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RESUMO 
 
 
Trypanosoma cruzi, o agente etiológico da doença de Chagas (DC), afeta milhões 
de pessoas na América Latina. A invasão por T. cruzi e sua replicação intracelular 
são essenciais para o ciclo de vida do parasito e para o desenvolvimento da DC. 
Nós apresentamos evidências sugerindo o envolvimento da ciclooxigenase-1 e 2 
(COX-1/COX-2) do hospedeiro durante a invasão por T. cruzi. A inibição 
farmacológica de COX-1 com aspirina (ASA) provocou marcante inibição da infecção 
quando macrófagos pré- tratados com ASA por 30 minutos a 37°C antes da 
inoculação com T. cruzi. Esta inibição foi associada com aumento da produção de 
TNF-α, óxido nítrico (NO) e IL1-β por macrófagos. O tratamento de macrófagos com 
inibidores das óxido nítrico sintases (iNOs e cNOs) ou a adição de PGE2 
restauraram a capacidade invasora deT.cruzi em macrófagos previamente tratados 
com ASA. Interessante, o efeito provocado pela ASA foi mediado por  “Lipoxina 
iniciada por aspirina”. Em adição, o tratamento de células cardíacas de coração de 
ratos (mioblastos-H9C2) pré-tratadas com inibidores de COX-1 (aspirina) e COX-2 
(celecoxibe) por 60 minutos a 37°C, também inibiu a infecção por T. cruzi. Esta 
inibição está associada com aumento da produção de NO e IL1- β e com redução da 
produção de TGF-β pelos mioblasto. Nossos resultados indicam que PGE2, NO, 
lipoxinas e TGF-β estão envolvidos na regulação da atividade anti-T. cruzi por 
macrófagos e mioblastos, fornecendo um melhor entendimento do papel das 
prostaglandinas na resposta inflamatória inata durante a infecção por T. cruzi. E 
abrem novas possibilidades para investigação de novas abordagens terapêuticas 
contra a doença de Chagas. 
 
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. COX-1. COX-2. Macrófagos. Mioblasto. 
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ABSTRAT 
 
 
Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease (DC) affects millions of 
people in Latin America. The invasion by T.cruzi and intracellular replication are 
essential to the life cycle of the parasite and the development of DC. Here, 
wepresent evidence suggesting the involvement of cyclooxygenase -1 and -2 (COX- 
1/COX-2) of the host during invasion by T.cruzi. Pharmacological inhibition of COX-1 
with aspirin (ASA) caused inhibition of infection when macrophageswere pretreated 
with ASA for 30 minutes at 37°C before inoculation with T. cruzi. This inhibition was 
associated with increased production of TNF-α, nitric oxide (NO) and IL1-β by 
macrophages. Treatment of macrophages with inhibitors of nitric oxide synthase 
(cNOS and iNOS) or addition of PGE2 restored invasiveness of T. cruzi in 
macrophages pretreated with ASA. Interestingly, the effect caused by ASA were 
mediated “Lipoxin trigger by aspirin.” In addition, treatment of cardiac rat heart cells 
(myoblast-H9C2) with COX-1 (aspirin) and COX -2 inhibitors (celecoxib) for 60 
minutes at 37°C also inhibited infection by T. cruzi. This inhibition is associated with 
increased production of NO and IL-1β and reduced production of TGF-β by 
myoblasts. Our results indicate that PGE2 , NO, TGF-β and lipoxins are involved in 
regulating the activity anti-T.cruzi by macrophages and myoblasts, providing a better 
understanding of the role of prostaglandins in the innate inflammatory response 
during infection by T. cruzi, pening new possibilities for new therapeutic approaches 
against Chagas disease. 
 
Keywords: Trypanosoma cruzi. COX-1. COX-2. Macrophages. Myoblast 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 DOENÇA DE CHAGAS E Trypanosoma cruzi 

 

                           As doenças tropicais negligenciadas afetam mais de 1 bilhão de 

pessoas em todo o mundo, principalmente populações de baixa renda que vivem 

em climas tropicais e subtropicais. Vários são os agentes etiológicos dessas 

doenças, como vírus, bactérias, protozoários e helmintos. A Doença de Chagas 

(DC) é considerada pela Organização Mundial da Saúde como uma doença 

tropical negligenciada (WHO, 2013).  

A DC ou tripanosomíase americana é causada pelo protozoário 

hemoflagelado Trypanosoma cruzi da Ordem Kinetoplastida Famíla 

Trypanosomatidea e constitui uma zoonose típica das regiões tropical e 

subtropical da América Latina, estendendo-se até a região sudeste dos Estados 

Unidos da América (DIAS, 2006).  

O ciclo de vida do protozoário T. cruzi é complexo (Figura 1) e 

apresenta três formas evolutivas, denominadas de tripomastigotas como a forma 

infectante do parasito que estão livres no sangue, epimastigotas como forma de 

multiplicação no triatomíneo, e amastigotas que se multiplicam dentro das células 

hospedeiras de mamíferos (BURLEIGH, ANDREWS, 1995). 

Durante ou após o repasto sanguíneo, tripomastigotas 

metacíclicos são eliminados nas fezes e urina do vetor (Figura 1), invadem o 

hospedeiro vertebrado pelo local da picada (GASCON et al, 2010). Ao penetrar no 

tecido, o parasito interage com as células da pele ou mucosas (COUTINHO et al., 

1999). Após a invasão do parasito as formas tripomastigotas aderem-se às 

membranas de diferentes tipos de células do hospedeiro, inclusive macrófagos. 

Os parasitos penetram a partir do vacúolo parasitóforo em formação e à medida 

que o processo de internalização progride, lisossomos se fundem aos vacúolos. 

Conforme o pH diminui, ocorre a ativação de proteínas formadoras de poros que 

rompem as membranas lisossômicas, promovendo a degradação celular, porém a 
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forma tripomastigota não é afetada pela ação deste mecanismo (BURLEIGH, 

ANDREWS, 1995).  

Os tripomastigotas liberados no citoplasma das células infectadas, 

diferenciam-se em amastigotas, que se multiplicam por divisão binária. Dentro dos 

macrófagos, há formação de ninhos dos parasitos e após a diferenciação em 

tripomastigotas, estes provocam a ruptura da membrana do vacúolo, são liberados 

da célula hospedeira para o interstício (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012). As 

formas tripomastigotas podem atingir a corrente circulatória, podendo infectar 

células dos neurônios, células musculares e células epiteliais iniciando um novo 

ciclo celular, no hospedeiro mamífero. Alguns parasitos são destruídos por 

mecanismos imunológicos do hospedeiro e outros podem ser ingeridos pelos 

triatomíneos, onde desenvolverão o seu ciclo extracelular (PEREIRA NEVES et al, 

2011; SARMENTO, 2008).  

 Em termos de patogênese, considera-se T. cruzi como um dos 

parasitos que apresentam maior plasticidade, devido sua capacidade de infectar 

vários tipos celulares (PEREIRA et al.,, 2000). No inseto vetor, os tripomastigotas 

passam pelo estômago como formas arredondadas esferomastigotas e chegando 

ao intestino posterior dos triatomíneos, diferenciam-se nas formas epimastigotas 

em poucas horas após a ingestão e multiplicam-se por meio de divisão binária 

simples (Figura 1). Ao chegar na porção terminal do tubo digestivo, os 

epimastigotas transformam-se em tripomastigotas metacíclicos, a forma infectante 

para os mamíferos (PEREIRA NEVES et al, 2011; REY, 2011).  

Estima-se que cerca de 7 a 8 milhões de pessoas estejam 

infectadas no mundo, a maioria na América Latina onde a DC é endêmica, e que 

mais de 25 milhões vivam sob o risco de contrair a doença. Contudo, na última 

década a incidência da doença aumentou nos países não endêmicos, como 

Estados Unidos, Canadá, países da Europa e do Pacífico Ocidental. Isso se deve 

principalmente pela mobilidade entre a população da América Latina e o resto do 

mundo e, embora menos frequente, deve-se também por infecções através de 

transfusão sanguínea, transmissão vertical e doação de órgãos.  



19 

 

Dados estatísticos indicam que somente no ano de 2008 a 

Doença de Chagas matou mais de 10 mil pessoas, sendo nesse mesmo ano a 

soroprevalência da DC em crianças entre 0 e 5 anos foi da ordem de 1/100.000  

(MASSAD, 2007; CDC, 2013; WHO, 2013). 

O custo do tratamento da DC ainda é alto. Somente na Colômbia, 

o custo anual com os pacientes com a doença é em torno de 267 milhões de 

dólares. Já o custo anual com inseticidas para controle vetorial é de 

aproximadamente 5 milhões de dólares (WHO, 2013) 

Entre os países do continente americano com maiores incidências 

da DC estão a Bolívia (6,8%), Argentina (4,1%), El Salvador (3,4%), Honduras 

(3,1%), Paraguai (2,5%). O Brasil com menor número de casos do continente, a 

partir de 2006 foi certificado como o país livre da transmissão da doença pelo 

principal vetor Triatoma infestans (RASSI Jr et al., 2012).  

Registros oficiais de óbitos indicam que no Brasil ocorram 

aproximadamente seis mil mortes de pacientes chagásicos crônicos por ano 

(CHAPADEIRO et al., 1999) e redução de nove anos na expectativa de vida de 

portadores crônicos. (BLITZMAN et al., 2007). 

A infecção caracteriza-se pela existência de uma fase aguda, na 

qual a parasitemia é comumente observada, seguida por uma fase crônica, onde a 

carga parasitária é controlada sem que haja completa eliminação dos parasitos.  

A fase aguda da DC inicia-se após oito a dez dias  após a infecção 

por T. cruzi ou até 20 a 40 dias depois da transfusão com sangue infectado, 

podendo ser sintomática ou assintomática (RASSI Jr et al., 2012). Esta fase 

caracteriza-se pela presença de tripomastigotas no sangue e pelos baixos títulos 

de anticorpos da classe IgG, mas podendo ser encontrados também anticorpos 

IgM (DOS SANTOS et al, 2012). 

 

 

 

 



20 

 

Figura 1. Esquema do ciclo biológico de T. cuzi. Diferenciação das formas 
tripomastigotas em amastigotas no ser humano e diferenciação da forma 
tripomastigotas, e epimastigotas no inseto barbeiro.  

 

Fonte: Rassi-Jr et al., 2010. 

 

Entre as manifestações clínicas da fase aguda que ocorre são o 

sinal de romanã ou chagoma de inoculação quando T. cruzi penetra na mucosa 

ocular ou na pele lesionada, respectivamente (MACHADO et al, 2012). 

Concomitantemente, os linfonodo-satélites são comprometidos, formando-se um 

complexo cutâneo de tecido gorduroso com a presença de parasitos intra e 

extracelular em abundância. Conforme T. cruzi invade determinadas células do 

corpo, o paciente chagásico pode apresentar febre entre 38 a 40º C, dores no 

corpo, cefaléias, edemas localizados e generalizados que podem aumentar de 

tamanho, poliadenia, astenia, quadros inflamatórios em diversos órgãos e 

leucocitose com linfocitose, podendo levar a leucopenia (REY, 2011). Nesta fase 

da doença, a morbidade é sempre maior em crianças com menos de 5 anos e 
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quando não há tratamento, com os sinais e sintomas de cardiopatia aguda, 

frequente linfadenopatia generalizada, hepatoesplenomegalia e meningoencefalite 

(VAZ, 2007; WESTPHALEN, BISUGO, DE ARAÚJO, 2012). O diagnóstico 

laboratorial desta fase, pode ser feito a partir da detecção direta dos parasitos no 

sangue, xenodiagnóstico e hemocultura, além da sorologia para o anticorpo da 

classe IgM e IgG que podem atingir níveis elevados (MACHADO et al., 2012). 

Na fase aguda da infecção uma intensa miocardite acompanhada 

de um intenso infiltrado inflamatório, frequentemente é encontrada (GODZEL et 

al., 2003; ROSSI et al.,1995). 

Considerando que 5% dos pacientes com sintomas agudos 

morrem, pode ser estimada que a mortalidade está entre 1:2500 e 1:5000 

(TEIXEIRA et al., 2006). Após a fase aguda, geralmente benigna e sub-clínica, 

segue-se uma fase clínica conhecida como “indeterminada” ou “inaparente”, na 

qual associam-se ausência de sintomatologia clínica com sorologia positiva.  

A forma clínica indeterminada, apesar do seu bom prognóstico em 

médio prazo (5 a 10 anos), adquiriu uma impotância crescente, devido ao 

significado controverso de anormalidade de alguns testes e as lesões focais do 

miocárdio em muitos pacientes (PRATA et al., 2001). 

Após vinte a trinta anos, cerca de 20% dos indivíduos infectados 

desenvolvem a fase crônica, sintomática, com diferentes formas clínicas: cardíaca, 

digestória ou neurológica (ARAÚJO-JORGE et al., 2000) essas formas contribuem 

para as altas taxas de morbidade e mortalidade por DC (DIAS et al., 1999; 

MAGUIRRE et al., 1987; WANDERLEY et al., 1994). Curiosamente, dois terços 

dos 18 milhões de pessoas que abrigam a infecção crônica por T. cruzi não 

apresentam qualquer manifestação clínica da doença.  

A forma crônica cardíaca é evidenciada pela cardiomiopatia 

inflamatória de evolução fatal, acompanhada clinicamente por arritmias, 

fenômenos tromboembólicos, insuficiência cardíaca congestiva e cardiomegalia. 

Ocorrem lesões no sistema de condução cardíaco, alterações vasculares e lesão 

apical que contribuem para a destruição progressiva do miocárdio (ANDRADE et 

al., 2000). O prognóstico da cardiopatia chagásica crônica depende do grau de 
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comprometimento cardíaco, da cardiomegalia e do grau de insuficiência cardíaco, 

podendo ocorrer óbito por falência cardíaca ou morte súbita por bloqueio na 

condução do estímulo átrio-ventricular (BLITZMAN et al., 2007), além da redução 

da expectativa de vida para aproximadamente 60 anos de idade (MAGUIRRE et 

al., 1987).  

