
 
 

MARIA ISABEL LOVO MARTINS 
 

 

 

 

 

 

IMUNOMODULAÇÃO POR PUFAs n-3 DURANTE A FASE 

AGUDA DA INFECÇÃO POR Trypanosoma cruzi 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Londrina 
2012



MARIA ISABEL LOVO MARTINS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IMUNOMODULAÇÃO POR PUFAs n-3 DURANTE A FASE 

AGUDA DA INFECÇÃO POR Trypanosoma cruzi 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Patologia Experimental da 
Universidade Estadual de Londrina, como requisito 
para obtenção do título de Mestre em Patologia 
Experimental. 
 
Orientador: Prof. Dr. Phileno Pinge Filho. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
Londrina 

2012



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Catalogação na publicação elaborada pela Divisão de Processos Técnicos da  
Biblioteca Central da Universidade Estadual de Londrina. 

 
 

Dados Internacionais de Catalogação-na-Publicação (CIP) 
   

 

L911i     Lovo-Martins, Maria Isabel. 
Imunomodulação por PUFAs n-3 durante a fase aguda da infecção por Trypanosoma 
cruzi / Maria Isabel Lovo-Martins. – Londrina, 2012.  
79f. : il.  
 
Orientador: Phileno Pinge Filho. 
Dissertação (Mestrado em Patologia Experimental) − Universidade Estadual de 

Londrina, Centro de Ciências Biológicas, Programa de Pós-Graduação em Patologia 
Experimental, 2012. 

Inclui bibliografia. 
 
1. Tripanossoma cruzi – Teses. 2. Chagas, Doença de. – Teses. 3. Leucopenia – 

Teses. 4. Óxido nítrico – Teses. 5. Óleo de peixe – Teses. 6. Camundongo como animal 
de laboratório – Teses. 7. Patologia experimental – Teses. I. Pinge Filho, Phileno. 
II. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciências Biológicas. Programa de 
Pós-Graduação em Patologia Experimental. III. Título.                                                                                                                

                                                                                                                     
     CDU 616-092 



MARIA ISABEL LOVO MARTINS 

 

 

 

IMUNOMODULAÇÃO POR PUFAs n-3 DURANTE A FASE AGUDA DA 

INFECÇÃO POR Trypanosoma cruzi 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Patologia Experimental da 
Universidade Estadual de Londrina, como requisito 
para obtenção do título de Mestre em Patologia 
Experimental. 

 
 
 

BANCA EXAMINADORA 
 
 
 

__________________________________________ 
Prof. Dr. Phileno Pinge Filho 

Universidade Estadual de Londrina - UEL 
 
 
 
 

________________________________________ 
Profa. Dra. Lucy Megumi Yamauchi Lioni 
Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 
 
 
 

__________________________________________ 
Prof. Dr. Rodrigo Cabral Luiz 

Universidade Estadual de Londrina - UEL 
 
 
 
 
 
 
 

Londrina, 13 de agosto de 2012



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APOIO FINANCEIRO 

CAPES 

FUNDAÇÃO ARAUCÁRIA – Edital Universal processo no 8427 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Ao meu querido marido, Gabriel, 
companheiro de todas as horas e grande 
amor da minha vida. 



AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, por sempre estar presente e por preparar e guiar com tanto carinho tudo o que 

acontece na minha vida. Obrigada por ouvir minhas orações e me mostrar que existe um 

tempo para cada coisa.  

 

Ao meu marido, Gabriel Pereira, que acreditou nos meus sonhos e me apoiou, mesmo que 

para isso tivéssemos que ficar longe um do outro. Obrigada pela sua compreensão, paciência e 

pelo seu amor.  

 

A minha mãe, Maria Augusta, por sempre acreditar que era possível, me incentivando a 

buscar meus objetivos, e sem nunca negar ajuda. Ao meu pai, João Batista, por me apoiar e 

comemorar cada vitória minha. Ao meu irmão Luis Antonio, amigo por opção, pelas nossas 

conversas, risadas e por colocar meu pé no chão quando necessário. E a toda minha família, 

que é tão especial. 

 

Ao Professor Phileno Pinge Filho, por dividir comigo não só o seu laboratório, mas 

principalmente por dividir seus conhecimentos, contribuindo de forma imensa ao meu 

crescimento científico e profissional.  Também à Professora Marli Martins Pinge, que junto ao 

professor Phileno sempre tiveram palavras de carinho, fé e esperança, tornando o ambiente de 

trabalho uma segunda casa.   

 

Às queridas amigas e colegas de trabalho Rosiane V. da Silva, Aparecida D. Malvezi e Vera 

L. H. Tatakihara, que me receberam de forma muito carinhosa e com quem aprendi muito. 

Obrigada pelo carinho e disponibilidade que sempre tiveram. Também à amiga e colega 

Nágela G. Zanluqui, que sempre que necessário aceitou o desafio de desbravar novos 

caminhos. Mas acima de tudo, agradeço a vocês pela amizade. 

 

Aos amigos e colegas de laboratório Clóvis Kumagai, Isadora Zanzarini e Amanda Ortigossa, 

com quem partilhei vários momentos e que me ajudaram de diversas maneiras. 

 

As amigas Fernanda e Vanessa que começaram junto comigo esse caminho, com muito 

estudo, e que sempre estiveram disponíveis para ajudar e conversar. 

 



Aos meus sogros, Clóvis e Thais, e sua família, pelas orações, carinho e apoio. 

 

As minhas amigas Hellen de Oliveira, Renata Sonomura, Flávia Vargas, Izabella Almeida e 

Tamiris Nobre, pela amizade. Mesmo estando distante nosso carinho é o mesmo. Obrigada 

por acreditarem em mim. E também a todas outras amigas que trago com carinho no coração, 

e que tornam a minha vida mais feliz. 

 

Aos técnicos Jesus (Zui), Ediel e Adernaldo por muitas vezes terem me ensinado e ajudado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Se um dia tiver que escolher entre o mundo e 
o amor... Lembre-se. Se escolher o mundo 

ficará sem o amor, mas se escolher o amor 
com ele você conquistará o mundo.” 

 
Albert Einstein 

http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/�


LOVO-MARTINS, Maria Isabel. Imunomodulação por PUFAs n-3 durante a fase aguda 
da infecção por Trypanosoma cruzi. 2012. 79f. Dissertação (Mestrado em Patologia 
Experimental) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012. 

 
 

RESUMO 
 
 

Estudos realizados em camundongos revelaram que a suplementação de animais com ácidos 
graxos polinsaturados n-3 (PUFAs) alivia a inflamação e pode reduzir a resistência às doenças 
infecciosas. A modulação da resposta imune por PUFAs n-3 ocorre por meio da alteração da 
composição e função das membranas de células do sistema imunológico, modificação no 
padrão de eicosanóides e citocinas produzidas por essas células, regulação da expressão 
gênica e diminuição da proliferação de linfócitos T. O presente trabalho investigou o efeito da 
suplementação com óleo de peixe sobre o curso da infecção por Trypanosoma cruzi, o agente 
causal da doença de Chagas. A infecção por T. cruzi em humanos e em modelos animais cursa 
com ativação do sistema imunológico e com alterações hematológicas no sangue periférico e 
medula óssea. Camundongos C57BL/6 foram suplementados por gavagem com tampão 
fosfato salina como controle; óleo de milho como fonte de PUFAs n-6; ou óleo de peixe como 
fonte de PUFAs n-3. Os camundongos foram divididos em dois grupos: não infectados e 
infectados intraperitonealmente com 5 x 103 formas tripomastigotas sanguíneas de T. cruzi 
(Cepa Y). A suplementação continuou até o fim do experimento. A suplementação com óleo 
de peixe resultou no aumento na massa (p < 0,01) e na celularidade do baço (p < 0,05), além 
de aumentar a celularidade da medula óssea (p < 0,05). Camundongos suplementados com 
óleo de peixe e infectados apresentaram tendência a uma menor perda de massa corpórea 
decorrente da infecção em relação a camundongos infectados e suplementados com PBS. A 
parasitemia dos camundongos suplementados com óleo de peixe apresentou-se maior no 7º 
dia pós infecção (p < 0,001) , mas, surpreendentemente, esses animais apresentaram uma 
contagem de plaquetas (p < 0,01) e leucócitos (p < 0,001) maior em relação aos animais 
controles infectados. Além disso, observamos diminuição do parasitismo cardíaco (p < 0,01) e 
da produção de óxido nítrico no plasma (p < 0,05) e no tecido cardíaco (p < 0,05). Contudo, 
houve aumento na produção de TNF-α (p < 0,01) por células esplênicas estimuladas com o 
antígeno do parasito. Dessa forma, demonstrou-se que a suplementação com óleo de peixe 
reduziu as alterações decorrentes da infecção aguda experimental por T. cruzi. Testes clínicos 
precisam ser conduzidos para determinar se os efeitos benéficos da suplementação com 
PUFAs n-3 visto em camundongos podem ser extrapolados para humanos chagásicos em 
terapia.  
 
