Na DC o TGF-β está associado a fibrose e a disfunção cardíaca. Para avaliar a 

influência do TGF-β na cardiomiopatia chagásica, Arújo-Jorge e colaboradores (2002) 

avaliaram os níveis séricos dessa citocina em quatro grupos de indivíduos: 1- 

saudáveis; 2- chagásicos indeterminados; 3- chagásicos com cardiomiopatia sem ou 

com pouca disfunção cardíaca; 4- chagásicos com cardiomiopatia com disfunção 

cardíaca moderada ou severa. Os resultados mostraram que indivíduos indeterminados 

tem níveis aumentados de TGF-β quando comparado aos indivíduos normais. O grupo 

3 tem mais  TGF-β que o grupo 2, e o grupo 4 foi o que teve os nívies mais altos de 

TGF-β. Essses dados apontam uma relação direta entre a produção de TGF-β e a 

gravidade da disfunção cardíaca em indivíduos chagásicos. Corroborando esses 

dados, Oliveira e colaboradores (2012) infectaram camundongos Swiss com a cepa Y 

de T.cruzi e trataram parte desses animais com um inibidor de receptores I e II de TGF-

β. Os dados mostraram que o tratamento com o inibidor de TGF-β dimunuiu a 

parasitemia, a mortalidade, melhorou a condução elétrica, além de restaurar a 

expressão da conexina-43. Com relação a fibrose, foi encontrado menos fibronectina e 

colageno I em tecido cardíaco de camundongos chagásicos tratados com inibidor de 

TGF-β. E de forma interessante, o tratamento com inibidor de TGF-β  aos 20 dpi 

também mostrou ser eficiente na redução da fibrose cardíaca dos camundongos 

infectados com T.cruzi. 

Por outro lado, na homeostase inflamatória ou resolução da inflamação, 

experimentos tem demonstrado que neutrófilos e linfócitos apoptóticos estimulam 

macrófagos a diminuir a secreção de TNF-α e aumentar a produção de TGF-β e IL-10, 

providenciando o controle da inflamação, o que resguarda o tecido de lesões (Voll e 

cols.,1997). Camundongos deficientes em TGF-β apresentam crescimento normal até 

as 2 primeiras semanas de vida, depois eles desenvolvem uma síndrome inflamatória 

causando a mortalidade entre a terceira e quarta semana de idade. Esses 



 

 

camundongos apresentaram intenso infiltrado inflamatório de linfócitos e macrófagos 

em muitos órgãos, mas primariamente no coração e no pulmão. Esse fenótipo sugere 

um papel de destaque para o TGF-β na regulação homeostática da proliferação de 

células imunes e de extravasamento nos tecidos (Kulkarni e cols., 1993). 

 

f) IFN-γ 

 

          O IFN-γ é produzido por NKs, macrófagos, monócitos, células Th1  e linfócitos B 

(Levick e Goldspink, 2013). O IFN-γ tem múltiplas funções como: atividade antiviral, 

citotoxicidade, diferenciação de células Th1, regulação positiva de MHC da classe I e II, 

inibição do crescimento celular, pró-apoptótico, regula a interação leucócitos-endotélio, 

aumenta a capacidade microbicida de outros tipos celulares (Akdis e cols., 2011). O 

IFN-γ é um mediador chave na imunidade inata e adquirida contra patógenos. Em 

células fagocitárias essa citocina promove a morte intracelular de micróbios através da 

indução de metabólitos tóxicos, como as espécies reativas de oxigênio (ERO) e óxido 

nítrico (NO) (Santiago e cols, 2005). 

O IFN-γ  eleva a atividade anti-parasitária de macrófagos por meio de aumento 

da produção de NO. Esse efeito do IFN-γ sob os macrófagos é modulado 

negativamente  pela ação de IL-10 e de TGF-β, com  consequente aumento no número 

de parasitas (Gazzinelli e cols., 1992). Assim, camundogos IL-10KO infectados com a 

cepa Y de T. cruzi tiveram células imunes no baço produzindo mais IFN-γ e NO, 

enquanto  apresentaram baixa parasitemia e parasitismo tecidual (Abrahamsohn e 

Coffman, 1996). 