A resposta imunológica gerada contra o parasito também provoca 

lesões teciduais, associadas ao processo auto-imune de destruição do tecido 

cardíaco ou a produção de mediadores inflamatórios contra o parasito e seus 

antígenos teciduais (GIRONES, FRESNO, 2003). 

Cardiomiopatia chagásica é uma das formas mais comuns de 

doenças do coração no mundo, é uma das consequências da infecção com o 

parasito hemoflagelado T. cruzi. Em modelos de infecção experimental, 

camundongos infectados durante a fase aguda apresentaram grande infiltração de 

fagócitos CD68+ e células TCD8+ (DHIMAN et al., 2011). E também foi mostrado 

que os níveis de RNAm para TNF-α e IL1-β foram aumentados em mioblastos 

infectados por T. cruzi (BA et al., 2010). 

Estes eventos podem estar associados com a presença 

persistente de infiltrado inflamatório (CARDONI et al., 1997), dano celular e 

tecidual induzidos por estresse oxidativo (ZACKES et al., 2005) e fibrose cardíaca 

(LEON et al., 2003). E ainda no estágio crônico da doença, a persistência do 

infiltrado inflamatório no coração estava associado com extensivo remodelamento 

cardíaco, evidenciado pelo aumento no tamanho dos mioblastos, aumento dos 

níveis de RNAm para marcadores de hipertrofia (β-MHC, ANP e BNP), extensiva 

deposição de componentes da matriz extracelular (colágeno e GAGs) e aumento 

da atividade da colagenase (MMP-9) (DHIMAN et al., 2011). 

No acometimento crônico do trato digestório, ocorrem alterações 

como megaesôfago e constipação megacólon, decorrentes do comprometimento 

do sistema nervoso entérico, hipertrofia e inflamação de tecidos (ANDRADE et al., 

2000). 
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1.2 SÍNTESE DE EICOSANOIDES 

 

Eicosanoides são uma família de mediadores lipídicos que 

participam de importantes atividades fisiológicas e patológicas incluindo tônus 

vascular, homeostase tecidual, inflamação e isquemia (HAEGGSTROM et al 

2010). Em mamíferos, a via biossintética para esses mediadores biológicos estão 

bem descritas. O ácido araquidônico derivado dos fosfolipídios de membrana 

através da fosfolipase A2, na presença da prostaglandina (PG) 

sintase/ciclooxigenase (COX), é hidrolizado a PGH2 (ROUZER, MARNETT, 2008). 

PGH2 é o substrato central para síntese de outros eicosanoides que é mediado 

por sintases espécie-específica para gerar prostaglandinas (PGs) das séries 

leucotrienos (LTs), tromboxanos (TXs) e lipoxinas (LPs), os quais agem via uma 

série de receptores associados a proteína G (HAEGGSTROM et al., 2010; 

NEEDLEMAN et al., 1986; SANTOVITO et al., 2009;  SMITH, 1997). 

 Enzimas da família das COXs são estruturalmente e 

enzimaticamente similares, mas apresentam diferentes papéis fisiológicos. COX-1 

é constitutiva, enquanto a COX-2 é induzível em processos inflamatórios 

(HAEGGSTROM et al., 2010; ROUZER; MARNETT, 2008). 

A enzima fosfolipase A1 que inicia a via metabólica do ácido 

araquidônico pela clivagem da cadeia Sn-1 acil, já foi descrita em Trypanosoma 

brucei (OPPERDOES; VAN ROY, 1982; SAGE et al., 1981). PGF2α sintase foi 

identificada em Leishmania e T. cruzi (Old Yellow Enzime) e T. brucei 

(KABUTUTU et al., 2003; KUBATA et al., 2002). PGF2α é o eicosanóide 

predominante produzido por Leishmania e T. brucei juntamente com pequenas 

quantidades de PGE2 e PGD2 (KABUTUTU et al., 2003; KUBATA et al., 2000; 

OPPERDOES; VAN ROY, 1982). T. cruzi preferencialmente sintetiza TXA2 

(ASHETON et al., 2007). Eicosanoides liberados por T. cruzi, podem contribuir 

para diferenciação e fagocitose do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000) e 

sobrevida do hospedeiro (STERIN-BORDA et al., 1996), agindo como 

imunomoduladores auxiliando na transição e manutenção da fase crônica da 

doença (KABUTUTU et al., 2003; KUBATA et al., 2000). 
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1.2.1 Metabolismo do Ácido Araquidônico 

 

O ácido araquidônico é um ácido graxo poli-insaturado com 20 

carbonos, derivado do ácido linoleico é o substrato para as duas vias enzimáticas: 

a das cicloxigenases (COX), que desencadeiam a síntese das prostaglandinas 

(PGs) e tromboxanos (TXs), e via das lipoxigenases (LOs) responsáveis pela 

síntese dos leucotrienos (LT) e lipoxinas (LXs), ácidos hidroxieicosatetraenoico 

(HETE) e ácido hidroperoxieicotetraenoico (HPETE). (NARABA et al., 1998; 

TAKAHASHI et al. 2005), além disso, participa da via do citocromo P-450 

monoxigenase, responsável pela produção de epóxidos e ácidos 

hidroxieicosatetraenoico (Figura 2).  

Figura 2. Síntese de Eicosanóides. Pela ação da fosfolipase A, o 

ácido araquidônico, constituinte normal dos fosfolipídios das membranas, é 

convertido em prostaglandinas (PG), tromboxanos A2 (TXA2) e leucotrienos (LTs). 

 

Fonte: SERHAN et al., 2008. 

Prostaglandinas endoperóxido sintase H, conhecida como 

ciclooxigenases (COX), apresentam duas atividades catalíticas: 1) a 

ciclooxigenase, a qual oxida o ácido araquidônico em hidroperóxido-endoperóxido 
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PGG2 e 2) peroxidase que subsequentemente reduz PGG2 em hidroperóxido-

endoperóxido PGH2 e posteriormente esta PGH2, que é uma molécula instável, é 

transformada por diversas isomerases e sintases tecidos específicas em 

prostanóides, como as prostaglandinas (PGD2, PGE2 e PGF2α), prostaciclinas 

(PGI2) e tromboxanos A2 (TXA2). 

Os prostanoides estão envolvidos em uma grande variedade de 

respostas fisiológicas e patofisiológicas (GRISWOLD et al., 1996). No sistema 

cardiovascular, PGD2, PGE2 e PGI2 são potentes vasodilatadores, enquanto TXA2 

mostra propriedade vasoconstritora. TXA2 também tem grande atividade na 

indução de agregação plaquetária, enquanto PGI2 tem atividade anticoagulante. 

Nas vias aéreas PGF2α e TXA2 são broncoconstritores. No trato gastrointestinal 

PGE2, PGF2 e PGI2 garantem a proteção da mucosa gástrica pela baixa secreção 

ácida, e também aumentam o fluxo sanguíneo da mucosa gástrica e estimulam a 

formação de muco e secreção de bicarbonato. TXA2 induz ao aumento da 

permeabilidade vascular levando ao edema. PGE2 e PGI2 estimulam o fluxo 

sanguíneo renal e diurese, PGF2α induz a contração da musculatura uterina 

(VANE et al., 1990).  

Prostanoides também medeiam respostas a injúria tecidual ou 

inflamação. PGE2 e PGI2 são potentes vasodilatadores e agem em sinergia com 

outros autacoides (compostos envolvidos na inflamação) como histamina e 

bradicinina, e suas ações combinadas nos capilares contribuem para formação do 

rubor e aumentam o fluxo sanguíneo nas regiões da inflamação. Ainda aumentam 

a permeabilidade vascular levando ao edema tecidual e produzem hiperalgesia 

por sua ação sensitiva nos terminais das fibras sensoriais periféricas. PGE2 age 

nos neurônios contribuindo para as respostas sistêmicas na inflamação como a 

febre, fadigas e hipersensibilidade a dor. (SAMAD et al., 2002).  

Duas isoformas de ciclooxigenases estão melhor caracterizadas: a 

COX-1 é constitutivamente expressa em quase todos os tecidos, incluindo nas 

células aminióticas, no feto, epitélio do útero no início da gravidez (TRAUTMAN et 

al., 1996). Está envolvida na regulação de muitas funções fisiológicas, como 

agregação plaquetária e homeostase do trato gatrointestinal e dos rins. COX-2 é 
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constitutivamente expressa nos rins, cérebro, particularmente no hipocampo e 

neurônios glutaminérgicos corticais, ovários, próstata e útero (CHOI et al., 2009; 

CROFFORD et al., 2000). Sua expressão é aumentada (induzida) durante 

condições inflamatórias por moléculas pró-inflamatórias como IL-1, TNFα e LPS  

(VANE et al., 1998; BLOBAUN; MARNETT, 2007). A COX-2 tem papel importante 

na geração da inflamação, uma vez que ela produz os mediadores prostanoides 

pró-inflamatórios, como algumas prostaglandinas e leucotrienos. 

 

1.2.1.1 Características das ciclooxigenases 

 

A estrutura primária da COX-1 e COX-2 de numerosas espécies 

são conhecidas. COX-1 e COX-2 de mamíferos contêm 576 e 587 aminoácidos 

respectivamente (SMITH, et al., 2000). Estas enzimas apresentam alto grau de 

identidade nas suas sequências (cerca de 60 a 65 %) na mesma espécie 

(GARAVITO et al., 1999) e (85 a 90%) entre isoformas individuais de diferentes 

espécies (SMITH et al., 1996; SPENCER et al., 1999). 

As COXs são proteínas integrais de membrana contendo um 

grupamento heme. COX-1 está localizada na superfície do retículo 

endoplasmático e a COX-2 localiza-se principalmente no envelope nuclear. 

(MORITA et al., 1995). A estrutura tridimensional destas duas enzimas foi 

determinada por difração de raios-X. Ambas se apresentam como homodímeros, 

cada monômero consistindo por três unidades dobradas:  

1) um domínio N-terminal ligado ao Fator de Crescimento 

Epidermal (EGF),  

2) um domínio ligado a membrana alfa hélice, o qual ancora a 

proteína em uma pequena dobra da bicamada lipídica, 

 3) um grande domínio catalítico globular C-terminal com o sítio 

ativo da COX, os quais acomodam o substrato ou os inibidores e a peroxidase 1, 

que contém o cofator heme. Estes sítios são distintos, mas funcionalmente e 

estruturalmente interconectados. (SMITH et al., 2002) O sítio ativo da COX é 

similar em ambas as isoenzimas (LUONG et al., 1996), e consiste de um longo e 
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estreito canal hidrofóbico que se estende do domínio ligado a membrana até o 

core do sítio catalítico 1. (KURUMBAIL et al., 1996; PICOT et al.,1994). 

O sítio de ligação do araquidonato está localizado no meio 

superior do canal, de Arg-120 para próximo da Tyr-385. A Ser-530 posicionada no 

meio do canal é o sítio de acetilação da Aspirina (LOLL et al.,1995). A despeito de 

suas similaridades, o sítio ativo da COX-2 é cerca de 20% maior que da COX-1 e 

tem uma discreta diferença na forma, as diferenças no tamanho e na forma são 

causados principalmente por variações na sequência de dois aminoácidos 

(GARAVITO et al., 2002). Ile-523 é substituído por uma valina na COX-2, estas 

diferenças abrem um pequeno bolso hidrofóbico ao lado do canal principal, 

aumentando o volume do sítio ativo da COX-2. Acesso a este lugar é 

estericamente inadequado na COX-1 pela cadeia lateral longa de Ile-523. 

(KURUMBAIL et al., 1996) (Figura 3). 

Figura 3. Superfícies acessíveis da COX-1 e COX-2. Os domínios catalíticos das 
enzimas COX aparecem em vermelho, com os domínios de ligação à membrana 
em verde. Os sítios ativos de ambas as proteínas aparecem em branco. 
 
 

 

 

 

Fonte: BLOBAUM; MARNETT, 2007. 
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1.2.2 Propriedades das Prostaglandinas 

 

                          As prostaglandinas da série E2 (PGE2) têm múltiplos efeitos sobre 

o sistema imunológico, incluindo inibição da proliferação de células T murinas e de 

humanos (KUNKEL et al.,1986), inibição da atividade de células NK (HASLER et 

al., 1983), inibição da produção de IL-1, TNF- (GOTO et al., 1983). Já foi 

mostrado que PGE2 inibe o desenvolvimento da resposta Th1 e secreção de 

citocinas Th1 específicas (IFN-, IL-2) (BETZ; FOX, 1991). PGE2 também interfere 

nas interações in vivo entre monócitos e células T, gerando uma apresentação 

antigênica inadequada para células T e inibição da expressão de moléculas do 

MHC de classe II (STEPHAN et al., 1988). Em geral as prostaglandinas funcionam 

como agentes imunossupressores, então, a capacidade de um antígeno induzir a 

liberação de PGE2 pelos macrófagos pode influenciar o desenvolvimento de uma 

resposta Th1 ou Th2 dominante e definir o estado de imunidade do hospedeiro 

(protetora ou não). 