Palavras-chave:  Doença de chagas. Trombocitopenia. Leucopenia. Óleo de peixe. Óxido 

nítrico. TNF-α. 



LOVO-MARTINS, Maria Isabel. Immunomodulation by n-3 PUFAs during the acute 
phase of Trypanosoma cruzi infection. 2012. 79f. Master Thesis (Master in Experimental 
Pathology) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
In studies in mice, long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) supplementation 
alleviates inflammation and can reduce resistance to infectious disease. The modulation of 
immune response by n-3 PUFAs occurs by changing the composition and function of cell 
membranes of the immune system, modification of the standard eicosanoids and cytokines 
produced by these cells, regulation of gene expression and reduced proliferation of T 
lymphocytes. The present study investigated the effect of supplementation with fish oil over 
the course of Trypanosoma cruzi infection, the causative agent of Chagas disease. T. cruzi 
infection in humans and in animal models occurs with activation of the immune system and 
hematologic changes in peripheral blood and bone marrow. C57BL/6 mice were 
supplemented by gavage with phosphate buffer saline as a control, corn oil as a source of n-6 
PUFAs, or fish oil as a source of n-3 PUFAs. The mice were divided into two groups: non-
infected and infected intraperitoneally with 5 x 103 blood trypomastigotes of T. cruzi (Y 
strain). Supplementation continued until the end of the experiment. Supplementation with fish 
oil resulted in an increase in mass (p <0.01) and the cellularity of the spleen (p <0.05), and to 
increase bone marrow cellularity (p <0.05). Mice supplemented with fish oil and infected had 
showed a tendency for a lower body mass loss due to infection compared to mice infected and 
supplemented with PBS. The parasitemia of mice supplemented with fish oil was higher on 
day 7 post-infection (p <0.001), but surprisingly, these animals showed a platelet count (p 
<0.01) and leukocytes (p <0.001) higher compared to control animals infected. Furthermore, 
we observed a decrease in cardiac parasitism (p <0.01) and on production of nitric oxide in 
the plasma (p <0.05) and cardiac tissue (p <0.05). However, there was increased production of 
TNF-α (p <0.01) by spleen cells stimulated with the antigen of the parasite. Thus, it was 
shown that supplementation with fish oil reduced changes due to acute experimental infection 
by T. cruzi. Thus, it was shown that supplementation with fish oil reduces changes in 
experimental acute infection by T. cruzi. Clinical trials must be conducted to determine if the 
beneficial effects of n-3 PUFAs supplements seen in mice can be translated to chagasic 
humans undergoing therapy.  
 
Keywords: Chagas’ disease. Thrombocytopenia. Leukopenia. Fish oil. Nitric oxide. TNF-α. 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AG  Aminoguanidina 

CAPES Coordenadoria de Aperfeiçoamento Pessoal de Nível Superior 

CDC “Center for Disease Control and Prevention” 

cNOS  Óxido Nítrico Sintase Constitutiva  

DC  Doença de Chagas 

DHA  Ácido Docosahexaenóico 

DTU “Discrete typing units” 

eNOS Óxido Nítrico Sintase Endotelial 

EPA  Ácido Eicosapentaenóico 

ERN  Espécies Reativas de Nitrogênio 

IFN-γ Interferon Gama 

IL Interleucina 

iNOS Óxido Nítrico Sintase Induzível 

LA  Ácido α-linolênico 

L-NAME  N-nitro-L-arginina-metil-ester 

LPS Lipopolissacarídeo 

MHC Complexo de Histocompatibilidade Principal 

NK “Natural Killer” 

nNOS  Óxido Nítrico Sintase Neuronal 

NO Óxido Nítrico 

PAMPs Padrões Moleculares Associadas ao Patógeno  

PPAR Receptor Ativado por Proliferadores do Peroxisoma. 

PUFAs Ácidos Graxos Poliinsaturados 

TGF-β Fator de Crescimento Tumoral Beta 

TLR Receptores do Tipo toll 

TNF-α Fator de Necrose Tumoral Alfa 

WHO “World Health Organization” 

PBS Solução Tampão Fosfato 

 

 

 



SUMÁRIO 
 

1  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ..................................................................................... 12 

1.1  Trypanosoma cruzi .......................................................................................................... 12 

1.2  DOENÇA DE CHAGAS HUMANA ........................................................................................ 15 

1.3  DOENÇA DE CHAGAS NO MODELO MURINO ..................................................................... 19 

1.4  MODULAÇÃO DO SISTEMA IMUNOLÓGICO E PUFAS ........................................................ 25 

 

2  OBJETIVOS .................................................................................................................. 30 

2.1  OBJETIVO GERAL ............................................................................................................. 30 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS .................................................................................................. 30 

 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 31 

 

3 ARTIGO ........................................................................................................................ 44 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



12 

 

 

1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

1.1 Trypanosoma cruzi  

 

 

O protozoário Trypanosoma cruzi é um parasito hemoflagelado da ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae causador da doença de Chagas ou Tripanosomíase 

Americana (CHAGAS, 1909).  

O ciclo de vida de T. cruzi é do tipo heteroxênico (revisado por TYLER & EGMAN, 

2001), passando o parasito por uma fase de multiplicação intracelular no hospedeiro 

vertebrado e extracelular no hospedeiro invertebrado que pertence à classe Hemíptera, família 

Reduviidae e subfamília Triatominae, gêneros Triatoma spp., Panstrogylus spp., e Rhodnius 

spp. As principais espécies transmissoras de T. cruzi no Brasil são Triatoma infestans, 

Triatoma sordida e Panstrogylus megistus (DE SOUZA, 1984; TOLEDO et al., 1997). 

As formas evolutivas de T. cruzi são classificadas de acordo com a emergência do 

flagelo e posição do cinetoplasto em relação ao núcleo (DE SOUZA, 1984). 1- Formas 

epimastigotas: flagelo e cinetoplasto localizados anteriormente ao núcleo, presentes apenas no 

tubo digestivo do vetor e em meio de cultivo axênico; 2- Formas tripomastigotas: flagelo e 

cinetoplasto localizados posteriormente ao núcleo, são as formas infectantes presentes no 

sangue do hospedeiro vertebrado e em culturas de células; 3- Formas amastigotas: são as 

formas proliferativas no interior de células do hospedeiro vertebrado ou em cultura de células, 

com pequeno flagelo; e 4- Formas esferomastigotas: encontradas no estômago do vetor 

(BRENNER, 1973; TYLER & EGMAN, 2001).  

Devido às variações existentes em relação à severidade das infecções por T. cruzi, 

foram propostas diversas classificações filogenéticas (MOMEN, 1999; ZINGALES et al., 

2009) baseadas em marcadores enzimáticos e no DNA presente no cinetoplasto (DEVERA, 

FERNANDES & COURA, 2003). Foram descritas duas linhagens genéticas principais 

denominadas T. cruzi I e T. cruzi II, geneticamente heterogêneas (FERNANDES et al., 1999). 