A associação entre da produção de IFN-γ e a função cardíaca em indivíduos 

chagásicos não está bem esclarecida. Tanto pacientes chagásicos com disfunção 

cardíaca, quanto pacientes chagásicos assintomáticos apresentaram células do 

infiltrado inflamatório cardíaco produzindo IFN-γ (Reis e cols., 1993; Lima e cols., 

2001). Na revisão feita por  Levick e Goldspink (2013) dentre estudo experimentais 

utilizando camundongos, ratos e cães, exitem referências relacionando o aumento de 

IFN-γ com hipertrofia e fibrose cardíaca. Porém, há outros trabalhos que relatam 



 

 

benefícios do IFN-γ no coração. Por exemplo, camundongos com deleção do gene que 

codifica IFN-γ apresentaram hipertrofia cardíaca e disfunção diastólica. Além disso, 

ratos infundidos com IFN-γ tiveram atenuação da hipertrofia causada por sobrecarga 

de pressão aórtica. Vê-se assim que o papel do IFN-γ na função cardíaca é 

controverso. 

 

4.3. LINFÓCITOS T REGULATÓRIOS 

Linfócitos T regulatórios (Treg) são uma subclasse de linfócitos T CD4 que 

expressam receptores de IL-2 (CD25) e o fator de transcrição FOXP-3. Essas células 

são essenciais para preservar a homeostase imune, a sua ausência pode causar 

rapidamente o desenvolvimento de doenças autoimunes (Sakaguchi e cols., 2010). 

Existem duas classes de linfócitos Treg, as naturais que são geradas no timo e as 

induzidas  que são oriundas de células T convencionais que passaram a expressar 

FOXP-3 devido a estímulos do meio, como por exemplo, estímulo antigênico e TGF-β 

(Horwitz e cols., 2008; Curotto de Lafaille e Lafaille, 2009; Geiger e Tauro, 2012). 

Apesar de poderem ser consideradas linhagens diferentes, ambas as Treg, natural e 

induzida, são altamente funcionais na imunoterapia de uma variedade de doenças 

autoimunes (Mekala e cols., 2005; Zheng e cols., 2006). 

No coração, as células Treg parecem ter um papel protetor, como demonstrado 

por Kvakan e colaboradores (2009) quando trataram camundongos hipertensos 

induzidos por angitensina II e observaram redução na hipertrofia e fibrose cardíaca, 

além de melhora no remodelamento elétrico arritmogênico com distribuição normal da 

conexina 43.  

Adicionalmente, Tang e colaboradores (2012) ao investigar a ocorrência de 

migração de células Treg para o miocárdio de ratos sham e infartados, com ou sem 

infusão de células Treg, observaram por meio de análises de cortes histológicos e 

citometria de fluxo que corações de ratos infartados apresentavam maior infiltrado de 

células Treg quando comparados aos ratos sham. Além disso, o aumento de linfócitos 

Treg no coração de ratos pós infarto do miocárdio mostrou diminuir a apoptose de 



 

 

cardiomiócitos, reduziu o infiltrado inflamatório de neutrófilos, macrófagos e linfócitos, 

suprimiu a expressão gênica de TNF-α e IL-1β. Corações de ratos sham e infartados 

apresentaram níveis similares de TGF-β, mas corações de ratos infartados 

apresentaram níveis aumentados de IL-10 quando comparados ao ratos infartados sem 

infusão de Treg. E por fim, esse mesmo grupo testou o papel da células Treg em 

cultura de cardiomiócitos neonatais estimulados com LPS. Os dados mostraram que o 

LPS aumenta os eventos apoptóticos em cardiomiócitos e que isso era revertido com a 

co-cultura de células Treg, essa proteção se deu através de contato célula-célula 

(cardiomiócito-Treg) e pela IL-10. Uma vez que ao se bloquear os efeitos das citocinas 

IL-10 e TGF-β, dois dos principais efetores dos linfócitos Treg,  com anticorpos 

específicos, a ação antiapoptótica exercida pela presença das células Treg na cultura 

de cardiomiócitos foi abolida com adição do anticorpo anti-IL-10, enquanto que o 

bloqueio de TGF-β não mostrou alterar a apoptose  nessas células.   

Embora não exista uma evidencia do real papel das células Treg na DC, estudos 

prévios já demonstraram a presença de células Treg em sangue periférico de humanos 

chagásicos indeterminados, além de aumento significativo da presença de Treg no 

tecido cardíaco (de Araújo e cols., 2011). Ao avaliar a presença de células Treg no 

sangue periférico de indivíduos chagásicos indeterminados e cardíacos, de Araújo e 

colaboradores (2012) verificaram que a piora na função cardíaca estava relacionada 

com a redução na população de células Treg encontradas no grupo de pacientes 

chagásicos cardíacos quando comparados aos pacientes assintomáticos, sugerindo um 

papel protetor dessa células na manutenção da função cardíaca nesses pacientes. 