 

1.2.2.1 Características da lipoxigenase 

 

 São quatro as enzimas lipoxigenases (LOs) 5-, 8-, 12- e 15-LO , 

que metabolizam o AA pela oxigenação de um simples carbono, resultando na 

formação de uma variedade de compostos com diversas atividades biológicas 

(SUMIDA et al., 1993). Em humanos, os produtos primários do metabolismo do 

AA pelo LO são: 5-, 12- e 15-HPETE que, pela ação de peroxidases formam os 

seus derivados hidróxi (HETE). A enzima 5- e 12-LO tem distribuição ubíqua, 

enquanto a 15-LO é confinada em eosinófilos (IVANOV et al., 2004). A 5-LO nos 

neutrófilos é translocada do citoplasma para a membrana da célula, na presença 

de aumento intracelular de Ca2+ (BROK et al., 1995). 5-LO com a ajuda da 

proteína FLAP (proteína ativadora da 5-lipoxigenase) ativa a 5-LO e converte AA 

a 5-HPETE, que espontaneamente é reduzido a 5-HETE. 5-LO agora age sobre o 

5-HETE para converter este em leucotrieno (LTA4) (CHIANG; SERHAN, 2006).  
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1.2.2.2 Via das Lipoxinas 

 

As vias biossintéticas para a formação da lipoxina (LX4) são 

complexas envolvendo a ação de duas LOs independentes e pode ocorrer através 

de cascatas trans-celulares, particularmente aquelas que envolvem plaquetas e 

leucócitos (CHIAN; SERHAN, 2006), A atividade da 5-LO parece ter passos 

comuns na síntese da LXA4 (SERHAN et al., 1984). LXA4 é secretada por 

neutrófilos e inibe o efeito ativador do LTB4 nas plaquetas (SERHAN et al., 1984); 

no entanto há vários efeitos antiinflamatórios e pró-resolvinas associados as LXA4 

sugerindo que elas agem como um “sinal de quebra” na inflamação (MADERNA; 

GODSON, 2009). Essas propriedades incluem limitar o tráfico de leucócitos e 

prevenir a ativação de células endoteliais no sítio da inflamação, e ainda estimula 

a fagocitose de células apoptóticas por macrófagos e são mediadores potentes 

anti-fibrótico (ALIBERTI; BÁFICA, 2005; BAKER et al., 2009; MADERNA; 

GODSON, 2009; RYAN, GODSON, 2010).  

Enquanto alguns mediadores lipídicos dirigem a inflamação 

aguda, outros mediadores endógenos fazem um contra-balanço desses eventos 

pró-inflamatórios. Em adição ao LTs, Lipoxinas (LXAs) apresentam papel pró-

resolvinas em reações inflamatórias (MADERNA; GODSON, 2009; RYAN; 

GODSON, 2010; STABLE; GILROY, 2010).  

O papel das LXs na inflamação do miocárdio e modulação da 

resposta imunológica durante a infecção por T. cruzi não está totalmente 

esclarecido. A ação das LXs na regulação da infecção com Toxoplasma gondii, 

permite extrapolar o papel potencial que estes eicosanoides tem, durante a 

infecção com T. cruzi. O modelo com T. gondii, mostrou que o desafio com este 

parasito provocou a liberação de LXA4, a qual modulou a ativação de células 

dendríticas in vivo e in vitro (ALIBERTI et al., 2002a). Infecção com T. gondii em 

camundongos nocautes para 5-LO (5-LO-/-), aumentou o dano tecidual e 

mortalidade dos animais e provocou aumento de IL-12 e IFN-γ, e este aumento foi 

prevenido pela administração de um análogo estável de LXA4 (ALIBERTI et al., 

2002b). 
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Machado e colaboradores (2006) mostraram que lipoxinas ativam 

dois receptores em células dendríticas: AhR (Receptor Aril hidrocarbono) e LXAR 

(receptor de lipoxina),  esta ativação inicia a expressão do supressor de citocinas 

sinalizante 2 (SOCS-2). O receptor AhR medeia ações biológicas das LXA4 

durante a infecção com T. gondii. Este receptor é um fator de transcrição ativado 

que regula muitas das ações da LXA4. Também foi mostrado que durante a 

infecção com T. cruzi, SOCS-2 participa na modulação da inflamação durante a 

infecção (MUKHERJEE et al., 2011).  

Microrganismos bem como opsoninas (IgG e componentes C3 do 

complemento) podem estimular a liberação de ácido araquidônico a partir de 

fosfolipídios de membranas e ser metabolizados até a formação de LTs 

(FERNANDEZ et al., 2003).  

Durante a fase inflamatória aguda da infecção por T. cruzi, ocorre 

alta expressão de citocinas pró-inflamatórias e outros mediadores. As citocinas 

inflamatórias e mediadores lipídicos são essenciais para a sobrevida do 

hospedeiro durante a infecção aguda (BORGES et al., 2009; HIDEKO 

TATAKIHARA et al., 2008). 5-LO tem recebido mais atenção nos casos 

envolvendo infecção por T. cruzi isto, devido ao seu envolvimento na síntese de 

LT, que são conhecidos por participar ativamente no controle de infecções por 

protozoários (HENDERSON; CHI, 1998; MACHADO et al., 2005); LTB4 e LTC4 

aumentam a associação e entrada de T.cruzi em monócitos pela estimulação da 

fagocitose (WIRTH, KIERSZENBAUN, 1985). 

O ácido nordihidroguairético (NDGA) é um composto fenólico 

extraído de “Creosote bush” (Larrea tridentata, Zygophylaceae) (DIAS, 1979) é um 

inibidor seletivo da lipoxigenase e, portanto impede a formação de LT. O NDGA 

age como antioxidante com importante atividade antiproliferativa sobre uma 

variedade de tumores. Em adição apresenta forte ação inibidora sobre a produção 

de TGF-, uma citocina multi-funcional que afeta vários eventos biológicos. Esta 

atividade ocorre através da inibição do deslocamento de Smad 2 (proteína chave 

da sinalização para produção de TGF- para o núcleo celular (DIAS, 2006).    
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1.2.3 Inibidores farmacológicos das Enzimas COX-1 e COX-2 

 

 Os inibidores das isoenzimas COXs (Figura 4) competem com o 

ácido araquidônico pelo sítio ativo da COX (SMITH et al., 1991 ) e podem ser 

divididos em duas classes:  

a) Clássicas “isoenzimas não específicas” AINES descobertos 

antes de 1995. 

b) inibidores seletivos da COX-1. Descobertos em 1899 a Aspirina 

(ácido acetilsalicílico, ASA) que foi introduzida como o primeiro fármaco potente 

para o tratamento de doenças reumáticas e inflamatórias (SMITH et al., 2000; 

VANE et al., 1998). 

Entre 1960 e 1980 foram desenvolvidos outros agentes 

antiinflamatórios tais como: ibuprofen, indometacina, diclofenaco e naprofen e 

todos estes agentes possuem função de carboxilato que se ligam no sítio de 

ligação do ácido araquidônico, formando um par de íons com a Arg-120 na parte 

inferior do sítio ativo da COX (DANNAHARDT; KIEFER, 2001). Estes fármacos 

apresentam as mesmas propriedades terapêuticas, e também são responsáveis 

por lesões no trato gastrointestinal e toxicidade renal que leva a ulcerações e 

sangramentos, podendo até levar a morte do paciente (FOSSLIEN et al., 1998; 

POUNTOS et al., 2011). 

As atividades dos fármacos clássicos não são específicas para 

uma ou outra das isoformas de COX, e reduzem tanto a produção de PGs no sítio 

da injúria (via inibição da COX-2) quanto a formação fisiológica de PG no 

estômago e rins (via inibição da COX-1). Em vista dessas observações, foram 

desenvolvidos inibidores seletivos para COX-2, conservando seus efeitos 

analgésico e antiinflamatório, e diminuindo os efeitos adversos no trato 

gastrointestinal (CHARLIER, 2003; GOLDEMBERG et al., 1999; SMITH et al., 

2000). 
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Figura 4. Ligação do AINE (azul) no sítio ativo das enzimas COX-1 (A) e COX 2 

(B). 

 

Fonte: Smith et al., 2000.  

 

Nimesulida, Meloxicam e Etodalac foram a primeira geração 

destes compostos, que preferencialmente inibiam a forma induzível e 

apresentavam menos efeitos adversos. A principal característica destes 

compostos é a ausência de grupo carboxilato, presente nos AINEs clássicos, e 

geralmente a presença de Sulfeto (-SO2-) ou uma Sulfonamida (SO2NH2-), os 

quais podem interagir com Arg 513 na dobra lateral hidrofílica no sítio ativo da 

COX-2 (VANE et al., 1998). 

 Dois compostos, celecoxibe e rofecoxibe foram lançados para o 

tratamento de processos inflamatórios (DANNAHARDT et al., 2000; 

HAEGGSTROM et al., 2010). Os coxibes também foram fármacos candidatos para 

o tratamento e prevenção de câncer de cólon via inibição da COX-2 

(HAEGGTROM et al., 2010). 

 Estudos clínicos e experimentais mostraram que inibidores 

seletivos da COX-2 são agentes antiinflamatórios efetivos que apresentam baixo 

risco de toxicidade gastrointestinal (CANNON; BREEDVELDC, 2001). No entanto, 

vários estudos mostraram que estes inibidores poderiam conferir risco 

cardiovascular e, com isto, os tratamentos para câncer de cólon com rofecoxibe 
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foram suspensos (BRESALIER et al., 2005). A hipótese largamente aceita para 

este risco é que o coxibe bloqueia COX-2 dependente da síntese de PGI2, 

principalmente no endotélio, podendo aumentar uma resposta trombótica e 

acelerar o processo de aterogênese (FRIES et al., 2006).  

RIMON e colaboradores em 2010 relataram que as COX-2 são 

inibidas preferencialmente por bloqueadores chamados coxibes, o grupo relatou 

que celecoxibe e outros coxibes também se ligam firmemente a subunidade da 

COX-1. Embora, o celecoxibe estando ligado a um monômero da COX-1 não afeta 

o processo catalítico normal da enzima em catalizar o ácido araquidônico pela 

segunda subunidade da mesma enzima e produzir prostaglandina normalmente. 

Coxibes, em concentrações que não inibem a atividade catalítica da COX-1, 

interferem com a habilidade dos AINEs, principalmente a Aspirina em inibir COX-1 

in vitro (OUELLET et al., 2001; ROSENSTOKE et al., 1999). Isto sugere que 

inibidores da COX-2 são capazes de se ligarem a COX-1 e de algum modo, 

competir com a ação dos AINEs na COX-1, sem afetar a oxigenação do ácido 

araquidônico. (GLADDING et al., 2008; GROSSER et al., 2006;  WILNER et al., 

2002). 

Após os conflitos gerados pelos inibidores da COX-2, foi 

necessário o desenvolvimento de novas gerações de inibidores, entre eles estão 

os AINEs liberadores de óxido nítrico (NO-AINEs), tendo como alvo a 

prostaglandina E sintase tipo 1 microssomal (mPGE-1) (SAMUELSSON et al., 

2007; WALLACE; DEL SOLDATO, 2003). Esta enzima é uma proteína integral de 

membrana, a qual é induzida por citocinas pró-inflamatórias e mitógenos ligados a 

COX-2, e as suas ações conjuntas parecem ser responsáveis pela biossíntese de 

PGE2 na inflamação (SAMUELSSON et al., 2007).  

Os inibidores de prostaglandinas podem exibir três tipos diferentes 

de inibição: competitiva reversível, irreversível e não competitiva reversível 

(MITHELL et al., 1994; ROTH et al., 1975). Aspirina, por exemplo, acetila 

irreversivelmente a Ser 530 da COX-1 e COX-2 na região aminoterminal da 

enzima (ROTH et al., 1975; RIMON et al., 2010). 
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Aspirina usada em baixas doses, preferencialmente inibe COX-1 

em plaquetas circulantes, atenuando a síntese de tromboxano e prevenindo a 

trombose, assim conferindo um papel cardioprotetivo (GROSSER et al., 2006). E 

ainda, na presença da Aspirina a COX-2 é acetilada e capaz de converter o ácido 

araquidônico em 15R-HETE, o qual é o substrato para a produção de 15-epi-LXA4, 

também chamada Lipoxina iniciada pela Aspirina (ATL), Lipoxinas e ATL possuem 

atividades anti-inflamatórias como pró-resolvinas (CLARIA et al., 1995; MOLINA-

BERRÍOS et al., 2013; SERHAN et al., 2008). 

 Outro inibidor bastante utilizado, a indometacina, causa uma 

inibição da COX-1 e da COX-2, e esta inibição diminui com o passar do tempo 

(KURUMBAIL et al., 1996). 

  

1.3 EICOSANOIDES E DOENÇA DE CHAGAS 

 

Existem evidências de que a PGE2 está aumentada em várias 

infecções parasitárias, tais como aquelas causadas por Criptosporidium parvum 

(ARGENSIO, RHOADS, 1997), Toxoplasma gondii (YONG et al., 1994), 

Leishmania donovani (REINER; MALEMUD, 1985), Leishmania major (CILLARI et 

al., 1986) e T. cruzi (CARDONE; ATUNEZ, 2004; CELENTANO et al., 1995; 

PINGE-FILHO et al., 1999). PGs juntamente com o NO e TNF- participam de um 

complexo circuito que controla a linfoproliferação e produção de citocinas durante 

a fase aguda da infecção com T. cruzi (PINGE-FILHO et al., 1999).  

As PGs são imunomoduladores potentes e contribuem para a 

imunossupressão observada durante a infecção com T. cruzi (PINGE-FILHO et al, 

1999). A descoberta de que tripanosomatídeos como T. cruzi produzem PGs 

(Revisado por KUBATA et al, 2007), indica que as PGs derivadas de T. cruzi 

exercem algum papel na patogenia da doença de Chagas. Em adição, o efeito 

supressor de PGE2/TGF- sobre a expressão de citocinas pró-inflamatórias 

(FADOK, 1998) poderia criar um ambiente favorável para o crescimento de T. 

cruzi dentro dos macrófagos. Entretanto, estudos que utilizaram diferentes AINEs 

para determinar o papel das PGs no controle da carga parasitária e resistência à 
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infecção com T. cruzi são discrepantes (CELENTANO et al., 1995; FREIRE-DE-

LIMA, 2000; PINGE-FILHO et al.,1999; TATAKIHARA et al,. 2007). 

Na fase aguda da doença de Chagas, vários tipos de eicosanoides 

são produzidos, além de PGE2. Plasma de animais que foram infectados, a partir 

do décimo dia pós-infecção, apresentaram aumento nos níveis de PGF2α, PGI2, 

TXA2 e PGE2 (TANOWITZ et al., 1990; PINGE-FILHO et al., 1999; CARDONE; 

ANTUNES, 2004) quando comparado com camundongos não infectados. 

Machado e colaboradores, (2011) determinaram que as principais prostaglandinas 

presentes durante a infecção com T. cruzi são TXA2 e PGF2α (ASHETON et al., 

2007), indicando que o hospedeiro é a fonte de elevados níveis de PGI2 e PGE2. 

PGE2 é liberada a partir de macrófagos ativados e linfócitos TCD8+ (OLIVEIRA et 

al., 2010; STERIN-BORDA et al., 1996). 