Atualmente, admite-se a existência de seis unidades discretas de identificação do protozoário 

T. cruzi, denominadas DTU (“Discrete typing units”), recentemente revisado por Zingales e 

colaboradores (2012). Estudos indicam que a infecção humana deve-se ao grupo II (cepas CL 



13 

 

 

e Y) (GAUNT & MILES, 2000), enquanto o grupo I (cepas F, Tulahen, M226, Sylvio-X10, 

Dm28c, Dm30 e Guafitas) predomina no ciclo silvestre do parasito (RISSO et al., 2004). 

Inicialmente, a infecção por T. cruzi era transmitida na natureza através do ciclo 

silvestre entre triatomíneos e mamíferos, mas devido à ocupação predatória do ambiente 

silvestre pelo homem transformou-se em uma antropozoonose, onde o homem e os animais 

domésticos constituíram o ciclo doméstico e peridomiciliar do parasito (FORATTINI, 1980; 

MONCAYO, 1992; TEIXEIRA et al., 2001).   

O ciclo biológico de T. cruzi tem início quando o vetor adquire o parasito durante o 

repasto sanguíneo através da ingestão de sangue do homem ou hospedeiro vertebrado 

infectado contendo as formas tripomastigotas infectantes. A picada do inseto é indolor e 

permite que o mesmo se alimente com aproximadamente 0,5 mL de sangue (LANA & 

TAFURI, 2005). No estômago do vetor, ocorre a transformação destas formas em 

esferomastigotas e epimastigotas, que migram para o intestino, aderindo à superfície epitelial 

e multiplicando-se. Ao atingirem o reto, transformam-se em tripomastigotas metacícilicas que 

são eliminadas juntamente com as fezes e urina do inseto triatomíneo (GARCIA, 

GONZALEZ & AZAMBUJA, 1999). O ciclo evolutivo no hospedeiro vertebrado tem início 

quando o vetor elimina formas tripomastigotas nas fezes e urina durante seu repasto 

sanguíneo no homem e mamíferos. A saliva do inseto contém substâncias que desencadeiam 

resposta inflamatória no local da picada que provocam sensação de prurido (SOUZA, 2000) e 

levam o indivíduo a coçar o local, arrastando as fezes contaminadas para o interior da porta de 

entrada criada na pele. 

No hospedeiro vertebrado o parasito invade a célula num processo semelhante à 

endocitose, formando com a membrana celular o vacúolo parasitóforo (ANDRADE, 2000), 

evadindo-se da digestão celular em pH ácido pela secreção da proteína formadora de poros 

denominada Tc-Tox (ANDREWS, 1993; HYBISKE & STEPHENS, 2008) para o citoplasma 

da célula, onde sofre alterações bioquímicas que permitem sua transformação na forma 

amastigota citoplasmática (BURLEIGH & ANDREWS, 1995). Inicia-se assim o ciclo de 

divisão intracelular, com duração de 4 a 5 dias, onde as formas amastigotas multiplicam-se e 

diferenciam-se em tripomastigotas e, através do processo de ruptura celular, são liberadas 

para o tecido adjacente e corrente sanguínea, completando o ciclo evolutivo do parasito 

através da infecção de novas células (SOUZA, 2000). São liberadas aproximadamente 500 

formas tripomastigotas por parasito interiorizado inicialmente (DVORAK, 1975). 
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A lise prematura de algumas células libera formas amastigotas capazes de invadir 

fagócitos, sobreviver à fagocitose e contribuir para a sustentação do ciclo de vida do parasito 

(FERNANDES et al., 2006). Estudos realizados em culturas de células revelaram que vários 

tipos celulares, fagocíticos ou não, podem ser infectados pelas formas tripomastigotas 

metacíclicas (BURLEIGH & ANDREWS, 1995). Além disso, a utilização de culturas in vitro 

de T. cruzi em camadas de células tem permitido o estudo do processo de invasão, replicação 

e diferenciação do parasito, contribuindo para o entendimento do seu ciclo de vida 

(BURLEIGH & ANDREWS, 1995). Brenner (1973) identificou que certas cepas do parasito 

possuem um tropismo pelo tecido cardíaco.  

Durante a infecção por T. cruzi as formas amastigotas e tripomastigotas se 

disseminam no hospedeiro mamífero podendo invadir todas as células nucleadas. Neste 

processo, ocorre adesão do parasito à superfície celular do hospedeiro através da interação 

com glicoproteínas de superfície, como o ácido siálico retirado do hospedeiro pelas 

transialidases expressas principalmente pelas formas tripomastigotas sanguíneas (KAHN et 

al., 1996). O ácido siálico incorporado ao parasito facilita sua interação, reconhecimento e 

entrada na célula hospedeira, além de inibir a deposição da fração C3b do complemento e o 

seu reconhecimento do pelos fagócitos (SCHENKMAN et al., 1994). Quando a infecção 

ocorre através da via oral, o processo de invasão é determinado pela expressão de 

glicoproteínas de superfície do parasito, como gp82, gp35/50 e gp90, que regulam a 

capacidade de invasão da mucosa gástrica em cada cepa do parasito (YOSHIDA, 2006; 2008). 

O reconhecimento das moléculas de superfície das formas tripomastigotas do 

parasito (padrões moleculares associadas ao patógeno - PAMPs) ocorre por receptores do tipo 

toll-like do complexo TLR-2, TLR-6 e TLR-4 (GAZZINELLI & DENKERS, 2006), 

receptores NOD-like, helicases RIG-like (MEYLAN, TSCHOPP & KARIN, 2006) e 

receptores de manose (KAHN et al., 1996; MEIRELLES et al., 1999) que detectam a infecção 

e sinalizam entre a resposta imune inata e adaptativa (SABROE et al., 2008; RODRIGUES, 

OLIVEIRA & BELLIO, 2012). 
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1.2 DOENÇA DE CHAGAS HUMANA  

 

 

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 é considerada pela Organização Mundial da 

Saúde como uma doença tropical negligenciada (WHO, 2012).  

A Doença de Chagas (DC) ou tripanossomíase americana é uma antropozoonose 

amplamente distribuída nas Américas e tem como agente etiológico o protozoário 

Trypanosoma cruzi (RASSI et al., 2012). A DC encontra-se distribuída por 18 países, desde o 

Sul dos Estados Unidos até a Patagônia (CDC, 2010), sendo estimado que 10 milhões de 

pessoas estejam infectadas e que mais de 25 milhões vivam sob o risco de contrair a doença, 

principalmente na América Latina. 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 da ordem de 1/100.000 (MASSAD, 2008; WHO, 2012). 

A DC constitui um sério problema médico-social. A transmissão vetorial ocorre 

principalmente em áreas rurais ou periurbanas onde prevaleçam condições precárias de 

habitação que permitam o contato entre o inseto vetor e o ser humano (SCHMUÑIS, 2000; 

KROPF, 2005). Outras formas de infecção incluem transfusão sanguínea, transmissão 

congênita, alimentos contendo o inseto (transmissão oral), transplantes de órgãos e acidentes 

de laboratório (DIAS, 2006; GIDDINGS et al., 2006).  

A história natural da DC caracteriza-se pelo desenvolvimento de três formas clínicas 

evolutivas: forma aguda, forma latente ou indeterminada e forma crônica (CHAPADEIRO, 

1999). A forma aguda inicia-se a partir da picada do inseto até aproximadamente 30 dias após 

(BLITZMAN, 2007) e caracteriza-se por infecção generalizada por T. cruzi, com elevada 

parasitemia, grandes quantidades de amastigotas intrateciduais, infiltrado inflamatório 

tecidual abundante e lesão miocárdica intensa (RASSI et al., 2000).  

As manifestações clínicas da forma aguda afetam principalmente crianças. A fase 

aguda apresenta período de incubação de 5 a 14 dias, revelando sintomas inespecíficos de 

início súbito (febre, calafrios, mal-estar, hepatoesplenomegalia) que nem sempre se 
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manifestam e dificultam o diagnóstico da fase aguda da DC, impedindo o tratamento 

farmacológico que é eficaz somente nesta fase (AMATO-NETO, 1998; DIAS, 1999).  