Além disso, indivíduos chagásicos cardíacos apresentaram níveis aumentados de TNF-

α, IFN-γ, IL-6 quando comparados aos pacientes assintomáticos. Porém os níveis de 

IL-10 e TGF-β foram similares entre os grupos, no entanto o grupo de pacientes 

assintomáticos apresentou níveis elevados de IL-10 quando comparados a indivíduos 

não infectados.  

Na infecção por T. cruzi experimental, camundongos infectados com foram 

tratados com uma citocina pleiotrópica que estimula a expressão de células Treg, a G-

CSF (fator estimulante de colônia de granulócitos). Esses camudongos apresentaram 



 

 

aumento na população de Treg no coração e mostraram redução no parasitismo, na 

inflamação e fibrose quando comparados aos camundongos que receberam apenas 

substância veículo. Além disso, foi verificada redução nos níveis de IFN-γ e TNF-α e 

níveis elevados de IL-10 e TGF-β nos corações de camundongos que receberam G-

CSF quando comparados aos controles, mostrando mais uma vez o papel 

imunossupressor das células Treg na miocardite chagásica (Vasconcelos e cols., 

2013).  

Interessantemente, as células Treg expressam receptores α7 nicotínicos 

(α7nAChR). Wang e colaboradores (2010) mostraram que linfócitos Treg isolados de 

baço de camundongos C57BL/6J expressam α7nAChR e que a nicotina aumenta a 

capacidade supressora das células Treg via α7nAChR. Esse grupo tratou células Treg 

com diferentes doses de nicotina por tempos variados e encontrou que a nicotina 

aumenta a expressão de FOXP-3 nessas células e que a α-bungarotoxina, um 

bloqueador de α7nAChR, inibiu esse aumento. Células Treg tratadas com nicotina 

foram co-cultivadas com linfócitos T CD4+CD25- pré-incubados com anti-CD3/CD28. 

Após 24 horas a dosagem do sobrenante dessa cultura apresentou níveis reduzidos de 

IL-2 e aumento da razão IL-4/IFN-γ quando comparada a co-cultura de Treg 

estimuladas com PBS. 

 

  

4.4. VIA ANTIINFLAMATÓRIA COLINÉRGICA 

 

 Na década de 1990, Linda Watkins mostrou que a febre em roedores devido a 

administração via intraabdominal de IL-1β era dependente de uma via vagal intacta 

(Watkins e cols., 1995). Ainda nessa mesma década, Niijima e colaboradores traçaram 

a via de potenciais de ação do nervo vago do fígado  para o troncocerebral e 

mostraram que esses sinais ativavam neurotransmissão descendente para o baço, timo 

e outros órgãos (Niijima e cols., 1991; Niijima  e cols., 1995; Niijima, 1996). Em 2000, 

Borovikova e colaboradores estimularam eletricamente o nervo vago e observaram 

redução na produção de citocinas pró-inflamatórias em órgãos reticuloendoteliais 



 

 

(Borovikova e cols., 2000). Com tais considerações Tracey propôs que as transmissões 

de sinais aferente e eferente do nervo vago eram constituintes do reflexo inflamatório, 

um circuito neural que modula a resposta imune inata (Tracey, 2002). Desde então, um 

grande número de trabalhos têm sido feitos para melhor entender como o reflexo 

inflamatório ou via antiinflamatória colinérgica participa da homeostase do sistema 

imune, modulando a resposta inflamatória local e sistêmica. Resultados desses 

trabalhos comprovaram a eficiência da estimulação elétrica do nervo vago na redução 

dos níveis de TNF-α (soro, coração, fígado, intestino e/ou baço), ou aumento dos 

mesmos em caso de vagotomia em vários modelos de inflamação, dentre eles, 

endotoxina (Borovikova e cols., 2000; Wang e cols., 2004, Pavlov e cols., 2006) sepse 

(Wang e cols., 2004; Huston e cols., 2006), choque hemorrágico (Guarini e cols., 2003; 

Luyer e cols., 2005), isquemia e reperfusão (Bernik e cols., 2002), inflamação 

subcutânea (Saeed e cols., 2005) e doenças inflamatórias do intestino (Ghia e cols., 

2006). Interessantemente, a estimulação do nervo vago não altera os níveis sistêmicos 

de citocinas antiinflamatórias, como a IL-10 (Borovikova e cols., 2000).  