Pesquisadores tem sugerido que o papel primário das 

prostaglandinas está relacionado em modular a resposta imunológica do 

hospedeiro, aumentando a probabilidade de transição da fase aguda para a fase 

crônica (KRISTENSSON et al., 2010; PINGE-FILHO et al.,1999; STERIN-BORDA 

et al., 1996). Durante a fase aguda, foi mostrado que PGE2 modula a virulência de 

algumas cepas de T cruzi. Cepa não letal (K98-2) induziu a produção de elevados 

níveis de PGE2 circulante, enquanto cepas letais (RA ou K98-2) não 

(CELENTANO et al., 1995). E a inibição da atividade da COX (liberação de PGE2) 

aumentou a mortalidade de camundongos infectados com a cepa K98-2, mas a 

infusão de PGE2 não atenuou a virulência da cepa RA. O efeito da PGE2 pode 

originar de fontes diferentes. Além disso, PGE2 é essencial para a supressão de 

TNF-α e linfoproliferação pelo hospedeiro durante a infecção aguda em pacientes 

e camundongos (BORGES et al., 1998; DE BARROS-MAZON et al., 2004, 

PINGE-FILHO et al., 1999). E a inibição da síntese de PGE2 reduz o número de 

ninhos de parasitos, infiltrado inflamatório e fibrose cardíaca, durante a fase aguda 

da doença (ABDALLA et al., 2008). 

Durante a fase inflamatória aguda da infecção com T. cruzi, ocorre 

a expressão de altos níveis de citocinas pró-inflamatórias e outros mediadores. As 

citocinas inflamatórias e mediadores lipídicos são essenciais para a sobrevida do 
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hospedeiro durante a fase aguda da infecção (BORGES et al., 2009; HIDEKO 

TATAKIHARA et al., 2008). 

Prostanoide liberado do parasito, primariamente TXA2, parece 

ajudar na sobrevida do hospedeiro durante a fase aguda da infecção e na 

transição para a fase crônica (ASHETON et al 2007). Plaquetas, produtoras de 

TXA2 exerce atividade tripanocida direta (MOMI et al., 2000) e, durante o curso da 

infecção aguda, ocorre trombocitopenia caracterizada pelo aumento da agregação 

plaquetária, o que limita a ação anti-parasítica destas células (TANOWITZ et al., 

1990). TXA2 também apresenta propriedades imunossupressivas, gerando o 

mínimo de patologias em camundongos selvagens, mas camundongos nocautes 

para o receptor de TXA2 exibiram pronunciada inflamação no miocárdio com 

aumento da carga parasitária no tecido cardíaco (ASHETON et al., 2007). 

Durante a fase aguda da infecção por T. cruzi, macrófagos e 

células esplênicas de camundongos produzem altos níveis de PGE2 (BORGES et 

al.,1998). PGE2 e outros eicosanoides podem contribuir para o remodelamento 

cardíaco e outros déficits funcionais do coração após infecção com T. cruzi. Logo, 

a inibição da enzima cicloxigenase (COX) do hospedeiro emerge como um 

potencial alvo terapêutico (MOLINA-BERRIOS, et al., 2013). 

Por outro lado, alguns mediadores lipídicos dirigem a inflamação 

aguda, enquanto outros mediadores endógenos fazem um balanceamento desses 

eventos pró-inflamatórios. Em adição, LTs, lipoxinas e 15-epi-LXA4 apresentam 

papel como pró-resolvinas em reações inflamatórias. (MADERNA; GODSON, 

2009; RYAN; GODSON, 2010; STABLE; GILROY, 2010). Sendo que a 15-epi-

LXA4 é capaz de inibir IL-6, TNF-α, IL-8, NFκB, ERK1/2 e o ativador do p38 

(WANG et al., 2011). 

 Recentemente tem sido mostrado o efeito da ASA em acetilar a 

COX-2 (MOLINA-BERRÍOS et al., 2013.). A inibição da COX-2 com ASA está 

associada com a síntese de outros produtos lipídicos derivados do AA sendo 

alguns com propriedades antiinflamatórias como a 15-epi-Lipoxina A4 iniciada por 

ASA ou (ATLs) (MOLINA-BERRÍOS et al., 2013; SPITE et al., 2010). Os dados de 

Molina-Berríos e colaboradores (2013) mostraram que camundongos infectados 
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com T. cruzi e tratados com ASA nas doses de 25 ou 50mg/Kg/dia produziram 15-

epi-LXA4, a qual produziu um efeito protetor aos camundongos infectados. De fato, 

estudos anteriores, indicam que os eicosanoides presentes na fase aguda da 

infecção agem como imunomoduladores, que auxiliam a transição da fase aguda 

para a fase crônica da doença (STERIN-BORDA et al., 1996). 

Em contraste a fase aguda, enquanto os níveis plasmáticos de 

múltiplos prostanóides são elevados, somente os níveis de TXA2 são aumentados 

na fase crônica (CARDONI, ANTUNES, 2004). 

TXA2 é o prostanoide detectado em maior quantidade no plasma, 

porém outros eicosanóides tem papel significante na fase crônica da doença. 

Linfócitos T de pacientes chagásicos crônicos afetam a função cardíaca, e em 

modelos de ratos promoveram a remodelação tecidual (DE BRACCO et al., 1984). 

Produtos da LO (primariamente LTC4) liberados dos linfócitos tiveram efeitos 

positivos sobre a função cardíaca, enquanto produtos da COX (principalmente 

PGE2) exerceram ação inotrópica depressora. 

 Na doença crônica, TXA2 promove dano tecidual especialmente 

no coração e também pode exacerbar a apoptose de mioblastos e aumentar a 

progressão da cardiomiopatia levando à falência cardíaca, sendo esta, a maior 

causa de morte em pacientes. Para suportar esta hipótese, camundongos com 

infecção crônica com T. cruzi, e tratados com ASA, apresentaram uma melhora na 

função cardíaca, na função plaquetária e tônus vascular. Desta forma, a secreção 

de TXA2 na fase crônica, parece prevenir a iniciação de uma resposta imune 

adaptativa pelo hospedeiro (KABASHIMA et al., 2003) favorecendo a manutenção 

da fase crônica da doença. Assim sendo, a liberação de TXA2 na fase crônica 

promove um melhor controle na proliferação dos parasitos. Foi sugerido que TXA2 

derivado de T. cruzi é um possível “quorum sensor” para o parasito (ASHETON et 

al., 2007). No entanto, a liberação de TXA2 pelo parasito é insuficiente para 

suprimir a parasitemia periférica na doença crônica. Isto indica a necessidade da 

expressão de TXA2 pelo hospedeiro, para controlar a severidade da doença na 

fase crônica (MACHADO et al., 2011). 
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1.3.1 Regulação endógena de eicosanoides durante a doença de Chagas 

experimental 

 

Tem sido observado que a liberação de eicosanoides durante a 

infecção com T. cruzi regula a resposta do hospedeiro e controla a progressão da 

doença (ASHETON et al., 2007). O papel desses lipídios bioativos na doença de 

Chagas aguda e crônica ainda não está bem esclarecido. No entanto, estudos 

recentes tem mostrado que tripanossomas são capazes de realizar o metabolismo 

do ácido araquidônico. Portanto a interpretação da importância desses lipídios 

bioativos na patogênese da doença de Chagas é bastante complicado, no caso, o 

hospedeiro ou o parasito é a fonte primária de síntese desses lipídios bioativos 

(KABUTUTU et al., 2003; KUBATA et al., 2002). A despeito dessas incertezas, 

está claro que os eicosanoides apresentam papeis essenciais na patogênese da 

doença de Chagas experimental. Pois a deficiência de ácidos graxos (incluindo o 

AA) resultou na redução de 63% da parasitemia e aumentou mais que o dobro a 

taxa de sobrevida durante a fase aguda da doença. (SANTOS et al.,1992). 

A taxa de síntese dos eicosanoides é maior em camundongos 

resistentes que em suscetíveis ao parasito (CARDONI; ANTUNES, 2004). 

Eicosanoides liberados de T. cruzi, podem contribuir para a diferenciação e 

fagocitose do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000) e sobrevida (STERIN-

BORDA et al., 1996) pois agem como imunomoduladores para ajudar na transição 

e manutenção da fase crônica da doença. Para suportar este conceito, foi 

mostrado que células mieloides CD11b+ de animais infectados produziram 

prostaglandina que mediaram a perda de populações de células B imaturas por 

apoptose, com isto, estabelecendo a defesa do hospedeiro e favorecendo a fase 

crônica da doença (ZUNINGA et al, 2005). 
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1.3.2 Metabolismo de lipídios e eicosanoides por Trypanosoma cruzi 

 

A organela cinetoplasto, presente nos tripanossomatideos, apresenta via 

biossintética especializada e adaptável para o metabolismo de lipídios, que reflete 

o extremo ambiente que eles precisam suportar, durante seu ciclo de vida. A via 

biossintética dos protozoários sintetiza ácidos graxos usando sintases do tipo I ou 

tipo II (COX, 1982; LEE et al., 2006). Diferente das células dos mamíferos, T. cruzi 

e T brucei utilizam elongases para a síntese de quase todos os ácidos graxos 

(LEE et al., 2006; LIVORE et al., 2007). Quatro novos genes para elongases foram 

identificados para T. brucei e cinco para T. cruzi (LEE et al., 2006; LIVORE et al., 

2007). 

Síntese de eicosanoides começa com a liberação do ácido araquidônico 

dos fosfolipídios de membrana por ação de fosfolipases que clivam a cadeia acil 

Sn-1. Atividades da PLA1 e PLA2 foram reportados para T. cruzi e T. brucei 

(BELAUNZARAN et al., 2007; CONELLY; KIERSZENBAUM,1984; OPPERDOES; 

VAN ROY, 1982; SAGE et al., 1981; SHUAIBU et al., 2001). Em todos os casos, a 

atividade estava associada à membrana e dependente de liberação de Ca2+.. 

Conelli e Kierszenbaun (1984) mostraram que a presença da PLA2, causou 

alterações na membrana do parasito, aumentando significantemente a associação 

entre T. cruzi e macrófagos e células não fagocítica. No entanto, a atividade foi 

aumentada em tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. Em tripomastigotas 

metacíclicos ocorreu a liberação de PLA1 com aumento de secreção desta enzima 

(BELAUNZARAN et al., 2007). 

PGF2α é a espécie dominante de eicosanoides produzidos por Leishmania e 

T. brucei, seguido por pequenas quantidades de PGE2 e PGD2 (KABUTUTU et al., 

2003; KUBATA et al., 2000; OPPERDOES; VAN ROY, 1982). Interessante, T. 

cruzi preferencialmente sintetiza TXA2 (ASHETON et al., 2007) com pequenas 

quantidades de PGF2α e baixo nível de PGD2. PGF2α sintase (TcOYE) é similar a 

de leveduras (old yellow enzime) e T. brucei (TbPGFS) (KABUTUTU et al., 2003; 

KUBATA et al., 2000, 2002). A atividade enzimática destas enzimas é resistente a 

agentes farmacológicos como (ASA e Indometacina) os quais inibem enzimas de 



40 

 

mamíferos, indicando que os sítios ativos são topograficamente e estruturalmente 

diferentes (KABUTUTU et al., 2003). 

Ambas as enzimas, TcOYE e TbPGFS apresentam funções de 

resistência aos fármacos. Em T. cruzi TcOYE é essencial para resistência a 

agentes farmacológicos (KUBATA et al., 2002) e foi observado que a transcrição 

de TcOYE foi seis vezes maior em cepas de T. cruzi resistentes ao Benzonidazol 

quando comparado com a cepa sensível (MURTA et al., 2006). T. cruzi possui 

quatro cópias de TcOYE mostrando a importância desta enzima para o parasito. 

Embora a expressão de PGF2α sintase foi reportado por outros estudos 

(ANDRADE et al., 2008; DOST et al., 2004) os seus resultados não corroboraram 

a relação entre a expressão de PGF2α sintase e resistência aos fármacos. A razão 

para isto pode ser a presença adicional de NADPH oxiredutase da família do 

citocromo P-450 em T. cruzi (PORTAL et al., 2008). É possível que a produção 

desses mediadores lipídicos por T. cruzi, seja exclusivamente para manipular a 

resposta do hospedeiro a infecção e garantir a sobrevida e transmissão do 

parasito. 

 

1.4  PAPEL DO ÓXIDO NÍTRICO NA DOENÇA DE CHAGAS 

 

O NO tem sido objeto de diversas pesquisas desde a descoberta 

de seus efeitos biológicos (FURCHGOT; ZAWADSKI, 1980). É considerado um 

radical livre e atua como molécula mensageira em diversos processos fisiológicos, 

como regulação do tônus vascular e neurotransmissor, através do estímulo da 

síntese de GMP cíclico (BLOODSWORTH et al., 2000). 

Quando o óxido nítrico (NO) entrou formalmente no cenário da 

imunologia, entre 1985 e 1990, o seu papel foi simplesmente definido como: NO é 

um produto de macrófagos ativados por citocinas e componentes de 

microrganismos ou ambos; é derivado do aminoácido L-arginina devido a atividade 

enzimática da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (NATHAN, 1992). 

Tem sido reconhecido que NO apresenta vários papéis no sistema 

imunológico, bem como em outros órgãos. Além dos macrófagos, um grande 
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número de tipos celulares do sistema imunológico produz e responde ao NO, tais 

como: células dendríticas, células NK, mastócitos, monócitos, micróglia, células de 

Kupffer, eosinófilos e neutrófilos, além de outras células envolvidas em reações 

imunológicas como: células endoteliais, células epiteliais, condrócitos, hepatócitos, 

células messangial e células de Schwan (BOGDAN, 2000; COLEMAN, 2001).  

O NO é uma molécula gasosa simples, habitualmente encontrada 

no ar atmosférico em pequenas quantidades, altamente tóxico devido a presença 

de um elétron extra que o torna um agente químico altamente reativo. Quando 

diluído, o NO tem uma meia vida de menos de 10 segundos devido a sua rápida 

oxidação a nitrito (NO-
2) e nitrato (NO-

3) (HEVEL et al., 1991; MAYER et al.,1991; 

MARLETTA et al., 1988; MULLIGAN; HEVEL; MARLETTA, 1991).  