Quando a infecção ocorre pela mucosa ocular é possível verificar a presença do sinal 

de Romaña, lesão caracterizada por reação de hipersensibilidade no complexo 

oftalmoganglionar. Cerca de 5% dos indivíduos infectados vão a óbito durante a fase aguda 

por morte súbita, principalmente crianças, devido à falência cardíaca congestiva ou 

meningoencefalite (BLITZMAN, 2007). 

Indivíduos que sobrevivem à infecção aguda desenvolvem uma resposta imunológica 

eficiente que reduz a parasitemia no sangue e tecidos, podendo permanecer na fase 

indeterminada ou evoluir cronicamente com sintomas cardíacos ou digestivos. 

A forma latente ou indeterminada, que acomete cerca de 60% das pessoas infectadas, 

caracteriza-se por um período assintomático que inicia semanas após a aquisição da infecção e 

estende-se com evolução benigna por muitos anos (BLITZMAN, 2007).  Estudos 

longitudinais demonstram que aproximadamente 50% dos indivíduos infectados não 

apresentam sintomas clínicos (CHAPADEIRO, 1999), sendo que a maioria inexplicavelmente 

permanece nesta fase pelo resto de suas vidas sem desenvolver a doença (MACEDO, 1999). 

Pode ainda ocorrer reativação da fase aguda da DC em indivíduos imunossuprimidos, como 

transplantados ou infectada pelo vírus da imunodeficiência humana (DIAS, 1999). 

Após 10 a 30 anos de infecção, ocorrem os sintomas mais severos da doença, onde se 

observa comprometimento associado do aparelho digestório (10% dos casos) e, 

principalmente, do tecido cardíaco (13% dos casos), que contribui substancialmente para as 

altas taxas de morbidade e mortalidade por DC (MAGUIRE et al., 1987; WANDERLEY & 

LITVOC, 1994; DIAS, 1999), caracterizando a forma crônica da doença.  

A forma crônica cardíaca, descrita inicialmente por Chagas e Vilella em 1922, 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, 2000).  

Os danos cardíacos observados na fase aguda da infecção por T. cruzi ocorrem 

principalmente devido ao rompimento dos ninhos de amastigota teciduais e pela liberação de 

antígenos que se ligam à superfície celular, a qual se torna alvo dos anticorpos produzidos 

contra o parasito. Na fase crônica, a auto-imunidade dos linfócitos T CD4
+ é apontada como 
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causa da destruição cardíaca progressiva, além do envolvimento de diversos fatores como 

mimetismo molecular, apresentação de antígenos próprios e desregulação da resposta imune 

(SOARES & SANTOS, 1999). 

No acometimento crônico ocorrem alterações anatomopatológicas denominadas 

“megalias”, como cardiomegalia, megaesôfago e megacólon. O prognóstico da cardiopatia 

chagásica crônica depende do grau de comprometimento cardíaco, da cardiomegalia e do grau 

de insuficiência cardíaca, podendo ocorrer óbito por falência cardíaca ou morte súbita por 

bloqueio na condução do estímulo átrio-ventricular (BLITZMAN, 2007), além da redução da 

expectativa de vida para aproximadamente 60 anos de idade (MAGUIRE et al., 1987). 

Mesmo após mais de 100 anos da descoberta da DC, a cardiomiopatia chagásica crônica é 

descrita como a causa mais comum de miocardite em todo o mundo (MAGUIRE, 2006). A 

resposta imunológica gerada contra o parasito também promove lesões teciduais, associadas 

ao processo auto-imune de destruição do tecido cardíaco ou à produção de mediadores 

inflamatórios contra o parasito e seus antígenos teciduais (GIRONES & FRESNO, 2003). No 

acometimento crônico do trato digestório, ocorrem alterações caracterizadas por distúrbios de 

deglutição (megaesôfago) e constipação (megacólon), decorrentes do comprometimento do 

sistema nervoso entérico, hipertrofia e inflamação teciduais (ANDRADE, 2000).  

O tratamento da DC constitui-se basicamente em terapêutica farmacológica 

específica contra o parasito, particularmente em casos agudos, congênitos, acidentes de 

laboratório e em casos crônicos de baixa idade e de infecção recente, além do tratamento 

sintomático durante o curso da infecção crônica (DIAS, 1999; BLITZMAN, 2007).  

Existem dois fármacos disponíveis para o tratamento específico da DC, o nifurtimox 

(Lampit®, Bayer Healthcare) e o benzonidazol (Rochagan®, Roche Pharmaceutical, cuja 

patente foi doada ao Ministério da Saúde, Brasil), com índice de cura que varia de 30 a 70%, 

dependendo da cepa do parasito (DIAS, 1999). Entretanto, devido à baixa especificidade da 

sintomatologia da DC na fase aguda, a maioria dos indivíduos infectados não se trata a tempo 

e tornam-se portadores crônicos da doença (AMATO-NETO, 1998; CANÇADO, 2002).  

Pesquisas para o desenvolvimento de vacinas contra T. cruzi têm sido realizadas 

utilizando frações de DNA do parasito (FUJIMURA et al. 2001), terapia gênica (GARG & 

TARLETON, 2002) e tripanossomatídios antigenicamente semelhantes (BASSO et al. 2004), 

com poucos resultados satisfatórios para ensaios clínicos em humanos. 
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Em 1991 os governos do Brasil, Argentina, Bolívia, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru 

concordaram em colaborar com a Iniciativa do Cone Sul, que visava erradicar o principal 

vetor da DC, Triatoma infestans; melhorar as condições de habitação; em adição ao controle 

da transmissão por transfusão sanguínea. Como resultado o Brasil recebeu em 2006 o 

Certificado Internacional de Eliminação da Transmissão da Doença de Chagas (BRASIL, 

2006; HOTEZ, 2011) com redução de 96% no índice de infecção em crianças de 0 a 14 anos 

entre 1986 e 1996 (BLITZMAN, 2007). Além disso, em 2008 a transmissão vetorial também 

foi interrompida no Chile e Uruguai (SCHOFIELD & DIAS, 1999; MASSAD, 2008).   

Contudo, apesar dos esforços para eliminação do vetor, novos desafios estão 

surgindo, como o desenvolvimento de resistência aos inseticidas, a recolonização das casas 

após a aplicação do inseticida, suprimentos insuficientes de medicamentos tripanocidas, a 

falta de um consenso sobre a eficiência do benzonidazol e o nifurtimox no tratamento de 

infecções crônicas, ausência de padrão internacional para o diagnóstico, além da ausência de 

uma vacina eficaz (HOTEZ, 2011). 

Atualmente a principal via de contágio por T. cruzi é a infecção oral, respondendo 

por mais de 50% dos casos agudos da DC na região amazônica, além dos surtos observados 

em Santa Catarina e no Pará ocorridos devido à ingestão de caldo de cana e açaí, 

respectivamente, contendo triatomíneos infectado (BRASIL, 2005). 