 Atualmente, sabe-se que o reflexo inflamatório ocorre mediante estímulo 

inflamatório, que pode ser ocasionado em resposta a uma infecção ou a um dano 

tissular, quando fibras aferentes do nervo vago são capazes de conduzir esses sinais 

inflamatórios periféricos para o núcleo do trato solitário e daí para o núcleo motor 

dorsal. O sistema nervoso autônomo reúne informações de respostas inflamatórias 

periféricas e responde em tempo real por meio de fibras eferentes do nervo vago,  

modulando a resposta inflamatória local (Pavlov e Tracey, 2004; Gallowitsch-Puerta e 

Pavlov, 2007). As fibras eferentes do nervo vago atingem o gânglio celíaco, onde 

estimulam o nervo esplênico que inerva o baço. O nervo esplênico é adrenérgico, 

liberando noradrenalina (NE) na polpa branca do baço, onde é encontrada uma grande 

massa de linfócitos T. Uma porcentagem dessas células são estimuladas pela NE 

através da ligação com receptores β2-adrenérgicos, respondendo com a produção de 

ACh. Essa ACh sintetizada e liberada por linfócitos T vai atuar em receptores α7 

nicotínicos (α7nAChR) em macrófagos, inibindo a produção de TNF-α e de outras 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1 e IL-6, e também HMGB1, através da inibição de 



 

 

NF-κB (fator nuclear-kappa B) (Tracey, 2002; Pavlov e Tracey, 2004; Pavlov e cols., 

2009) (Figura 3). 

 

   

Figura 3: Representação esquemática da via antiinflamatória colinérgica ou 
reflexo inflamatório (Andersson & Tracey, 2012a). 
 

 Como mostrado na figura 4, tem sido descritas múltiplas vias de sinalização 

implicadas nas ações antiinflamatórias do receptor α7nAChR. Em micróglias a via da 

MAPK p44/42 e p38 é requerida para o efeito antiinflamatório colinérgico. Já em 

macrófagos e monócitos, a tirosina cinase JaK2 interage diretamente com a nicotina 

ativada do α7nAChR e então fosforila STAT3 (sinal transdutor e ativador da transcrição 

gênica). STAT3 fosforilado inibe NF-kB no núcleo, ou ainda, no citosiol inibe a 

fosforilação de IkB (inibidor de NF-kB), impedindo  a translocação de NF-kB para o 

núcleo (Cui e Li, 2010).  

 



 

 

           

Figura 4: Representação esquemática do mecanismo de inibição da produção de 
citocinas pró-inflamatórias através do receptor α7-nicotínico com ativação da via 
JAK2/STAT3, MAPK e I-ĸB (modificado de Cui e Li, 2010). 
 

 Uma outra via de inbição de  NF-kB descrita em macrófagos de baço ocorre via 

interação física  do  α7nAChR e adenilato ciclase 6, gerando aumento de AMPc, que 

por sua vez ativa fosforilação de CREB, aumentando a expressão de c-fos, que termina 

por inibir NK-kB, reduzindo a transcrição de genes inflamatórios (Andersson e Tracey, 

2012b) (Figura 5). 



 

 

     

Figura 5: Representação esquemática do mecanismo de inibição da produção de 
citocinas pró-inflamatórias através do receptor α7-nicotínico pela ativação da via 
CREB/cfos (Anderson e Tracey, 2012b). 
 

 Adicionalmente, sabe-se que outros tipos celulares, como células dendrícas 

(Aicher e cols., 2003; Nouri-Shirazi e Guinet, 2003), micróglias (Suzuki e cols., 2006; 

De Simone e cols., 2005), queratinócitos, além de células endoteliais, são capazes de 

sintetizar citocinas pró-inflamatórias e possuem receptores α7nAChR. Essas células 

podem ser reguladas negativamente através de receptores α7nAChR em resposta aos 

estímulos de ACh ou nicotina  (Cui e Li, 2010; Rosas-Balinas e cols., 2009). 

Cardiomiócitos também são sintetizadores de citocinas (Machado e cols., 2000), além 

disso, nosso grupo e outros demonstraram que cardiomiócitos possuem maquinaria de 

síntese de ACh (Kakinuma  e cols., 2009; Rana e cols., 2010; Rocha-Resende e cols., 

2012) e vimos através de qPCR que cardiomiócitos expressam RNA para receptores 

α7nACh (dados não publicados). Tendo, portanto, essa célula potencial para participar 

da via antiinflamatória colinérgica.   

 



 

 

4.5. MODELO MURINO DE DISFUNÇÃO COLINÉRGICA – VAChT KDHOM  

 

O uso de antagonistas colinérgicos, muscarínicos e nicotínicos, foram de 

extrema importância para elucidar a contribuição da neurotransmissão colinérgica em 

diferentes funções fisiológicas, entretanto as limitações geradas pela falta de 

seletividade e reprodutibilidade de parâmetros farmacocinéticos trouxeram dados 

contraditórios (McGaughy e Sarter, 1998; Kitabatake e cols., 2003). Recentemente, 

com os avanços da biologia molecular, tornou-se possível explorar os danos causados 

pela redução da atividade colinérgica por meio de modelos animais geneticamente 

modificados. Um desses modelos é o camundongo VAChT KDHOM que possibilitou o 

estudo das consequências geradas pela deleção parcial da expressão da proteína 

VAChT.  