A produção de NO ocorre por meio da ação de um conjunto de 

enzimas, coletivamente denominadas de óxido nítrico sintase (NOS), que 

desaminam a L-arginina para liberar o NO, levando a co-produção de L-citrulina 

(BLOODSWORTH et al. 2000;  MULLIGAN; HEVEL; MARLETTA, 1991). 

Inicialmente, a reação gera um composto intermediário, a NG-hidroxil-L-arginina e 

ocorre na presença de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato-hidrogênio 

(NADPH), Ca+2 e O-2. 

A atividade do NO não é restrita ao sítio da sua produção, como é 

um gás, o radical.NO é altamente difusível. Em contraste às citocinas, a interação 

do NO não é restrita a um simples receptor definido, NO pode reagir com outras 

moléculas inorgânicas tais como: oxigênio, superóxido ou metal de transição, 

estruturas no DNA (bases pirimidinas) grupos prostéticos como (heme) ou 

proteínas (levando a S-nitrosilação de grupos Tiois, nitração de resíduos de 

tirosinas (MARSHALL et al., 2000). Considerando que muitos dos alvos do NO são 

moléculas reguladoras, por exemplo fatores de transcrição e componentes de 

várias cascatas de sinalização, é evidente que o NO frequentemente exerce 

diversos efeitos fenotípicos e heterogêneos (BOGDAN, 2001).  

Existem várias formas de NOS, podendo diferir quanto à 

disposição dos tecidos, peso molecular e propriedades físicas e funcionais. Há 

pelo menos três genes que sofrem “splicing” alternativos para a produção dessa 
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enzima (BREDT et al., 1991; LAMAS et al.,1992; LOWENSTEIN et al., 1993). As 

isoformas de NOS podem ser agrupadas em, óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS),  óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) e óxido nítrico sintase endotelial 

(eNOS). A nNOS e eNOS são encontradas no sistema nervoso central e no 

endotélio vascular, respectivamente, e produzem constitutivamente baixas 

quantidades de NO (BLOODSWORTH et al., 2000; MONCADA al et., 1991; 

PALMER et al., 1998). As isoformas nNOS e eNOS são conhecidas coletivamente 

como constitutivas (cNOS), isto porque, diferente da iNOS elas são expressas 

constitutivamente nas células e são primariamente reguladas pelo fluxo de Ca2+ e 

subsequente ligantes de calmodulina (MACMICKING et al., 1997). Sua expressão 

não está restrita a neurônios ou células endoteliais, embora as três isoformas 

catalizam a mesma reação, a conversão da L-arginina e oxigênio molecular a NG-

hidroxi-L-arginina, e além disso, à citrulina e NO. Essas enzimas diferem com 

respeito a sua regulação, sua amplitude, sua duração de produção de NO e sua 

distribuição celular e tecidual (MACMICKING et al., 1997; STUEHR, 1999). 

Ambas, iNOS ou eNOS tem sido encontradas em macrófagos, 

células dendríticas, células NK e em linhagens celulares, clones, hibridomas e 

células B e T de origem tumoral (TAYLOR-ROBINSON et al., 1994; THURING et 

al.,1995). 

A expressão da iNOS é regulada por citocinas e determinada 

primariamente pela síntese do RNAm para iNOS e sua proteína (CARPENTER et 

al., 2001; MACMICKING et al., 1997; RODRIGUEZ-PASCUAL et al., 2000). Em 

contraste a nNOS e eNOS, que existem nas células como proteínas pré formadas, 

e sua atividade é mudada por elevação da concentração de Ca2+ intracelular 

ligado a calmodulina em resposta a neurotransmissores ou substâncias vasoativas 

(STUEHR, 1999). E todas as isoformas de NO sintase, neuronal (nNOS ou 

NOS1), induzível (iNOS ou NOS2) e endotelial (eNOS ou NOS3) operam no 

sistema imunológico (BOGDAN, 2000). Ativação do gene promotor de iNOS é um 

importante modo de regulação da iNOS por citocinas. Muitos são os fatores de 

transcrição participantes, entre eles o NFκB, AP-1, STAT1α (sinal tradutor e 
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ativador da transcrição), IRF-1 (fator regulador do interferon), NF-IL-6 (fator 

nuclear da interleucina 6) (GANSTER et al., 2001; MACMICKING et al., 1997). 

Dependendo da citocina, estímulo de microrganismos ou o tipo de 

células, diferentes vias de sinalização estão envolvidos que promovem (por 

exemplo  anus Kinase  a 1,  a 2 e T  2; proteína quinase Raf-1 Er  1 2 e JNK, 

proteína quinase C, proteínas fosfatases 1 e 2ª), ou inibem, (por exemplo 

fosfoinositol 3 quinase, proteína tirosina fosfatases) a expressão de iNOS 

(BOGDAN, 2000; CHAKRAVORTTY et al., 2001; CHAN et al., 2001; KRISTOF et 

al., 2001). 

NO sozinho exerce efeitos bifásicos na transcrição da iNOS. Baixa 

concentração de NO, como ocorre no início da estimulação do macrófago por 

citocinas, ativa NFκB e aumenta a produção de iNOS. Alta concentração tem 

efeito oposto, o qual pode prevenir a super expressão de iNOS (CONELLY et al., 

2001; UMANSKY et al., 1998). Aumento da degradação da proteína iNOS é um 

dos vários mecanismos pelos quais o TGF-beta suprime a produção de NO em 

macrófagos (MCMICKING et al., 1997). Ambas, iNOS e nNOS são controladas por 

degradação de proteína envolvendo a via de proteassoma (FELLEY-BOSCO et 

al.,, 2000; MUSIAL; EISSA, 2001; NOGUSHI et al., 2000). 

A iNOS catalisa a conversão de arginina em citrulina, liberando 

gás óxido nítrico (NO) difundível. Este pode combinar com peróxido de hidrogênio 

(H2O2) ou superóxido (O2
-) gerado pela enzima fagócito-oxidase nos fagossomos 

ácidos, para produzir peróxinitrito (ONOO-) altamente reativo, que pode matar 

diferentes tipos de microrganismos (DE GROOTE et al., 1999).  

Em modelos experimentais para o estudo da DC, a inibição 

farmacológica da iNOS inibe a capacidade microbicida do macrófago e promove 

aumento da parasitemia (MARTINS et al., 1998; SILVA et al., 1995). Dentro do 

fagolisossomo de macrófagos ativados, T. cruzi é exposto a espécies reativas de 

oxigênio formadas pela NADPH oxidase, formando o radical superóxido (O2-), e 

através de dismutação forma o peróxido de hidrogênio (H2O2). Além disso, a 

indução da óxido nítrico sintase (iNOS) por citocinas pró inflamatórias leva a 

produção de NO. Nem O2- ou NO por si só são citotóxicos, mas muitas das suas 
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ações parasiticidas dependem de suas reações para formar o ONOO-, um potente 

oxidante o qual é capaz de ocasionar nitração de proteínas do parasito, agindo 

como um mecanismo antiparasitário (ALVAREZ et al., 2004; NAVILIAT et al., 

2005; TRUJILLO et al., 2013). E ainda, os macrófagos tem um importante papel 

contra a infecção por T. cruzi, via a produção de superóxido, NO e ONOO-. Este 

último radical tem se mostrado altamente tóxico contra epimastigotas de T. cruzi, 

por uma via dependente do Ca2+.  

O Ca2+ está envolvido em muitas funções do parasito, sendo a sua 

concentração intracelular dirigida por vários sistemas de transporte, tanto em 

compartimentos mitocondrial e não mitocondrial. (ALVAREZ et al., 2004; 

THOMSOM et al.,1999). Foi relatado o efeito do ONOO- no sistema de transporte 

de Ca2+. ONOO- em concentrações biologicamente relevantes, produzido dentro 

dos fagolisossomos (250-750µM) inibiu a entrada de Ca2+ de maneira dose 

dependente, pois o radical diminuiu o potencial de membrana; além disso, 

decresceu a entrada de Ca2+ não mitocondrial, e concomitantemente inativou a 

atividade de ATPase dependente de Ca2+ do parasito. Logo, a quebra da 

homeostase do Ca2+ pelo ONOO- pode contribuir para o efeito citotóxico do 

macrófago contra T. cruzi (THOMSOM et al., 1999). 

 A resistência à infecção por T. cruzi também está associada com 

a capacidade dos linfócitos produzirem IFN-γ e TNF-α (MUÑOS FERNANDES et 

al., 1992). Estas citocinas induzem o macrófago a produzir NO, que na presença 

de O-2 gera o ONOO- que se difunde rapidamente e exerce citotoxicidade contra o 

parasito controlando a multiplicação intracelular de T. cruzi, (ALVAREZ et al., 

2011; VESPA, 1994; GAZZINELLI et al., 1992). Isso ocorre através da ativação 

das vias JAK/STAT e NF-κB (XIE et al., 1993). Entretanto, Cummings e Tarleton 

(2004) utilizando linhagens de camundongos deficientes para iNOS, mostraram 

que estes animais apresentaram sobrevida semelhantes aos animais selvagens. 

Resultados semelhantes foram observados quando camundongos foram 

desafiados com a cepa Sylvio (MARINHO et al., 2007). Desta forma, estes 

estudos colocam em dúvida o papel do NO durante a fase inicial da infecção por 

T. cruzi. Estes achados contraditórios podem ser explicados se considerarmos que 
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os estudos utilizaram diferentes cepas e linhagens de camundongos. Em adição 

ao questionamento sobre o papel do NO na infecção experimental, há indicação 

de que a participação do NO é estágio-dependente, ou seja, o NO participa no 

controle da infecção somente na fase aguda (SAEFTEL et al., 2001). 

Há um número crescente de evidências indicando a participação 

de linfócitos e dos produtos dos macrófagos na indução de mielossupressão 

durante a infecção por T. cruzi. Essas alterações que ocorrem no sangue e na 

medula óssea de camundongos infectados por T. cruzi (fase aguda) (CARDOSO, 

BRENER, 1980; MARCONDES et al., 2000) podem ser consequências da 

supressão desencadeada por NO e por citocinas ou pelo próprio parasito (PINGE-

FILHO et al., 1999). 

Atividades supressoras na medula óssea tem sido atribuídas à 

ação de citocinas, como IFN-α, TNF-α, IFN-γ e MIP-1α (BINDER et al., 1997; 

COOK, 1996; MOLDAWER et al., 1989). Dados obtidos em nosso laboratório 

mostraram que a anemia que se desenvolve em camundongos C57BL/6 

infectados com T. cruzi é independente de NO (MALVEZI et al., 2004). Além disso, 

foi mostrado que o uso de inibidores de prostaglandinas ou o bloqueio da 

produção de TNF-α provocaram aumento dramático de reticulócitos em 

camundongos C57BL/6, esse aumento ocorre no momento de maior supressão 

(dia 14 de infecção) e foi revertido pelo bloqueio da produção de NO com 

aminoguanidina, bloqueador de iNOS (MALVEZI et al., 2004; HIDEKO 

TATAKIHARA et al., 2008). 

  

1.5 ABORDAGENS TERAPÊUTICAS PARA O TRATAMENTO DA DOENÇA DE CHAGAS 

 

1.5.1 Inibidores da Biossíntese de Esterol 

  

Trypanosoma cruzi requer esteróis para a viabilidade e 

proliferação celular em todos os estados do seu ciclo de vida, é extremamente 

suscetível a inibidores da biossíntese de ergosterol (EBI), os quais agem em 

diferentes níveis dessa via “in vitro” (URBINA et al., 2001, 2002). Estudos 
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realizados no Brasil tem mostrado que (EBIs) comercialmente disponíveis 

(Cetoconazol ou Itraconazol), são altamente eficazes no tratamento de fungos, os 

quais são inibidores do citocromo P-450 dependente de C14α esterol demetilase. 

Estes inibidores não são suficientemente capazes de eliminarem T cruzi, de 

animais e humanos cronicamente infectados, ou parar a progressão da doença. 

(URBINA et al.,2001 e 2002). Em contraste, Apt e colaboradores no Chile tem 

mostrado que Itraconazol administrado 6 mg por Kg durante 120 dias, em 

pacientes com doença de Chagas crônico, marcadamente reduziu o número de 

testes positivos para Xenodiagnóstico. Foi capaz de regredir (50% dos casos), ou 

prevenir (97,8% dos casos) anormalidades eletrocardiográficas (APT et al., 1998; 

APT et al., 2003), embora todos os pacientes tratados mantiveram sorologia 

positiva para T cruzi, após nove anos de acompanhamento (CANÇADO, 1999; 

SOSA ESTANI et al., 1999). 

Na década passada novos derivados do triazol, os quais também 

são inibidores do citocromo P-450 dependente do C14α esterol demetilase, como 

o D0870 e o Posaconazol (SCH 56592), em fungos e protozoários, foram capazes 

de induzir a cura parasitológica da doença de Chagas crônica e aguda em 

modelos murinos (URBINA et al., 2001 e 2002). Estes são os primeiros compostos 

reportados que mostraram atividade curativa contra a doença de Chagas crônica e 

aguda. Estes compostos foram capazes de erradicar cepas de T cruzi resistentes 

a Nitrofuran e Nitroimidazol em camundongos infectados, porém, levando a 

imunossupressão do hospedeiro (URBINA et al., 2001 e 2002). 