O controle, diagnóstico e tratamento da DC melhorou substancialmente nos últimos 

anos, mas ainda há muito a ser feito. Existem apenas dois medicamentos disponíveis para o 

tratamento de pacientes chagásicos e drogas que possam ser mais eficazes e menos tóxicas 

são necessárias. O T. cruzi tem sido alvo de diversos estudos, mas a patogênese da DC não é 

completamente compreendida. Se a autoimunidade participa no desenvolvimento das lesões 

cardíacas, o tratamento de pacientes com medicamentos tripanocidas após a fase aguda pode 

ser inócua. Por outro lado, se a persistência do parasito é o mecanismo patogênico 

preponderante, a probabilidade de cura de um paciente tratado com drogas anti-Trypanosoma 

cruzi durante a fase crônica, seria aumentada. Em relação a isso, necessitamos urgentemente 

de novas técnicas que possibilitem a confirmação da cura de pacientes que desenvolveram a 

fase crônica da DC. Substâncias que possam reduzir substancialmente a carga parasitária, 

mesmo que sejam incapazes de curar os pacientes, mas suficientes para prevenir ou retardar a 

progressão da DC devem ser investigadas (RASSI et al., 2012). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schofield%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10050271�
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1.3 DOENÇA DE CHAGAS NO MODELO MURINO  

 

 

Camundongos infectados por T. cruzi apresentam características similares à humanos 

infectados (COSTA, 1999). Os camundongos apresentam níveis elevados de carga parasitária 

no sangue e no tecido cardíaco durante a fase aguda da infecção (BRENNER, 1973). Na 

maioria das vezes, a inoculação é feita pela via intraperitoneal, utilizando-se formas 

parasitárias tripomastigotas coletadas diretamente do sangue, das fezes do inseto vetor 

(triatomíneo) ou formas tripomastigotas provenientes de meios de cultivo líquido ou em 

cultivos de células (ANDRADE, 2008).  

A habilidade dos parasitos em sobreviver no hospedeiro depende de uma série de 

mecanismos envolvendo a relação parasito-hospedeiro, como capacidade de evasão, 

características do microrganismo e resposta imunológica. A evolução da infecção no modelo 

murino varia de acordo com a raça, idade, via de inoculação, cepa do parasito utilizada e sexo 

do hospedeiro (HAUSCHKA, 1974; ROWLAND, LUO & MCCORMICK, 1995; 

ROGGERO et al., 2002; MALVEZI et al., 2004; ESTEVAM et al., 2012).   

As cepas de T. cruzi compõem uma população heterogênea, com efeitos biológicos 

distintos (BRENNER, 1973; ZINGALES et al., 2012). A cepa Y, caracterizada por Silva e 

Nussenzweig em 1953, é altamente virulenta para algumas linhagens de camundongos 

(MALVEZI et al., 2004; ESTEVAM  et al., 2012). A cepa apresenta tropismo por macrófagos 

esplênicos, fígado e medula óssea, enquanto outras cepas infectam principalmente tecidos 

musculares (MELO & BRENNER, 1978).  

Desde sua descoberta, a DC tem sido descrita como uma doença causada pelos danos 

gerados pela resposta inflamatória e imunológica à invasão dos tecidos por T. cruzi (COSTA, 

1999). O perfil de resistência ou susceptibilidade a T. cruzi no modelo murino depende, além 

das características do parasito, da imunidade inata e adquirida mediada por macrófagos, 

natural killers (NK), células T e linfócitos B (TARLETON, 1995; GAZZINELLI et al., 1998; 

LIEKE et al., 2006).  

Também estão envolvidos na resposta ao parasito citocinas e mediadores 

inflamatórios produzidos durante a infecção (ABRAHAMSOHN, 1998; PINGE-FILHO, 

TADOKORO & ABRAHAMSOHN, 1999; MICHAILOWSKY et al., 2001), com 

importância evidenciadas através de estudos realizados em camundongos nocautes e pelo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rowland%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7876970�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luo%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7876970�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCormick%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7876970�
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emprego de inibidores farmacológicos de etapas responsáveis pela produção destas moléculas 

(MALVEZI et al., 2004; KOGA et al., 2006; BORGES, 2007; PAVANELLI et al., 2010; 

PANIS et al., 2011). 

O reconhecimento inato dos parasitos envolve o reconhecimento de PAMPs 

específicos através dos TLRs presentes nos macrófagos (HARRIS et al., 2006). Logo nas 

primeiras horas de infecção os parasitos invadem os macrófagos, induzindo uma resposta 

inata do organismo que desencadeia nas células NK a produção de interferon gama (IFN-γ), 

ativando macrófagos que iniciam a produção de citocinas pro-inflamatórias e mediadores com 

atividade tripanocida (CARDILLO et al., 2002). 

O controle do parasitismo na fase aguda da DC depende basicamente da ação de 

citocinas sobre os macrófagos. Tratamento de macrófagos in vitro com citocinas do padrão 

Th1, como interferon gama (IFN-γ), interleucina 12 (IL-12) e fator de necrose tumoral (TNF-

α), resultam em morte eficiente das amastigotas intracelulares; já a adição de citocinas do 

padrão Th2, como o fator de crescimento tumoral (TGF-β) e interleucina 10 (IL-10) inibem a 

ação tripanocida de macrófagos ativados (ABRAHAMSOHN, 1998). As citocinas do padrão 

Th2 estão associadas à susceptibilidade (SILVA et al., 1998) por possuírem propriedades 

inibitórias sobre a proliferação de células T, redução da expressão de moléculas do complexo 

de histocompatibilidade principal (MHC) e maturação de células dendríticas, necessários para 

a resposta à infecção por T. cruzi (TAYLOR et al, 2006). 

Durante a primeira semana de infecção, ocorre o estímulo para a produção e 

proliferação substancial de linfócitos e, ao mesmo tempo em que a IL-2 é produzida, seus 

receptores são expressos na superfície das células T (IL-2R) e liberados na sua forma solúvel 

(sIL-2R)  (PAKIANATHAN & KUHN, 1992), sob forte influencia de moléculas 

inflamatórias como os leucotrienos (MARCINKIEWICZ et al., 1997). 

Em torno da segunda semana de infecção, ocorre um pico de imunossupressão, onde 

ocorre baixa produção de IL-2 (KIERZENBAUM, LOPEZ & SZTEIN, 1994) e ausência de 

respostas proliferativas de linfócitos T frente à mitógenos, mediadas principalmente pela 

produção de prostaglandinas (PINGE-FILHO, TADOKORO & ABRAHAMSOHN, 1999). 

Nesta fase, também é relatada a presença de fatores supressores do parasito, como 

glicoproteínas de membrana, proteínas secretadas pelo parasito e antígenos de superfície 

(SCHONECK et al., 1994; KIERSZENBAUM et al., 1999). 
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A produção inicial de IFN-γ pelas células NK depende da indução por IL-12 

produzida pelos macrófagos (ALIBERTI et al., 1996). O papel da IL-12 no controle da 

infecção chagásica in vivo foi demonstrado através do tratamento de camundongos infectados 

com anticorpos anti-IL-12, revelando altos níveis de parasitemia e mortalidade em relação aos 

controles. No mesmo estudo, o tratamento dos animais com anti-IFN-γ ou anti-TNF-α inibiu 

o efeito protetor da administração de IL-12 exógena (SILVA et al., 1998). 

A administração de IL-12 em animais infectados leva à redução da parasitemia e 

queda da mortalidade, mediadas pelo aumento na produção de IFN-γ e TNF-α, indicando que 

esta citocina constitui um dos mecanismos de resistência à infecção por T. cruzi (HUNTER, 

SLIFER & ARAÚJO, 1996). 

O IFN-γ é descrito como a principal citocina mediadora de resistência à infecção por 

T. cruzi, por induzir a ativação dos macrófagos e exercer papel central no controle sobre a 

carga parasitária através da produção de óxido nítrico (NO) (VESPA, CUNHA & SILVA, 

1994; CARDILLO et al., 1996). Um dos mecanismos envolvidos na resistência do hospedeiro 

induzida por IFN-γ na infecção é dependente de TLRs (KOGA et al.; 2006), sendo sua 

produção inicial durante a fase aguda realizada por células NK (CARDILLO et al., 2002). 

Também Costa e colaboradores (2006) demonstraram que o interferon do tipo I (INF-α e β) 

exerce um importante papel no controle da parasitemia na fase aguda da infecção, sendo este 

mecanismo mediado pela produção de NO. 

O primeiro estudo relatando o papel do TNF-α na infecção por T. cruzi foi realizado 

por Tarleton (1988), onde se demonstrou que o parasito é um potente indutor da produção 

desta citocina por macrófagos e células esplênicas, tanto in vivo como in vitro. 