O desenvolvimento do camundongo VAChT KDHOM se deu por meio da inserção 

de um cassete de 3.8 Kb, contendo o gene de resistência ao antibiótico neomicina e da 

enzima timidina  cinase na região 5’ não traduzida do gene VAChT.  Camundongos 

VAChT mutantes foram gerados por recombinação homóloga do cruzamento 

129S6/SvEvTac (129S6) x C57BL/6J, esse novo background foi cruzado com 

C57BL/6Uni (provenientes da Universidade de Campinas) por 3 gerações. Estes foram 

então cruzados com C57BL/6, resultando em uma linhagem infértil. Por último, 

camundongos heterozigotos foram cruzados dando origem ao VAChT KDHOM. Este 

animal apresenta uma redução de 65% na expressão da proteína VAChT. Mostrou-se 

também, que o VAChT KDHOM não apresenta alterações em outras proteínas 

envolvidas na síntese e liberação de ACh tão pouco na recaptação de colina. A 

redução na expressão do VAChT foi caracterizada por uma diminuição na liberação de 

ACh, com conseqüentes distúrbios neuromusculares acompanhados de alterações 

cognitivas (Prado e cols., 2006). 

 

 



 

 

4.6. PIRIDOSTIGMINA 

 O brometo de piridostigmina (PIR) conduz aumento da função parassimpática 

por inibir perifericamente e reversivelmente a enzima acetilcolinesterase (AChE), 

aumentando a disponibilidade de ACh (Androne e cols., 2003). 

Uma variedade de estudos tem demonstrado o papel cardioprotetor da PIR. De 

La Fluente e colaboradores (2013) observaram que ratos infartados quando tratados 

com PIR (0.14mg/Kg/dia, na água de beber por 11 dias) apresentaram melhora da 

função cardíaca, redução na área infartada, restauração da pressão arterial, melhora 

na sensibilidade do barorreflexo e melhor balanço autonômico quando comparados aos 

ratos infartados.  

Adicionalmente, ratos com 6 ou 7 semanas pós ligação da artéria coronária 

foram tratados com PIR na dose de 22mg/Kg/dia na água de beber. O tratamento foi 

eficiente em previnir a falência cardíaca crônica ao passo que previniu a piora da 

sensibilidade do barorreflexo e a redução do tônus vagal cardíaco (Sabino e 

cols.,2012). 

Estudos de Lara e colaboradores (2010) mostraram que o tratamento com PIR 

(1mg/Kg duas vezes ao dia, via intraperitoneal) restaura a função cardiaca, a  

sinalização de cálcio intracelular e a expressão de genes fetais em camundongos 

VAChT KDHOM. Além disso, Gavioli e colaboradores (2013, dados submetidos) 

observaram que o tratamento com PIR previne disfunção cardíaca e a hipertrofia de 

cardiomiócitos em ratos tratados com isoproterenol. 

 Em humanos, a PIR é usada como um dos fármacos disponíveis para o 

tratamento da síndrome da taquicardia ortostática postural e miastenia gravis numa 

dosagem média de 60mg duas a quatro vezes ao dia (Kanjwal e cols., 2011; Protocolo 

Cínico e Diretrizes Terapêuticas, 2010). 

 No presente trabalho, a piridostigmina foi usada para restaurar a disponibilidade 

de ACh, revertendo o fenótipo do camundongo VAChT KDHOM, e assim podendo 

comprovar o papel da ACh na DC. Vale ressaltar, diante do exposto acima, que a 



 

 

piridostigmina tem demonstrado ser capaz de restaurar a função cardíaca em modelos 

experimentais de cardiopatias distintas. Além disso, a piridostigmina é um fármaco 

utilizado para outros fins em seres humanos, o que é um fator importante para um alvo 

terapêutico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1. ANIMAIS 

Foram utilizados camundongos selvagens (WT) e VAChT KDHOM a partir de 12 

semanas de vida, após serem tratados com vermífugo (albendazol - Ouro Fino, 

Ribeirão Preto, SP, Brasil), diluído 1:200, via oral no primeiro e décimo dia. Os animais 

foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12h/12h, em ambiente com temperatura 

controlada a 25ºC e com livre acesso a água e ração. 