 

1.5.2 INIBIDORES DE Cisteína Protease 

 

Trypanosoma cruzi contém uma catepsina ligada a uma cisteína 

protease chamada de cruzipaína ou gp51/57 a qual é responsável pela maior 

atividade proteolítica de todos os estágios de vida de T cruzi. (CAZZULO et al., 

2002; CAFFREY et al 2000). Inibidores seletivos desta protease bloqueiam a 

proliferação de ambas as formas: epimastigota extracelular e amastigota 

intracelular in vitro, indicando que esta enzima realiza funções essenciais para o 
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crescimento e sobrevida do parasito. (CAZZULO et al., 2002; CAFFREY et al., 

2000). Ainda tem sido mostrado que a cruzipaína medeia a proteólise e 

metabolismo de pirofosfatos, e inibidores seletivos “in vivo” e “in vitro” tais como: 

peptidyl diazomethylketones; peptidyl fluoromethyl ketones, estes compostos são 

capazes de bloquear as etapas de diferenciação no ciclo de vida, e efetivamente 

matar o parasito (URBINA et al., 2003). N-metyl-piperazine-urea-F-hF-sulfone-

phenyl também é um inibidor irreversível da cruzipaína com atividade tripanocida, 

prolongando a vida e a cura parasitológica em modelos murinos, na fase crônica e 

aguda da doença da Chagas (CAZZULO et al., 2002; ENGEL et al., 1998). 

 

1.5.3 Inibidores do Metabolismo de Pirofosfatos 

 

Tripanosomatídios e parasitos apicomplexos, possuem organelas 

especializadas chamadas de acidocalciossomos que estão envolvidos nos 

estoques preventivos de polifosfatos, e também na adaptação desses 

microrganismos em ambiente de estresse (DOCAMPO; MORENO, 2003). A 

entrada e liberação de Ca2+ da matriz acidocalciossomal é regulada por uma série 

de mecanismos, incluindo uma ATPase transportadora de Ca2+, um permutador 

Na+/H+, uma ATPase bombeadora de H+ e pirofosfatases (DOCAMPO, 

MORENO, 2003). A proteína farnesyl pirofosfatase sintase (FPPS) presente em 

mamíferos e também em T. cruzi (TcFPPS) é um alvo atrativo para o 

desenvolvimento de fármacos como os Bisfosfanatos, os quais são (análogos de 

pirofosfatos inorgânicos, inertes metabolicamente) e são usados para o tratamento 

de desordens de reabsorção de ossos (RODAN, MARTIM, 2000). Bisfosfanatos 

contendo nitrogênio tem sido ativo contra T. cruzi “in vivo” e “in vitro” sem aparente 

toxicidade às células do hospedeiro (URBINA  et al., 1999). As mais potentes 

classes de Bisfosfanatos são os que contém Nitrogênio como: Alendronate, 

Pamidionate, e Residronate, essas substsâncias agem na inibição da enzima 

farnesyl pirofosfatase sintase resultando no déficit da prenilação da proteína, e em 

mamíferos este déficit resulta na apoptose de osteoclastos (DANESI et al., 1995; 

HUGHES et al., 1995). A atividade seletiva dos bisfosfanatos contendo nitrogênio 
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em T. cruzi, resultaria do seu acúmulo no parasita devido a presença do 

acidocalciossoma (DOCAMPO et al.,1999; URBINA et al., 1999). E este acúmulo 

de bisfosfanatos podem inibir enzimas envolvidas em reações orgânicas e 

inogânicas de pirofosfatos (MONTALVETTI et al., 2001). Bisfosfanatos como o 

Pamidronate e Alendronate foram ativos contra a forma intracelular do parasito, já 

o Pamidronate administrado intravenosamente em camundongos na fase aguda 

da infecção com T. cruzi interrompeu o desenvolvimento da parasitemia durante o 

tratamento (URBINA et al., 1999) . 

 

1.5.4 Inibidores de Purinas 

 

Parasitos tripanossomatídios são absolutamente deficientes na 

síntese de novas purinas. Então retiram estes compostos essencias de seus 

meios de crescimentos. Uma enzima chave desta via é a hipoxantina-guanina-

fosforribosil transferase (HGPRT) nestes organismos (STOPPANI et al., 1999).  

O alopurinol [4-hidroxipirazol-(3,4α) pirimidina], tem sido usado por 

muitas décadas em humanos para o tratamento de gota (artrite), isto porque o 

alopurinol é transformado em vertebrados a oxipurinol, um potente inibidor da 

xantina oxidase. 

Em tripanossomatídios, os quais são deficientes em xantina 

oxidase, o alopurinol age como um análogo da purina e é incorporado, através do 

(HGPRT) no DNA do parasito, então interrompendo a síntese de RNA e proteínas. 

Alopurinol foi mostrado ser ativo em modelos murinos de doença de Chagas, mas 

com marcada diferenças na susceptibilidade ao fármaco entre diferentes cepas de 

T. cruzi (STOPPANI et al., 1999). 

Tem sido relatado vários conflitos da eficácia terapêutica do 

alopurinol em humanos. Um relato no Brasil, apresentou ineficiência em pacientes 

com doença de Chagas (LAURIA-PIRES et al.1988). Apt e colaboradores em 

1998, mostraram que o alopurinol administrado 8,5 mg por dia, durante 60 dias, 

resultou na negatividade do teste de Xenodiagnóstico em alta porcentagem em 

pacientes crônicos no Chile. Também foi capaz de reverter em 49% dos casos, ou 
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prevenir em 75% dos casos, o desenvolvimento de anormalidades no 

eletrocardiograma (APT et al.,2003). 

Várias outras vias bioquímicas têm sido identificadas como 

potentes alvos quimioterapêuticos em T. cruzi, incluindo as enzimas envolvidas na 

síntese e metabolismo redox da tripanotiona [N1, N8-bis (Glutationil)-espermidina]. 

Esta via bioquímica é exclusiva no protozoário Kinetosplastida, os quais substitue 

a glutationa em glutationa redutase, no sistema redox Tiol intracelulares destes 

microrganismos (KRAUTH-SIEGEL; SCHIMIDIT et al., 2002).  

Dihidrofolato redutase, é uma enzima que cataliza um passo 

crucial na via de síntese de nucleotídeos do DNA em tripanossomatídios 

(GILBERT, 2002). Sendo um potente alvo quimioterapêutico em Leishmania e 

Trypanosomas. Entretanto, alguns inibidores destas vias tem atividade seletiva 

anti-T cruzi “in vitro”, porém, não apresentaram ainda atividade “in vivo”.  

Há também outros compostos com atividade promissoras anti-T. 

cruzi que são os análogos de lisofosfolípidios que possuem atividade contra 

Leishmania, e tem também atividade in vivo contra T. cruzi em infecções 

experimentais (SARAIVA et al., 2002). Há também o Prenil e inibidores da N-

myristoil transferase, as quais apresentam grande potencial  tripanocida (GELB et 

al., 2003).  

 

1.5.5 Inibidores de Prostaglandinas 

 

Asheton e colaboradores em 2007 mostraram que prostaglandinas 

derivadas do hospedeiro e derivadas do parasito, potencialmente contribuem para 

a patogênese da doença de Chagas. Devido a importância dos eicosanoides na 

infecção com T. cruzi, seria de relevância o uso de fármacos que fazem o bloqueio 

das enzimas ciclooxigenases (COXs), com a administração de agentes anti-

inflamatórios não esteroidais (AINES). 

Michelin e cols. em 2005 investigou o papel da prostaglandina 

produzida por COX-2 na imunossupressão observada durante a infecção com T. 

cruzi. Esplenócitos estimulados com Con-A e isolados de camundongos nos dias 
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5, 10 e 15 pós infecção, liberaram grandes quantidades de PGE2, o que foi inibida 

pelo tratamento do animal com salicilatos de sódio (inibidor preferencial de COX-2) 

ou meloxican (inibidor seletivo de COX-2). Foi também observado que o 

tratamento com meloxican na dose de 0,5 mg por kg ou etoricoxibe 0,6 mg por Qg, 

decresceu a síntese de PGE2 em células esplênicas. Este decréscimo foi 

acompanhado pela redução do infiltrado inflamatório, redução dos ninhos de 

amastigotas, redução da fibrose cardíaca e com presença de poucas células 

positivas para COX-2. (ABDALlA et al., 2008). Entretanto a administração de 

AINES pode aumentar a mortalidade em pacientes (CELENTANO et al., 1995; 

STERIN-BORDA et al., 1996). Em infecções experimentais com T. cruzi, Hideco 

Tatakihara e colaboradores (2008), mostraram que o tratamento de camundongos 

C57BL/6 com aspirina e celecoxibe aumentou dramaticamente a carga parasitária 

nos dias 7 e 9 pós-infecção e não reverteu a anemia provocada pela infecção com 

T cruzi. O tratamento com celecoxibe atenuou a trombocitopenia e a leucopenia 

em camundongos, e também aumentou a produção de óxido nítrico em 

macrófagos de camundongos C57BL\6. 

López-Muñoz e colaboradores em 2010, mostraram que a inibição 

da síntese de prostaglandina com aspirina, pode aumentar a atividade anti-

parasítica do macrófago e aumentar o efeito do nifurtimox e do benzonidazol. E 

ainda a aspirina decresceu a liberação de tripomastigotas no sobrenadante da 

cultura de células RAW.7 infectadas com T. cruzi. 

Camundongos infectados com T. cruzi e tratados com ASA no 

início do curso da infecção, resultou no aumento da parasitemia e mortalidade. Já 

a administração de ASA durante a fase crônica não apresentou efeito na 

mortalidade ou parasitemia, porém apresentou melhora na fração de ejeção. ASA 

inibiu o aumento da liberação de PGF2α e TXA4 em resposta a infecção com T. 

cruzi (MUKHERJEE et al., 2011). Portanto, o tratamento com ASA inibiu a 

produção de eicosanoides tanto no parasito como no hospedeiro (MUKHERJEE et 

al., 2011). 

 

 



51 

 

2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

É fato conhecido que macrófagos obtidos de animais sadios são 

frequentemente parasitados pelo protozoário T. cruzi no vertebrado e propiciam ao 

parasito um ciclo normal de evolução. Kierszenbaum e col. (1974), entretanto, 

inocularam formas sanguíneas de T. cruzi intraperitonealmente em camundongos 

e observaram que: quer nos macrófagos que eram retirados da cavidade 

peritoneal a intervalos regulares, quer naqueles retirados logo após a infecção e 

mantidos in vitro, havia uma crescente destruição de parasitos fagocitados. Esses 

dados são indicativos de que, mesmo em animais normais, não imunizados, os 

macrófagos estariam envolvidos na resistência. Dvorak e Schmunis (1972) foram 

ainda mais longe ao mostrar que tripomastigotas obtidos de cultura de tecido não 

se multiplicam nem sobrevivem em macrófagos peritoneais infectados in vitro 

Esses achados contrastam com experiências de outros autores (HOFF, 1975 e 

NOGUEIRA; COHN, 1976) que, em condições semelhantes, cultivaram sem 

problemas o parasito em macrófagos normais in-vitro. Também entram em 

aparente desacordo com as observações clássicas da literatura, nas quais as 

células do sistema fagocitário mononuclear são consideradas como 

particularmente adequadas ao parasitismo por T. cruzi.  

Desta forma, decidimos investigar os efeitos do bloqueio de COX-1 e de 

COX-2 sobre o processo de invasão e ativação de macrófagos e mioblastos 

infectados por T. cruzi (cepa Y), visando uma melhor compreensão da 

participação de eicosanoides no desenvolvimento da DC e que podem indicar 

novos caminhos para o surgimento de estratégias alternativas para o tratamento 

da DC humana. 
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2.2 OBJETIVOS E ESPECÍFICOS 

 

 Como objetivos espeficificos, propomos:  

 

1- Investigar os efeitos da inibição da COX-1 e COX-2 sobre a 

capacidade de invasão de T. cruzi em macrófagos e mioblastos, 

determinando o índice de internalização de formas tripomastigotas de 

cultura (TCT); 

2- Avaliar os efeitos do bloqueio de COX-1 e COX-2 sobre a produção 

de TNF-α, IL-1-β e óxido nítrico por macrófagos infectados por T. 

cruzi; 

3- Avaliar os efeitos do bloqueio de COX-1 e COX-2 sobre a produção 

de TGF-β, IL-1-β  e óxido nítrico por mioblastos infectados por T. 

cruzi; 

4- Avaliar os efeitos do bloqueio de COX-1 e de COX-2 sobre as vias 

principais de sinalização ativadas durante a internalização de T. cruzi 

tanto em macrófagos como em mioblastos. 
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3 CAPÍTULO 1 

 

3.1 MECANISMOS DE INVASÃO CELULAR PELO PROTOZOÁRIO Trypanosoma cruzi 

 

O protozoário T. cruzi exibe diferentes formas durante seu ciclo de 

vida, encontradas em dois hospedeiros, um inseto vetor da ordem Hemiptera 

(Triatomíneo) e um hospedeiro vertebrado mamífero (CHAGAS 1909; 

KIRCHHOFF, 1996). As formas evolutivas de T. cruzi são reconhecidas por 

apresentarem forma esférica, piriforme ou alongada e pela posição relativa do 

núcleo e cinetoplasto e da posição do flagelo em relação à bolsa flagelar 

(BRENER, 1987; SOUZA, 2000). São elas epimastigota, tripomastigota, 

amastigota e esferomastigota, sendo essa última encontrada no estômago do 

inseto vetor e em determinadas situações experimentais in vitro. 