Posteriormente, o TNF-α foi associado à resistência à infecção por T. cruzi (SILVA et al., 

1995) e descrito como fator de regulação negativa no processo de hematopoiese e 

desenvolvimento da anemia observada durante a fase aguda da infecção (MALVEZI et al., 

2004). 

Outra citocina pró-inflamatória, a interleucina 6 (IL-6), é uma citocina 

multifuncional que possui propriedades indutoras sobre a síntese de anticorpos em células B, 

síntese hepática de proteínas de fase aguda e diferenciação de linfócitos T citotóxicos (VAN 

SNICK, 1990). Estudos demonstram que durante a infecção in vitro por T. cruzi há produção 

de IL-6 por células endoteliais (TANOWITZ et al., 1992) e monócitos aderentes (VAN 

VOORHIS, 1992); in vivo, os níveis de IL-6 elevam-se precocemente na fase aguda da 
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infecção concomitantemente à produção de proteínas de fase aguda nos animais (TRUYENS 

et al., 1994; CARDONI et al., 1997; PANIS, et al., 2011). 

A participação da citocina IL-1β como mediador pró-inflamatório durante a infecção 

está bastante relacionada ao desenvolvimento da atividade hipertrófica cardíaca em animais 

infectados por T. cruzi tanto nos estágios iniciais como na fase crônica da doença 

(PETERSEN & BURLEIGH, 2003).  

A produção aumentada das citocinas IFN-γ e TNF-α durante a fase aguda da DC 

induz nos macrófagos, através das vias JAK/STAT e NF-κB, a expressão da enzima óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS), uma importante fonte de produção da molécula tripanocida 

NO (XIE, WHISNANT & NATHAN, 1993). Por outro lado, dentre as citocinas do padrão 

Th2, o TGF-β é descrito como a principal molécula capaz de controlar a produção de NO 

alterando o mecanismo pós transcricional da iNOS, desestabilizando e acelerando a 

degradação de seu mRNA, e retardando a síntese da proteína funcional (MACMICKING, XIE 

& NATHAN, 1997).  

O NO tem sido objeto de diversas pesquisas desde a descoberta de seus efeitos 

biológicos na década de 80 (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980). É considerado um radical 

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

do tônus vascular e neurotransmissão, através do estímulo da síntese de GMP cíclico 

(BLOODSWORTH, O’DONNEL & FREEMAN, 2000). Seu envolvimento é descrito em 

diversas doenças, tanto inflamatórias, como por exemplo o choque séptico, diabetes tipo I e 

artrite reumatoide; como doenças infecciosas, em processos de agressão e defesa, tais como 

infecções por Chlamydia spp., entre outros (MORI & GOTOH, 2004). 

A produção do NO é catalisada pelas isoformas da enzima óxido nítrico sintase 

(NOS), divididas em constitutivas, cálcio-dependentes (cNOS, nNOS ou NOS I, eNOS ou 

NOS III) e induzível, cálcio independente (iNOS ou NOS II). As NOS oxidam a L-arginina 

como substrato para produção de L-citrulina e liberação da molécula de NO 

(BLOODSWORTH, O’DONNEL & FREEMAN, 2000). A molécula de NO é relativamente 

pequena e apresenta características lipofílicas, permitindo rápida difusão e reação com uma 

grande diversidade de estruturas biológicas intracelulares, metaloproteínas e outras moléculas 

de radicais livres (superóxido, radicais alcoxil e peroxil) (MAYER & HEMMENS, 1997).  

As NOS estão presentes em células endoteliais vasculares, células cardíacas, 

plaquetas, células musculares lisas, células neuronais, macrófagos, células NK, fibroblastos e 
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neutrófilos (MONCADA & HIGGS, 1991; LINDE et al., 2006). A manifestação de efeitos 

biológicos é dependente da química do ambiente e influenciada pela presença das diferentes 

espécies reativas de nitrogênio (ERN) geradas: ânion nitroxil, óxido nitroso, cátion nitrosil, 

ácido nitroso, dióxido de nitrogênio, dinitrogênio tetraóxido, peroxinitrito e cátion nitril, 

sendo que os principais produtos estáveis do metabolismo do NO são as moléculas de nitrito e 

nitrato (DENICOLA, SOUZA, RADI & 1998). 

A variação nos níveis de NO são capazes de regular ativação e expressão da iNOS e 

cNOS. Concentrações fisiológicas de NO inibem a transcrição da iNOS através da inativação 

do NF-κB, mantendo a atividade da cNOS (COLASANTI, et al., 1995; COLASANTI & 

SUZUKI, 2000). Entretanto, quando os níveis de NO se elevam, as moléculas não são 

suficientes para manter o NF-kB suprimido, criando condições para superexpressão da iNOS 

(KANNO et al., 2000). 

A indução da expressão do mRNA da iNOS ocorre através da ação do fator de 

transcrição nuclear kappa (NF-kB) e é mediada por citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, 

TNF-α), processos infecciosos e LPS (KELLY, BALLIGAND & SMITH, 1996; 

MELDRUM, 1998). A expressão da iNOS dependente de NF-kB via estímulos inflamatórios 

requer uma inibição inicial da cNOS (PALOMBA et al., 2004), pois a produção de NO 

constitui um dos mecanismos de resistência à infecção por parasitos intracelulares e, 

paradoxalmente, contribui para os mecanismos imunopatológicos de diversas doenças 

(MACMICKING, XIE & NATHAN, 1997). As lesões produzidas pelo NO dependem de sua 

combinação com outros radicais livres, como o ânion superóxido, produzindo uma espécie 

altamente reativa denominada peroxinitrito, capaz de ligar-se a estruturas celulares como 

proteínas e DNA (INOUE & KAWANISH, 1995). 

Estudos utilizando N-nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME) para bloquear a 

produção de NO via cNOS, demonstraram sua participação como reguladora negativa da 

migração e adesão leucocitária em modelos de isquemia e reperfusão (KUBES, SUZUKI & 

GRANGER, 1991), evidenciando seu importante papel na estabilidade endotelial para 

contrapor a resposta inflamatória inicial (FARREL & BLAKE, 1996).  

A participação do NO derivado das NOS constitutivas (cNOs) em processos 

patológicos é pouco conhecida, tendo sido descrita em modelos de doenças neurológicas 

(ZHENG et al., 1993). Já a produção de NO derivado da iNOS por macrófagos ativados é 

descrita como principal mecanismo microbicida em diversas infecções ocasionadas por 
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patógenos intracelulares, como Leishmania major, T. cruzi, Toxoplasma gondii e Plasmodium 

falciparum (JAMES, 1991).  

Durante a infecção por T. cruzi, o NO é descrito como o principal mecanismo efetor 

contra o parasito observado experimentalmente (TALVANI et al., 2002), já que a 

administração de inibidores da produção de NO (PETRAY et al., 1994) ou utilização de 

animais nocautes para iNOS (HÖLSCHER et al, 1998; BORGES, 2007) levam ao aumento da 

parasitemia e redução da sobrevida dos animais durante a fase aguda da DC.  

Um dos principais inibidores empregados com a finalidade de bloquear a produção 

de NO derivado da iNOS é a aminoguanidina (AG), um fármaco que age preferencialmente 

sobre esta enzima fazendo uma inibição competitiva. A AG mimetiza a L-arginina, substrato 

natural das NOS, sendo metabolizada pela enzima em um intermediário altamente reativo que 

ataca a estrutura enzimática causando sua inativação (LEE et al., 2005). No modelo de 

infecção por T. cruzi, a AG tem sido amplamente empregada para elucidar o papel do NO 

derivado da iNOS sobre diversos parâmetros envolvidos na infecção, tanto in vivo quanto in 

vitro (VESPA, CUNHA & SILVA, 1994; CUMMINGS & TARLETON, 2004). 

A produção de peroxinitrito pelos macrófagos é capaz de levar formas 

tripomastigotas do parasito à morte e dificultar a motilidade, replicação e metabolismo 

energético das formas epimastigotas. Além disso, esta molécula é capaz de ocasionar a 

nitração de proteínas do parasito, agindo como um mecanismo antiparasitário (NAVILIAT et 

al., 2005). 