 

5.2. INFECÇÃO COM AS CEPAS DE T.cruzi 

Os camundongos WT e VAChT KDHOM foram inoculados via intraperitoneal com 

50 tripomastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi derivadas do sangue de 

camundongos Swiss previamente infectados.  

 Cultura de macrófagos foi incubada com a cepa Y de  T. cruzi  mantida in vitro 

em cultura de células LLCMK2 (células epiteliais de rim de macaco).  

 

 

5.3. PARASITEMIA 

 

A parasitemia foi determinada pela contagem de tripomastigotas em 5µL de 

sangue retirado da veia caudal dos animais. Cem campos de uma lamínula de 

dimensões 22x22 mm foram contados e o número de parasitas encontrado foi 

multiplicado pelo fator de correção (fc) de cada microscópio (número total de campos 

da lamínula/número de campos analisados). A taxa de mortalidade foi monitorada 

durante 30 semanas após infecção. 

 

 

 



 

 

5.4. CULTURA DE MACRÓFAGOS 

 

 Macrófagos residentes ou inflamatórios de camundongos WT e VAChT KDHOM 

foram colhidos por lavagem da cavidade peritoneal três dias após a injeção com 2 mL 

de tioglicolato de sódio a 3%. As células foram lavadas e cultivadas (1x106 células/mL 

para replicação parasitária e dosagem de Griess ou 2x105 células/mL para contagem de 

parasitas intracelulares) em meio RPMI-1640 (Sigma), suplementado com 5% de soro 

bovino fetal (FBS), 2mM de L-glutamina e penicilina/estreptomicina (Gibco). As células 

aderentes foram obtidas após um período de duas a quatro horas de incubação em 

placas de cultura a 370C em câmara úmida contendo 5% de CO2. As células não 

aderentes foram removidas e, após incubação por 24 horas, as formas tripomastigotas 

foram adicionadas na proporção de 4:1 (parasitas/célula) e incubadas durante duas 

(replicação parasitária e dosagem de Griess) ou quatro horas (contagem de parasitas 

intracelulares - uptake). Após este período, os parasitas extracelulares foram removidos 

e as células foram incubadas a 370C na presença de 5% de CO2. Para o protocolo de 

replicação celular, após 72 horas teve início a contagem diária de formas 

tripomastigotas em 10µL de sobrenadante de cultura de macrófagos infectados com 

T.cruzi, do terceiro ao sétimo dia. Para a contagem dos parasitas intracelulares, após as 

quatro horas de exposição ao T.cruzi, culturas de macrógafos de camundongos WT e 

VAChT KDHOM foram lavadas, fixadas e coradas com kit de coloração hematológica 

(Panótico Rápido LB). Foram confeccionadas lâminas utilizando Entellan (Merck) e após 

secagem foram levadas ao microscópio para contagem de 300 células infectadas ou 

não (experimento feito em triplicata). Para dosagem de nitrito (NO2
-), os sobrenadantes 



 

 

de cultura de macrófagos infectados com T.cruzi na presença de 100ng/mL de IFN-γ 

murino recombinante (Gibco) foram removidos após 48 horas de infecção e análises da 

concentração de NO2
- foram realizadas combinando-se 0,1 mL do sobrenadante da 

cultura com 0,1 mL do reagente de Griess. As amostras foram lidas 10 minutos mais 

tarde em uma absorbância de 540 nm e as concentrações de NO2
- foram determinadas 

a partir das concentrações da curva padrão de 1 a 500 µM de NaNO2.  

 

5.5- DROGAS UTILIZADAS 

 Foi usado Brometo de Piridostigmina (PIR - Sigma) 30mg/Kg/dia na água de 

beber de camundongos VAChT KDHOM durante 55 dias de infecção por T.cruzi. A água 

contendo PIR era trocada todos os dias. A concentração de PIR foi diluída em 5 mL de 

água, sendo este o volume médio ingerido pelos camundongos utilizados nesse 

experimento. 

 O vesamicol (Sigma) foi utilizado em cultura de macrófagos a 5µM por 30 

minutos antes da incubação, durante e após a incubação  com T.cruzi.   