T. cruzi constitui uma população heterogênea apresentando 

variabilidade genética e bioquímica que determina comportamentos diferentes 

para as diferentes cepas, o que dificulta a classificação taxonômica e a utilização 

de substâncias terapêuticas (BRENER, GAZINELLI, 1997). Os diferentes isolados 

de T. cruzi foram agrupados em duas linhagens filogenéticas principais, 

denominadas T. cruzi I e T. cruzi II, utilizando marcadores bioquímicos e 

moleculares (ANONYMOUS, 1999). As cepas do grupo II de T. cruzi (CL e Y) 

infectam células humanas quatro vezes mais que as cepas do grupo I (Tulahuen, 

M226, Sylvio-X10, Dm30, Dm28 e Guafitas) que estão mais frequentemente 

associadas ao ciclo silvestre de transmissão (ANONYMOUS, 1999). A cepa Y tem 

preferência por macrófagos esplênicos, fígado e medula óssea, enquanto as 

outras infectam principalmente células musculares (MELO; BRENER, 1978) 

resultando em manifestações clínicas diferentes no curso da infecção. Nos 

mamíferos, o ciclo evolutivo de T. cruzi inicia-se com a penetração de 

tripomastigotas metacíclicos (TM) eliminados nas fezes e urina do inseto vetor, 

através da pele lesada ou mucosa (BRENER, 1987; TEIXEIRA, 1987). Evidências 

indicam que a entrada de T. cruzi na célula do hospedeiro pode ocorrer por pelo 

menos dois processos básicos: endocitose e fagocitose, na endocitose o parasita 
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é internalizado através de uma via clássica endocítica ou por um processo ativo, 

no qual o parasita é o agente da invasão. Em ambos os tipos de invasão o 

parasito induz a atividade de IP3-quinase (VIEIRA et al., 2002; WILKOWSKY et 

al., 2001). A forma tripomastigota circula na corrente sanguínea e invade as 

células hospedeiras e, inicialmente, aloja-se no interior de um vacúolo endocítico, 

o vacúolo parasitóforo (CARVALHO; DE SOUZA, 1989). Estudos morfológicos tem 

mostrado que quando tripomastigotas entram em contato com macrófagos, ocorre 

indução, com a formação de protusões na membrana plasmática, que difere da 

fagocitose que ocorre no caso de amastigotas não infectivas. Em contraste, 

quando tripomastigotas infectam células não fagocíticas, (epitelial ou células 

musculares) a superfície celular é minimamente modificada (ROMANO et al., 

2012).  

Durante a invasão das células não fagocíticas por T. cruzi dois 

eventos são ativados: a) molecular, com recrutamento da proteína autofagossomal 

(LC3), b) celular, indução de autofagia pela célula do hospedeiro. Foi mostrado 

que autofagossomos e proteína autofagossomal LC3 são recrutadas no sítio de 

entrada do parasito (ROMANO et al., 2009).  

Após a invasão celular, o protozoário requer um ambiente ácido 

para que ocorra uma infecção produtiva. O pH baixo no interior dos lisossomos, 

facilita o escape do parasito do vacúolo parasitóforo para o citoplasma. 

(ANDRADE et al., 2005). A exposição das formas tripomastigotas a este ambiente 

ácido é necessária à secreção e atividade da proteína TcTox, atuante na formação 

de poros na membrana vacuolar. O meio ácido parece, também, ter papel 

importante no início da diferenciação de tripomastigotas em amastigotas, forma 

intracelular proliferativa. Esse processo se inicia no vacúolo e termina no 

citoplasma (BURLEIGH; WOOLSEY, 2002; KIRCHHOFF et al., 1996; TANOWITZ 

et al., 1992). Depois de escapar do vacúolo, as formas tripomastigotas de T. cruzi 

se diferenciam em formas amastigotas. Estas por sua vez, permanecem livres no 

citoplasma da célula hospedeira em estado quiescente, que pode durar por 

algumas horas. Posteriormente, as formas amastigotas iniciam o processo de 
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replicação por fissão binária (revisto por SIBLEY et al., 2000). Em seguida, as 

formas amastigotas diferenciam-se, novamente, em tripomastigotas.  

A intensa movimentação gerada pelos parasitas no interior da 

célula hospedeira promove sua ruptura e, consequentemente, a liberação dos 

tripomastigotas no meio extracelular tornando-os capazes de infectar novas 

células (BRENER, 1973; SOUZA, 2000). A ruptura da célula parasitada provoca 

uma reação inflamatória focal, caracterizada pela presença de neutrófilos 

polimorfonucleares, eosinófilos e células mononucleares, além de congestão e 

edema (ANDRADE, 2000; PRATA, 1994). Assim sendo, constata-se que a 

invasão da célula do hospedeiro é um evento crítico no estabelecimento da 

infecção por T. cruzi (revisado por YOSHIDA; CORTEZ, 2008).  

As formas tripomastigotas são capazes de parasitar diferentes 

tipos celulares como fibras musculares cardíacas, esqueléticas e lisas, 

fibroblastos, macrófagos e células gliais (ANDRADE, 2000). Foi mostrado que T. 

cruzi também pode infectar células L929 sem núcleo, ou seja, a infecção ocorre na 

ausência de transcrição gênica cromossomal e/ou nucleolar e do processamento 

do RNA (COIMBRA et al., 2007). 

 T. cruzi pode utilizar diferentes mecanismos de invasão, 

relacionados com receptores e ligantes disponíveis tanto no parasita quanto na 

superfície de células-alvo específica. O processo de invasão inicia-se com a 

adesão do parasita à superfície celular, entretanto, o grau de adesão varia de 

acordo com a população do parasita, com a forma evolutiva e com a célula-alvo 

(ARAÚJO-JORGE et al., 1992). Diferentes tipos de carboidratos, presentes nas 

glicoproteínas e nos glicolipídeos da superfície do parasita e da célula hospedeira, 

parecem participar desse processo de adesão (CALVET et al., 2004; MEIRELLES 

et al., 1999). Glicoproteínas de superfície de T. cruzi são importantes para 

mobilização do Ca2+ intracelular, tanto do parasita quanto da célula hospedeira, 

sendo este fenômeno de grande importância para o processo de interiorização do 

parasita. 

Na grande maioria dos estudos realizados na tentativa de elucidar 

os mecanismos de invasão das células utilizados pelo protozoário T. cruzi, foram 
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utilizadas formas tripomastigotas metacíclicas (TM) geradas em meio líquido ou a 

partir de tripomastigota de cultura de tecido (TCT) como sósias das formas 

encontradas no inseto vetor e no sangue, respectivamente. A análise dos dados 

da literatura permitem concluir que a sinalização celular é um requerimento 

essencial para a invasão celular pelo protozoário T cruzi, durante a sua entrada na 

célula do hospedeiro. As formas TM e TCT utilizam diferentes tipos de moléculas 

que induzem a transdução de sinal e mobilização de Ca2+ evento que ocorre na 

célula do hospedeiro e do parasita (revisado por MAEDA et al., 2012; YOSHIDA 

2006; YOSHIDA; CORTEZ, 2008).   

De acordo com Schenkman e colaboradores (1991) a adesão dos 

TM à superfície celular, mediada por receptores, está restrita a certas regiões da 

membrana. Ruiz e colaboradores (1998) descrevem que a capacidade das formas 

tripomastigotas, de diferentes isolados de T. cruzi, de invadir as células 

hospedeiras é determinada pela expressão diferencial de glicoproteínas de 

superfície que exibem atividade sinalizadora de Ca2+ distinta. Três moléculas de 

superfície com atividade indutora de Ca2+ já foram identificadas, são elas: a gp82, 

gp30 e gp35/50. O papel dessas moléculas durante o processo de invasão celular 

foi deduzido por meio de experimentos no qual a internalização de TM foi inibida 

por meio da utilização de glicoproteínas recombinantes ou com o uso de 

anticorpos monoclonais (CORTEZ et al., 2003; RAMIREZ et al., 1993; RUIZ et al., 

1993; YOSHIDA et al., 1998). 

 Em adição, a análise de moléculas de superfície dos parasitas 

possibilitou sua divisão em dois grupos distintos quanto à capacidade de invasão, 

in vitro, de células de mamíferos (YOSHIDA, 2006). As populações que 

apresentam maior capacidade infectante não possuem as glicoproteínas de 

superfície gp90 e gp35/50. Tripomastigotas dos isolados mais infectivas, como o 

clone CL Brener, a invasão é mediada por moléculas de superfície, a gp82, que 

ligam-se à superfície da célula hospedeira  ativando o alvo da rapamicina (mTOR), 

fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) e proteína quinase C (PKC) na célula do 

hospedeiro. Estes alvos estão associados com o rompimento do citoesqueleto de 

actina, em um mecanismo dependente da mobilização de Ca2+ dos seus estoques 
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intracelulares, provavelmente retículo endoplasmático (MAEDA et al., 2012; 

YOSHIDA et al., 2000). Após a disrupção do citoesqueleto de actina da célula do 

hospedeiro, segue-se a interação com T. cruzi e facilita a mobilização dos 

lisossomos para a periferia da célula, ocorrendo a fusão com a membrana 

plasmática e contribuindo para a biogênese do vacúolo parasitóforo (MARTINS et 

al., 2011; RODRIGUEZ et al., 1996; TARDIEUX  et al., 1992). 

Por outro lado, em parasitos de menor capacidade infectante, 

como a cepa G, a ligação à superfície celular ocorre principalmente através de 

moléculas de gp35/50 que é pobremente indutor de sinalização de Ca2+ 

(YOSHIDA et al., 1989). Provavelmente estes isolados requerem para a invasão o 

recrutamento de F-actina e este evento pode estar associado com a ativação do 

adenilato ciclase que gera o AMPc (FERREIRA et al., 2006) e  promove uma 

cascata de sinalização menos eficiente. Nesses isolados, a cascata de sinalização 

é independente de PTK e PLC. O Ca2+ necessário para invasão parece ser 

liberado para o citosol a partir de vacúolos contendo um sistema de troca iônica 

Ca2+/H+, também chamados acidocalciossomas (revisto por MAEDA et al., 2012; 

YOSHIDA , 2006). 

O envolvimento das moléculas gp82, gp30 e gp35/50 na 

internalização de TM tem sido caracterizado em células de mamíferos que são 

fagócitos não profissionais. Experimentos com diferentes isolados de T. cruzi 

mostraram que a taxa de infecção de macrófagos por TM correlaciona com aquela 

encontrada em células HeLa.    

Diversas moléculas de TCT, incluindo a trans-sialidase (TS) e a 

gp85 participam de maneira importante na invasão de células do hospedeiro 

(revisado por ALVES, COLLI, 2007). Segundo Andrews (1995) a elevação dos 

níveis intracelulares de Ca2+, na célula hospedeira, promove o recrutamento de 

lisossomos para o sítio de entrada do parasita seguido por sua fusão com a 

membrana e formação do vacúolo parasitóforo. Os lisossomos são deslocados por 

uma proteína motora associada aos microtúbulos, a cinesina (RODRIGUEZ et al., 

1996; TARDIEUX et al., 1992). Além disso, o processo de invasão é facilitado pela 

ruptura de microfilamentos de actina (TARDIEUX et al., 1992). A elevação dos 
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níveis intracelulares de Ca2+ promove a fusão dos lisossomos com o plasmalema. 

Por outro lado, a invasão celular é inibida pela depleção do Ca2+ livre citosólico ou 

com pré-tratamento das células com bloqueadores de canal de Ca2+ como a toxina 

pertussis, em contraste, a invasão é aumentada pela exposição da célula a 

Citocalasina D (TARDIEUX, 1992). 

 A proteína sinaptotagmina VII, membro da família sinaptotagmina, 

está presente na superfície dos lisossomos de diferentes tipos celulares e possui 

um domínio de ligação ao Ca2+, regulando esse processo (CALER et al., 2001; 

YOSHIDA, 2006). Outras moléculas de superfície do parasita também participam 

do processo de invasão celular. Oligopeptidase B (Opb), uma serina 

endopeptidase expressa pelas formas tripomastigotas de T. cruzi, é capaz de 

ativar uma cascata de sinalização de Ca2+ dependente de PLC e IP3 (BURLEIGH, 

ANDREWS, 1995; RODRÍGUEZ et al., 1996). A cruzipaína, uma cisteína 

proteinase expressa em todas as formas do ciclo de vida de T. cruzi (PAIVA et 

al.,1998), também ativa cascatas de sinalização mobilizadoras de Ca2+, 

aumentando assim a eficácia do processo de invasão celular. Já a trans-sialidase 

(TS) transfere ácidos siálicos α (2,3)-ligados de glicoproteínas e glicolipidios da 

superfície da célula-alvo para a superfície do parasita (SCHENKMAN; MORTARA, 

1992). O processo de sinalização é importante para o início da adesão do parasita 

e formação de vacúolos parasitóforos (VP) eficientes. A presença do ácido siálico 

parece ser fundamental para correta justaposição das membranas do vacúolo 

nascente e dos tripomastigotas, promovendo a vedação do vacúolo e assim 

impedindo que T. cruzi escape durante o processo de internalização (HALL et al., 

1992; LEY et al., 1990; LOPEZ et al., 2002). Mais recentemente, Rubin-de-Celis e 

colaboradores (2006) mostraram que o aumento na expressão de TS em TCT é 

responsável pela saída precoce dessas formas infectantes do VP para o 

citoplasma e subsequente diferenciação para formas amastigotas. 

Da Silva e colaboradores (2013) mostraram que camundongos 

infectados com T. cruzi, rapidamente desenvolvem anemia e trombocitopenia. 

Estes efeitos são parcialmente promovidos pela trans-sialidase presente no 
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parasito, a qual é liberada no sangue e depleta o ácido sialico presente nas 

plaquetas, induzindo trombocitopenia durante a fase aguda da infecção.   

O tratamento de formas amastigotas com forscolina um ativador 

da adenilato ciclase aumentou a infectividade tanto do isolado G como do isolado 

CL em células HeLa, e o tratamento dessa formas com genisteína reduziu a 

infecção cerca de 45% a invasão do isolado G mas não do isolado CL em células 

HeLa, indicando a participação diferencial da proteína tirosina quinase durante a 

invasão dos diferentes isolados de T. cruzi (FERNANDES et al., 2006). 

Fosfatidilinositol 3 kinase (PI-3 Kinase) e Akt (serina/treonina 

kinase) também são importantes reguladores do processo de invasão de T. cruzi 

em células não fagocíticas profissionais (WILKOWSKY et al., 2001). As PI-3K 

regulam o processo de tráfico de membranas, fusão de endossomas e rearranjo 

do citoesqueleto (DOWNWARD, 2004). Esse processo de sinalização 

provavelmente modula a invasão mediada por lisossomas ou um outro associado 

a actina (PROCÓPIO et al. ,1999). Além de participar no processo de invasão, a 

via sinalização PI-3K/Akt também estimula mecanismos pró-sobrevivência nas 

células parasitadas (CHUENKOVA et al., 2001). Em adição, em células de 

mamíferos há várias moléculas que seletivamente regulam a montagem do 

vacúolo endocítico, entre elas foi identificado a Dynamin a qual tem mostrado 

importante papel no processo de endocitose (SCHIMID et al.1998). Dynamin é 

uma família de GTPases apresentando três isoformas: dynamin 1, dynamin 2 e 

dynamin 3 (PRAEFCKE et al., 2004). E o PI-3K é a proteína clássica que interage 

com dynamin (OTSUKA et al., 2008). Dynamin interage com a subunidade 

regulatória p85 do PI3K e esta interação estimula sua atividade de GTPase. Foi 

mostrado que células fagocíticas e não fagocíticas tratadas com Dynasore, inibidor 

de dynamin, preveniram drasticamente o processo de entrada de T. cruzi em 

células de mamíferos (BARRIAS et al., 2010).  