Como uma das principais características da DC é a infecção de células-alvo 

específicas, como os cardiomiócitos, a função normal do tecido cardíaco encontra-se 

comprometida ao longo da evolução da doença. Após invasão destas células pelo parasito, 

ocorre a liberação local de citocinas, induzindo a expressão da iNOS e produção de NO, com 

consequente disfunção cardíaca e cardiomiopatia (FICHERA et al., 2004; LINDE et al. 2006).  

Observa-se a superexpressão da iNOS nos cardiomiócitos desde o início da infecção e da 

cNOS nos primeiros 5 dias (CHANDRASEKAR et al., 2000). 

Vespa e colaboradores (1994) investigaram a participação do NO no controle da 

parasitemia e sobrevida através do bloqueio farmacológico da iNOS em camundongos 

C57BL/6 e verificaram perda da resistência à infecção por T. cruzi, além da ação tripanocida 

in vitro deste mediador. Em contrapartida, Cummings e Tarleton (2004) relataram em seu 

estudo empregando animais nocautes para iNOS que estes animais apresentaram perfil de 
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sobrevida semelhante aos animais selvagens e atribuem  as diferenças observadas em relação 

à outros estudos à não especificidade dos bloqueadores de iNOS, que poderiam estar agindo 

simultaneamente no bloqueio das outras isoformas (também importantes para a produção de 

NO). 

Existem relatos sobre a participação estágio-dependente do NO na DC, indicando 

que esta molécula só é necessária na fase aguda da infecção (SAEFTEL; FLEISCHER & 

HOERAUF, 2001).  

A infecção por T. cruzi em humanos (MIGUEL et al., 2011) e em modelos animais 

cursa com alterações hematológicas no sangue periférico e medula óssea, incluindo anemia 

(CARDOSO & BRENER, 1980; REPKA et al., 1985), sendo que essa anemia pode ser 

revertida através da administração do medicamento tripanocida nifurtimox (MARCONDES et 

al., 2000). Além disso, a ocorrência de anemia consiste num marcador que indica a reativação 

da DC em pacientes receptores de transplante cardíaco (THEODOROPOULOS et al., 2010). 

O desenvolvimento da anemia esta associada ao estresse oxidativo em eritrócitos 

(MALVEZI et al., 2004) e diminuição dos níveis de ferro em camundongos resistentes 

infectados (ESTEVAM et al., 2012). Além da anemia, também o baixo número de plaquetas, 

leucócitos e hipoplasia de medula óssea observados na infecção aguda por T. cruzi estão 

relacionados com a mortalidade nessa fase da infecção (MARCONDES et al., 2000; 

MALVEZI et al., 2004).  

 

 

1.4  MODULAÇÃO DO SISTEMA IMUNOLÓGICO E PUFAS 

 

 

Os ácidos graxos atuam como componentes estruturais das células e são de extrema 

importância para o metabolismo celular. A compreensão dos mecanismos associados aos 

benefícios observados com a ingestão de ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs) sobre 

patologias que acometem animais e humanos tem sido o alvo de diversos estudos (CHILDS et 

al., 2008; RATNAYAKE & GALLI, 2009). A família de ácidos graxos poli-insaturados n-3 

(ou ômega-3) é composta de PUFAs que contém de 18 a 22 carbonos. A designação de ômega 

tem relação com a posição da primeira dupla ligação, contando a partir do grupo metílico final 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saeftel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11254581�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saeftel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11254581�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoerauf%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11254581�
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da molécula de ácido graxo. Os ácidos graxos n-3 apresentam a primeira dupla ligação entre o 

terceiro e o quarto átomo de carbono (WILEY & SONS, 1979). 

Os principais PUFAs n-3 são o ácido α -linolênico (LA) (18:3 n3), o ácido 

eicosapentaenóico (EPA) (20:5 n3) e o ácido docosahexaenóico (DHA) (22:6 n3). Os PUFAs 

n-3 são considerados ácidos graxos essenciais, uma vez que não podem ser fabricados pelo 

organismo. Por esta razão os PUFAs n-3 devem ser obtidos a partir de alimentos, podendo ser 

encontrados em peixes, como o salmão, atum, e outras vidas marinhas, como algas, krill, além 

de certas plantas (CHILDS et al., 2008).  

Entre as principais funções dos ácidos graxos destacam-se o depósito de energia e a 

conformação das membranas celulares, sendo também precursores de substâncias, como as 

prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (NEURINGER et al., 1986; BELDA & 

POURCHET-CAMPOS, 1991; LIN et al., 1993; HARRIS, 1999).  

Estudos epidemiológicos desenvolvidos por Kromann e Green, em 1980, mostraram 

a primeira evidência da relação entre a ingestão de PUFAs n-3 e inflamação.  Avaliando um 

período de 25 anos os pesquisadores mostraram que a população de esquimós do distrito de 

Upernavik, Groelândia, apresentavam baixa incidência de doenças auto-imunes e 

inflamatórias, como psoríase, asma e diabetes tipo 1, assim como a ausência de esclerose 

múltipla quando comparada com a população da Dinamarca (SIMOPOULOS, 2002). A 

principal diferença destacada nesse estudo é a alimentação muito característica dessa 

população de esquimós, com alta ingestão de peixe em relação às dietas ocidentais comuns. 

Os peixes são a principal fonte dos PUFAs n-3 EPA e DHA, especialmente os peixes 

oleosos. A quantidade de PUFAs n-3 nos peixes varia conforme a espécie. O salmão, por 

exemplo, é uma rica fonte com aproximadamente 2,2g de PUFAs n-3 a cada 100g, enquanto 

que o bacalhau contém aproximadamente 300mg de PUFAs n-3 a cada 120g (CHILDS et al., 

2008). O reconhecimento das atividades antiinflamatórias dos PUFAs n-3 deram início a 

estudos de suplementação da dieta em modelos animais de inflamação crônica e infecção, 

além de estudos delineados para elucidar os mecanismos de ação dos PUFAs n-3. Também 

testes em humanos envolvendo pacientes com doenças inflamatórias e infecções, como a 

sepse, estão sendo amplamente desenvolvidos. 

Ensaios tanto in vitro como in vivo, utilizando animais, tem mostrado que os PUFAs 

n-3 possuem poderosas atividades antiinflamatórias e imunomodulatórias em uma gama de 

doenças, tais como autoimunidade, artrite reumatóide e infecções (FRITSCHE, 2006). Em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8338044�
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humanos, os estudos em pacientes com artrite reumatóide são os que apresentam melhores 

resultados, com vários testes mostrando redução dos sintomas, como inchaço, dor e rigidez 

matinal (SIMOPOULOS, 2002). Já os estudos em pacientes com doença inflamatória do 

intestino (doença de Crohn e colite ulcerativa) e asma ainda são inconclusivos, sendo 

encontrados testes que reportam alguns benefícios e outros não (CALDER, 2012).  

A Agency for Healthcare Research and Quality Reports dos Estados Unidos avaliou 

estudos em humanos que relacionam a suplementação com PUFAs n-3 e artrite reumatóide e 

concluiu que ainda não há evidencias suficientes dos benefícios clínicos da suplementação 

com PUFAs n-3 nesses pacientes, sendo necessários mais testes clínicos (FRITSCHE, 2006). 

Enquanto que os resultados da suplementação com PUFAs n-3 em humanos são 

contraditórios, os testes em modelos animais apresentam-se mais expressivos e conclusivos. 