 

 

5.6. DOSAGENS DE CITOCINAS POR ELISA 

 

Os níveis de IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-10, IL-12 e TGF-β foram medidos no homogenato 

de tecido cardíaco de camundongos controles e infectados nos pontos de 20, 35, 40 e 55 

dias pós infecção (dpi). Foram usados Kits de ELISA comercialmente disponíveis (R&D 

Systems). O ensaio foi feito de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo 

fabricante. Resumidamente, adicionou-se o anticorpo de captura específico,  que foi 

incubado por 18h a 4oC. Após esse tempo a placa foi lavada e bloqueada por 2h. As 

amostras diluídas (3X) e os padrões de citocinas foram incubadas por mais 18h a 4oC. O 



 

 

anticorpo de detecção foi adicionado em cada placa, e incubado por 2h. A placa foi 

novamente lavada e uma solução contendo estreptavidina ligada à peroxidase 

(Pharmingen) foi adicionada. Após 30 minutos, a placa foi novamente lavada e depois foi 

adicionado o tampão de substrato contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H2O2 

(Merck). O produto de oxidação do OPD foi detectado por colorimetria em um leitor de 

placas de ELISA (450 nm) (Molecular Devices, USA). 

 

 

5.7. ANÁLISE HISTOLÓGICA  

 

Amostras de ventrículos cardíacos de camundongos controles e infectados com 20, 

35, 40, 55 e 210 dpi foram fixados por imersão, em paraformaldeído a 4% em tampão 

fosfato 0,1M, pH 7,2, por 48h, desidratados e incluídos em paraplast (Sigma). Três secções 

(5µm de espessura) por amostra, a intervalos de 25µm foram obtidas e coradas com 

hematoxilina-eosina. Aproximadamente 30 imagens por animal, em aumento de 400X, 

foram captadas com o auxilio de microscópio óptico de campo claro (Zeiss, Germany) e 

com auxílio do programa AxioVision da Zeiss. Foi então determinada a proporção 

volumétrica  de infiltrado inflamatório cardíaco, através do programa ImageJ. Os valores 

foram expressos como média das porcentagens de infiltrado inflamatório encontrado no 

coração de cada camundongo. 

 

 

5.8. ISOLAMENTO DE LINFÓCITOS E CITOMETRIA DE FLUXO 

 

 O timo e o baço foram retirados de camundongos WT e VAChT KDHOM controles 

e infectados com T.cruzi. Esses órgãos foram macerados e filtrados em meio RPMI 

contendo 5% de soro fetal bovino. O lisado foi centrifugado a 1.200 rpm por 5 minutos a 

4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em solução de ACK para 

lise das hemácias. Após nova centrifugação, o pellet foi ressuspendido em RPMI 

completo para contagem das células (com corante azul de Tripan e na câmara de 



 

 

Neubauer). As células foram divididas em vários tubos de 1.5 mL na concentração de 

2x106 células/mL. As células foram lavadas em PBS+1%BSA e posteriormente 

incubadas por 30 minutos com FC-block (CD16-CD32, 1:50) e então adicionados os 

anticorpos de superfície de interesse por mais 30 minutos. Os anticorpos foram: anti-

CD4 (Pe-Cy7, 1:200), anti-CD25 (Percp-CY5.5, 1:100), anti-CD3 (PE, 1:200), anti-CD8 

(Percp, 1:100). As células foram lavadas e centrifugadas por 3 vezes e então 

incubadas com solução permeabilizante (Permeabilization Solution – BD Biosciences) 

por 20 minutos. As células foram novamente lavadas e incubadas com anticorpos 

intracelulares anti-FOXP-3 (PE, 1:100) e anti-IFN-γ (APC ou Alexa 647, 1:100). Para a 

marcação de IFN-γ primeiramente foi necessário incubar as células por quatro horas 

com Brefeldina A (1 µg/mL) (Invitrogen), a fim de interromper a secreção celular.  As 

células foram novamente lavadas após a incubação com os anticorpos intracelulares e 

fixadas em formaldeído 2%. Células viáveis foram analisadas por Citometria de Fluxo 

usando o citômetro FACScan (Becton   Dickinson,  San José, CA, USA) e o software 

Flowjo através da delimitação de gates onde as polupações celulares em estudo 

situam-se de acordo com o seu tamanho e granulosidade e com os marcadores 

específicos de cada população. Para todas as  marcações foram feitos vários controles: 

células sem terem sido incubadas com os anticorpos;  uma marcação referente ao 

comprimento de onda de cada filtro utilizado; e por último, uma marcação com 

controles isotípicos, ou seja,  anticorpo marcado com o mesmo corante, mas que não é 

específico aos sítios antigênicos da amostra em análise. Todos dos anticorpos foram 

adquiridos da BD Biosciences. 