Outra via de sinalização importante para invasão de T. cruzi é a 

que envolve o fator de crescimento transformador beta (TGFβ). TGFβ é uma 

citocina que participa de inúmeros eventos celulares como a produção de matriz 

extracelular, regulação da miogênese, resposta imune, angiogênese e 
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embriogênese. Experimentos com células epiteliais de pulmão deficientes nos 

receptores para TGFβ mostraram que T. cruzi é incapaz de infectar essas células 

(MING et al. 1995). Foi mostrado que o bloqueio farmacológico de TGF- com o 

composto SB-431542 pode ser uma nova ferramenta no controle da infecção de 

mioblastos com T. cruzi (WAGHABI, et al., 2007). 

Em adição, moléculas de superfície do parasita são reconhecidas 

por um tipo específico de receptor, os receptores do tipo Toll (TLRs) presentes nas 

células do hospedeiro. Os TLRs são receptores transmembrana do tipo 1 com 

domínio extracelular com repetições de leucina e uma cauda intracelular carboxi-

terminal que contém uma região conservada denominada domínio de homologia 

Toll/receptor interleucina 1(TIR). O domínio extracelular é responsável pelo 

reconhecimento do ligante e pelo processo de dimerização dos receptores, 

fundamental para sua ativação (WYLLIE et al., 2000). Até o momento 11 TLRs 

humanos e 13 TLRs murinos foram descobertos (AKIRA et al., 2006). Esses 

receptores atuam nas respostas imune inata e são parte de um grupo específico 

de receptores denominados receptores de reconhecimento de padrão (PPRs). Os 

PPRs reconhecem padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs). Um 

PAMP é uma molécula altamente conservada que é expressa por uma classe de 

microrganismos e não é expressa pelas células hospedeiras (CAMPOS, 

GAZZINELLI, 2004; GAZZINELLI, DENKERS, 2006). 

Uma nova estratégia de invasão celular por T. cruzi foi 

apresentada por Fernandes e colaboradores (2007). Esses autores mostram que 

microdomínios ricos em colesterol e GM1 presentes nas membranas celulares de 

células alvo específicas participam do processo de invasão de formas infectantes 

de T. cruzi. 

Estudos in vitro da interação de T. cruzi com células do 

hospedeiro nem sempre envolvem células que são alvos da infecção in vivo. 

Células tumorais e linhagens celulares de diferentes origens, comumente 

utilizadas nesses estudos, não representam verdadeiramente a situação de 

interação do parasita com células do hospedeiro mamífero (BARBOSA, 1999). Um 
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dos pontos que ainda permanece em discussão, é o mecanismo de invasão por T. 

cruzi que ocorre em células fagocíticas e fagocíticas não profissionais. 

Uma série de estudos tem mostrado que citocalasinas B (CB) e 

citocalasinas D (CD) bloqueiam a entrada de formas epimastigotas e 

tripomastigotas em macrófagos, células Vero, e fibroblastos (ALEXANDER, 1975; 

EBERT; BARBOSA, 1981; HENRÍQUEZ et al., 1981; MEIRELLES et al., 1982; 

ZENIAN, KIRSZENBAUM, 1983), enquanto outros mostraram que ocorre invasão 

de formas tripomastigotas em fibroblastos tratados com CB, células MDCK e 

células HeLa  (SCHENKMAN et al., 1991, SCHENKMAN, MORTARA, 1992).  
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4 CAPÍTULO 2  

 

4.1 Trypanosoma cruzi E INFECÇÃO DE MIOBLASTOS 

 

 

Tripomastigotas de T. cruzi ganham acesso aos mioblastos, 

primeiro invadindo o endotélio e áreas intersticiais da parede vascular e o 

miocárdio. O parasito provoca danos na matriz extracelular por meio de ações 

enzimáticas, contribuindo para uma resposta inflamatória. Quando o dano ao 

hospedeiro é causado por isquemia e necrose, a matriz é degradada e deslizada 

da parede ventricular, deixando-a delgada e com formação de aneurismas. Danos 

encontrados nesta área do coração juntamente com remodelamento da parede 

são frequentemente observados em doenças cardíacas provocadas por T. cruzi. 

Remodelamento refere-se a variações estruturais associadas com a inflamação, 

necrose, hipertrofia, dilatação ventricular e distúrbios funcionais (MACHADO et al., 

2008). 

O parasito induz resposta inflamatória no miocárdio como 

resultado de vários fatores, incluindo citocinas, quimiocinas, fibronectinas, cininas 

(MONTEIRO et al., 2007), endotelina (TANOWITZ et al., 2005), tromboxano 

(ASHETON et al., 2007) e o próprio parasito com seus antígenos. O parasito 

também pode contribuir para o recrutamento, migração e posição de células 

inflamatórias no tecido cardíaco, levando a persistência da miocardite em 

camundongos infectados (DOS SANTOS et al., 2001). 

Machado e colaboradores (2000) mostraram que mioblastos 

constituem fonte potencial de citocinas, quimiocinas e óxido nítrico in vivo. 

Mioblastos infectados com T. cruzi expressam RNAm para TNF-α, IL-1β, iNOS e 

quimiocinas (MACHADO et al. 2000; VESPA et al., 1994). Vários estudos têm 

sugerido que a liberação de IFN-γ e TNF-α por células do padrão Th1, resulta no 

desenvolvimento de miocardite associada a infecção e que a infecção com o 

parasito estimula mioblastos a produzirem citocinas e quimiocinas as quais 

amplificam a resposta inflamatória (MACHADO et al., 2008). Oncogenes 
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relacionados a quimiocinas, (MIP)-2 (proteína inflamatória de macrófagos), 

monocinas induzidas por IFN-γ (MIG), RANTES, IFN-γ, IL-1β e TNF-α estimulam 

mioblastos, e estes estimulados produzem níveis críticos de NO que controlam a 

replicação do T. cruzi. E ainda, foi mostrado que a resistência a infecção está 

associada com a capacidade dos linfócitos produzirem IFN-γ, os quais em 

resposta podem ativar macrófagos a produzirem NO, sendo esta a principal 

molécula efetora que controla a multiplicação intracelular de T. cruzi (GAZZINELLI 

et al., 1992; VESPA et al., 1994). 

Além dos macrófagos, muitas outras células são hábeis a 

produzirem NO. Por exemplo, células miocárdicas murinas produzem NO in vitro, 

via indução da NOS por citocinas como IFN-γ e IL-1β (BALLIGAND et al.,1994). 

NO possui habilidade para mediar a atividade microbicida contra vários parasitos, 

incluindo T. cruzi (KINUGAWA et al., 1997; SILVA et al., 1995; VESPA et al., 

1994), esta observação mostra que mioblastos produzem NO quando estimulados 

com TNF-α e IL-1β (BALLIGAND et al.,1994; KINUGAWA et al.,1997) e estas 

citocinas foram detectadas no coração de ratos infectados com T. cruzi 

(CHANDRASEKAR et al.,1998). Kinugawa e colaboradores (1997) mostraram que 

a enzima NO sintase pode ser expressa em mioblastos. A regulação transcricional 

do gene para iNOS e a expressão de RNA mensageiro para iNOS foi observada, 

quando induzido por LPS. Os autores também mostraram que Forscolin, IL-6, 

TNF-α e IFN-γ aumentam a expressão de iNOS. Mioblastos também expressam 

NOS-2 e NOS-3 quando induzidos por LPS e o aumento do NO produzido por 

mioblastos, modula negativamente a função do miocárdio.Foi também mostrado 

que LPS, IL-6 ou IFN-γ podem aumentar a transcrição dos genes para iNOS e 

IRF-1 (receptor 1 para interferon) através da ativação da proteína STAT. STAT-1 é 

necessária para a indução de iNOS (KINUGAWA et al., 1997; MERAZ et al., 1996; 

SINGH et al., 1996). Citocinas como IL-1β e TNF-α ativam NFκB e a ativação do 

NFκB tem papel crucial na indução da iNOS (KINUGAWA et al., 1997; 

LOWENSTEIN et al., 1993; SCHÜTZE et al., 1994; XIE et al., 1994). 
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4.2 PARTICIPAÇÃO DO TGF-Β NA CARDIOPATIA CHAGÁSICA 

 

A família de proteínas do fator beta transformador do crescimento 

beta (TGF-β) apresentam potentes propriedades imunorregulatórias, variando 

desde os efeitos no crescimento e diferenciação de células primitivas a funções 

diferenciadas de células efetoras do sistema imunológico. Embora muitos 

pesquisadores tem descrito a atividade supressora do TGF-β, evidências 

suportam o conceito de que o TGF-β pode ter ambas as ações, inibitórias e 

estimulatórias. TGF-β tem efeito intracelular diferencial na modulação de 

receptores de superfície celular como fosforilação de tirosina, transcrição de genes 

para citocinas e pode mediar citotoxicidade celular (RUSCETTI et al., 1991) 

A modulação das respostas imunológicas inflamatórias pelo TGF-

β incluem: inibição da proliferação de sub-classes de células T, efeito inibitório na 

proliferação e função dos linfócitos B, diminuição da regulação da atividade das 

células NK e respostas a células T, regulação da produção de citocinas e 

regulação de macrófagos (GOEY et al., 1989; WAHL, 1992). 

TGF-β é um fator de crescimento pleiotrópico que pode modular 

respostas inflamatórias em diversos tipos celulares, incluindo VSMCs (células 

vasculares do músculo liso). Os autores mostraram a habilidade do TGF-β em 

inibir marcadores da ativação das VSMC, iNOS e IL-6 (FIENBERG et al., 2004).  

TGF-β1 é uma citocina pró-fibrótica que estimula a produção de 

proteínas da matriz extracelular em diferentes órgãos. TGF-β é expresso em altos 

níveis no coração durante a vida embrionária e adulta (THOMPSON et al., 1988, 

1989). Entretanto a alta expressão de TGF-β resulta em fibrose tecidual e 

disfunção do órgão e ainda está implicado no desenvolvimento de nefropatia 

diabética, colite ulcerativa, fibrose hepática e doenças congênitas (VALLANCE et 

al., 2005; WOLF et al., 2004). A fibrose que ocorre no coração pode ser 

parcialmente mediada pelo TGF-β, um potente estimulador da produção de 

colágeno por fibroblastos cardíacos e tem sido implicado sozinho no 

remodelamento do miocárdio após infartos. Estudos indicam que a dilatação, 
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isquemia e cardiomiopatia hipertrófica estão todas associadas com o aumento dos 

níveis de TGF-β1 (KHAN; SHEPPARD, 2006).  

TGF-β também age de maneira autócrina para manter a taxa de 

batimentos de mioblastos de ratos neonatal, em cultura. Inteleucina 1-β suprime a 

taxa de batidas dos mioblastos e o TGF-β antagoniza este efeito. Foi mostrado 

também que TGF-β e IL-1β apresentam efeitos antagônicos na secreção de NO 

por estes mioblastos (ROBERTS et al.,1992). Portanto, a secreção de NO, a 

atividade da NO sintase e a expressão da forma induzível da enzima, correlata 

inversalmente com o efeito do TGF-β e IL-1β na taxa de batimentos dos 

mioblastos (NATHAN et al., 1992). Hausmann e colaboradores (1994) 

determinaram o efeito do TGF-β1 recombinante, na ativação de macrófagos por 

LPS. Macrófagos peritoneais de camundongos ou células da linhagem RAW 264.7 

previamente tratadas com TGF-β, perderam suas habilidades para produzirem 

TNF-α e NO em respostas a ativação com LPS. 

 O efeito do TGF-β na indução do IFN-γ em ativar mcrófagos 

murinos infectados com Toxoplasma gondii foi estudado. A atividade 

toxoplasmatática induzida por IFN-γ em macrófagos, foi inibida por TGF-β, o que 

também foi observado para a produção de TNF-α, RNI e PGE2. Mas a PGE2 não 

estava envolvida na inibição da ativação do macrófago por TGF-β. Os resultados 

mostraram que a inibição da produção do TNF-α é o fator chave na supressão de 

macrófagos induzido por TGF-β (LANGERMANS et al., 2001). 

Sinalização para o NO também tem importante papel na 

regulação, desenvolvimento e função pulmonária. Expressão de guanilato ciclase 

solúvel (sgc), cGMP dependente da proteína quinase I (PKGI), ambos são 

mediadores críticos para sinalização de NO, e foi observado a redução da 

produção de NO em pulmão injuriado de recém nascido, provocado pelo TGF-β, o 

qual reduziu a expressão de enzimas sinalizantes para o NO em isolados de 

miofibroblastos de SMC (células musculares lisa) (BACHILLER et al., 2010). 

Vodovotz e colaboradores (1993) estudaram o mecanismo pelo 

qual o TGF-β1 suprime a produção de NO por macrófagos estimulados com IFN-. 

Tratamento dos macrófagos com TGF-β1 provocou decréscimo na concentração 
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de NO por três mecanismos: redução na estabilidade e tradução do RNAm para 

iNOS e aumento na degradação da proteína iNOS, levando a redução na 

concentração de iNOS no sobrenadante de cultura (PINSKI et al., 1995). 

  Desta forma, investigações que buscam esclarecer o papel que 

os eicosanoides exercem sobre os mecanismos de defesa do hospedeiro, como a 

geração de citocinas, óxido nítrico e radicais livres na fase inicial da infecção por 

T. cruzi são essenciais para o melhor entendimento da patogênese da DC. Os 

resultados podem indicar caminhos para o desenvolvimento de novas estratégias 

para o tratamento desta importante enfermidade negligenciada. 
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