 

5.9. ECOCARDIOGRAFIA 

Exames ecocardiográficos foram realizados em animais anestesiados com 

isoflurano a 1,5% (Visual Sonics, Toronto, Canadá) com intuito de avaliar a função 

cardíaca. A morfologia do coração foi acessada usando a configuração modo-M. As 

medidas de fração de encurtamento foram realizadas  pelo modo-B bidimensional de 

acordo com a metodologia de Simpson’s. Todos os parâmetros foram avaliados 



 

 

seguindo os protocolos da Sociedade Americana de Ecocardiografia (Lang e cols., 

2006). 

 

5.10. EXTRAÇÃO DE RNA 

O RNA total do coração de camundongos WT e VAChT KDHOM controles e 

infectados com T. cruzi foi extraído utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) e o método 

desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987). No homogenato formado foi 

adicionado clorofórmio, esse complexo foi incubado por 5 minutos a 37°C e 

centrifugado por 15 minutos a 4°C e 16.100g. A fase superior foi coletada e o RNA 

precipitado com álcool isopropílico por 15 minutos. Uma nova centrifugação foi 

realizada e o precipitado de RNA foi lavado com etanol 70% e posteriormente 

ressuspendido em água tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). O RNA foi 

quantificado por espectrofotometria nos comprimentos de ondas de 260 e 280 nm e 

armazenado a -80°C. Contaminantes de DNA foram removidos com adição de DNase I 

(Promega) e a integridade do RNA total foi verificada através de um gel de agarose 

corado com 0.01% de SYBR safe. 

 

 

5.11. TRANSCRIÇÃO REVERSA E PCR EM TEMPO REAL 

Dois µg de RNA total foram utilizados como moldes para a síntese de cDNA na 

presença de 50 ng de iniciadores randômicos (random primers), 200 U de M-MLV RT 

(RevertAidTM H Minus Moloney murine leukemia virus-reverse transcriptase, Fermentas 

Inc., Hanover, MD, USA), 200 U µl Rnase Out (Fermentas Inc., Hanover, MD, USA), 0,5 

mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl2, 1 X de tampão da M-MLV RT em um volume final de 

20 µl.  

Depois da transcrição reversa, o cDNA foi submetido ao Rotor-Gene 6000 Real-

Time Rotary Analyzer (Corbett Robotics Inc., San Francisco, USA) usando Power 

SYBR Green Master Mix (Biosystems, CA, USA). Para a reação foi usado um volume 



 

 

final de 20µl, contendo 0.5 µM de iniciador (primer), 10µl of Power SYBR Green Master 

Mix 2X e 1µl de cDNA. As reações passaram por 45 ciclos com os seguintes 

parâmetros: 10 minutos - 25°C; 60 minutos - 42°C; 10 minutos - 70ºC e refrigeramento 

a 4ºC. Para cada experimento foi usado uma reação sem cDNA como controle 

negativo. A quantificação da amplificação gênica foi realizada pela determinação do 

limiar de ciclos (cycle threshold, CT) baseado na fluorescência detectada dentro da 

região geométrica da curva semi-log do perfil de amplificação. As mudanças na 

expressão gênica do gene de interesse foram equivalentes a 2-∆∆CT. Os dados foram 

normalizados pela expressão gênica de GAPDH.  

 Foram utilizados os primers listados na tabela abaixo para a avaliação da 

expressão de genes de interesse. 

 

Tabela 1: Sequência de primers utilizados em qPCR. 

 FORWARD REVERSE 

iNOS GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA GTGGACGGGTCGATGTCAC 

FOXP3 CCCAGGAAAGACAGCAACCTT TCCTCACAACCAGGCCACTTG 

GAPDH AACTTTGGCATTGTGGAAGG ACACATTGGGGGTAGGAACA 

18S 
T.cruzi 

TTGTTTGGTTGATTCCGTCA CCCAGAACATTGAGGAGCAT 

 

 

5.12. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos pela média ± erro padrão da média. As análises 

foram realizadas através do teste t de Student ou ANOVA one ou two-way seguido do 

pós-teste de Bonferroni. A significância foi estabelecida para um p< 0.05.

  



 

 

 

8. CONCLUSÕES 

 

 Os dados obtidos mostram que a  ACh tem papel determinante na resposta imune 

e na miocardite frente a infecção por T. cruzi, atuando na quantidade e fenótipo do 

infiltrado inflamatório. Além disso, o aumento da expressão de células Treg identificado 

em camundongos VAChT KDHOM pode estar relacionado com a produção tardia de 

citocinas pró-inflamatórias e consequentemente com o menor remodelamento cardíaco 

presente nesse modelo.  E por último, a ACh é capaz de modular a expressão de 

linfócitos T regulatórios, o que sugere um importante mecanismo de tolerância e de 

resolução da inflamação durante a infecção por T. cruzi.  
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