Numa análise bastante crítica feita por Fritsche (2006), importantes diferenças nos estudos 

com animais e humanos devem ser levadas em consideração, podendo ser essa a razão da 

discrepância observada nos resultados. Primeiramente, a heterogeneidade genética pode 

interferir nos efeitos dos PUFAs n-3, e essa variação genética é muito maior numa população 

humana do que em animais de laboratórios. Adicionalmente, enquanto em estudos com 

animais a alimentação basal pode ser completamente controlada, em humanos esse controle 

acaba sendo muito pequeno ou até mesmo inexistente. Além disso, a maioria dos estudos em 

animais inicia a suplementação com PUFAs n-3 antes do desenvolvimento da doença (seja ela 

inflamatória ou infecciosa), enquanto que em humanos os testes são desenvolvidos em 

pacientes que já tem a doença estabelecida. 

São conhecidos alguns mecanismos da modulação da resposta imune pelos PUFAs n-

3, como a alteração da composição e função das membranas de células do sistema 

imunológico, modificação no padrão de eicosanóides produzidos, mudanças no perfil de 

citocinas, regulação da expressão gênica e diminuição da proliferação de linfócitos T (de 

PABLO & CIENFUEGOS, 2000). 

A suplementação com óleo de peixe aumenta a proporção de EPA e DHA nos 

fosfolipídeos das membranas de células inflamatórias, com consequente redução na 

quantidade do PUFAs n-6 ácido araquidônico. Os PUFAs n-3 inibem competitivamente a 

formação de eicosanóides pelas enzimas cicloxigenase e lipoxigenase a partir do ácido 

araquidônico, sendo produzidos, a partir dos PUFAs n-3, prostaglandinas e tromboxanos da 

série 3 e leucotrienos da série 5, sendo que esses eicosanóides apresentam menor atividade 
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inflamatória. Uma vez que a produção de citocinas é regulada por eicosanóides derivados do 

ácido araquidônico, e os PUFAs n-3 afetam a produção desses eicosanóides, espera-se que os 

PUFAs n-3 afetem a produção de citocinas (CALDER, 2002). 

NF-κB é um fator de transcrição nuclear envolvido na regulação positiva de genes de 

citocinas inflamatórias, moléculas de adesão e cicloxigenase (CHEN, CASTRANOVA & 

SHI, 2001). Os PUFAs n-3 diminuem a atividade desse fator de transcrição nuclear. Esse 

efeito pode ser por inibição da fosforilação da subunidade IκB (CALDER, 2012) ou através 

da alteração na formação de rafts lipídicos, impedindo que proteínas sinalizadoras fiquem 

próximas ao receptor TLR4, não ocorrendo a sua sinalização e consequente ativação do NF-

κB (WONG et al., 2009, CHAPKIN et al., 2009). 

Estudos em culturas de células mostraram que a suplementação com PUFAs n-3 

suprime a capacidade de monócitos sintetizarem Interleucina 1 (IL-1) e Fator de Necrose 

Tumoral alfa (TNF-α) (SIMOPOULOS, 2002; ZHAO et al., 2004), como também a produção 

de IL-6 e IL-8 por células do endotélio venoso (de CATERINA et al., 1994; CALDER, 2006). 

Considerando que a IL-1 e o TNF-α são importantes mediadores da inflamação, a redução 

nessas citocinas contribui para melhorar sintomas inflamatórios de pacientes que fazem uso 

de suplementos com PUFAs n-3. O consumo de PUFAs n-3 também está associado com uma 

significante diminuição na produção in vivo de IL-12 e interferon-gama (INF-γ) (FRITSCHE, 

BYRGE & FENG, 1999; PUERTOLLANO et al., 2005). Zhang & Fritsche, em 2004, 

mostraram que macrófagos tratados com DHA diminuem a produção de IL-12 de maneira 

independente de PPARγ. 

O TNF-α é uma citocina que aparece rapidamente após infecções ou lesões, tendo 

um papel fundamental no combate a patógenos invasores. Contudo, a produção excessiva de 

TNF-α está relacionada com mortalidade e morbidade na sepse, meningite e malária. Embora 

grande parte dos estudos envolvendo a modulação do TNF-α pelo tratamento com PUFAs n-3 

indiquem um efeito supressivo do tratamento sobre essa citocina, é importante considerar que 

a sensibilidade aos efeitos supressivos dos PUFAs n-3 na produção de TNF-α está ligada ao 

nível inerente de produção de citocinas pelas células antes da suplementação e aos 

polimorfismos encontrados no gene codificador do TNF-α (GRIMBLE et al., 2002).  

Dessa forma, alguns trabalhos relatam aumento de citocinas diante do tratamento 

com PUFAs n-3. Blok e colaboradores (2002) relataram aumento na produção de TNF-α por 
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macrófagos estimulados in vitro com LPS. Takeda e colaboradores (1995) mostraram que a 

suplementação com óleo de peixe em camundongos infectados por T. cruzi e 

consequentemente estimulados com LPS resulta num aumento nos níveis séricos de TNF-α. 

O estudo de 1992 de Blok e colaboradores mostrou que a suplementação com óleo de peixe 

na infecção experimental por Klebsiella pneumoniae e na infecção cerebral por Plasmodium 

berghei leva ao aumento na produção ex vivo de TNF-α e IL-1α por macrófagos estimulados 

com LPS. Além desses, Puertollano e colaboradores (2005) mostraram que o tratamento in 

vivo com óleo de peixe aumentou os níveis plasmáticos de TNF-α em camundongos 

infectados por Listeria Monocytogenes nas primeiras 24h de infecção, sendo menor nos 

tempos posteriores. 

Como já dissemos, o NO constituí um importante mediador citotóxico de células 

imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patógenos e células tumorais. Macrófagos tratados 

com DHA e estimulados com LPS apresentaram redução na produção de NO, assim como 

menor expressão da enzima iNOS, provavelmente por interferência nas vias de sinalização 

intracelulares associadas com a regulação da iNOS (AMBROZOVA, PEKAROVA & 

LOJEK, 2009). Também Khair-El-Din e colaboradores (1996) já demonstraram que DHA 

diminui a produção de NO por macrófagos estimulados in vitro com IFN-γ e LPS. De Lima e 

colaboradores (2006) relataram que baixas doses de PUFAs n-6 e n-3 (entre eles o DHA e o 

EPA) estimulam a produção de NO em macrófagos estimulados com LPS, enquanto que altas 

doses dos PUFAs diminuem a síntese do NO nessas células.  

O único trabalho publicado até hoje relacionando a suplementação oral com PUFAs 

n-3 e a infecção por T. cruzi foi publicado por Takeda e colaboradores em 1995. Nesse estudo 

os autores mostraram que a administração oral de óleo de peixe induz altos níveis séricos de 

TNF-α em camundongos infectados por T. cruzi, mas diferenças na infectividade não foram 

observadas entre camundongos infectados e suplementados/infectados.  

O impacto da dieta com PUFAs n-3 na trombocitopenia e leucopenia na infecção por 

T. cruzi não foi até agora investigada. Dessa forma, torna-se pertinente o estudo dos efeitos 

dos PUFAs n-3 no perfil hematológico e na resistência/suscetibilidade de camundongos 

C57BL/6 à infecção por T. cruzi, sendo esse um modelo animal de resistência à virulenta cepa 

Y de T. cruzi. 
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2.  OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Investigar o efeito imunomodulador da suplementação oral prolongada em 

camundongos C57BL/6 com óleo de peixe – fonte de PUFAs n-3 – durante a fase aguda da 

infecção por T. cruzi (cepa Y). 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

Avaliar o efeito da suplementação oral prolongada com óleo de peixe – fonte de 

PUFAs n-3 - em camundongos C57BL/6, protótipo de resistência para a cepa Y de T. cruzi, 

por meio da análise dos seguintes parâmetros:  

• Massa relativa dos animais e do baço;  

• Quantificação de colesterol plasmático total; 

• Quantificação da celularidade esplênica; 

• Análise dos parâmetros hematológicos (hematócrito, reticulócitos, contagem de 

leucócitos e de plaquetas e contagem de células totais da medula óssea); 

• Determinação da carga parasitária sanguínea e do tecido cardíaco, 

• Determinação da taxa de sobrevida dos animais; 

• Quantificação de óxido nítrico (NO) no plasma e tecido cardíaco; 

• Quantificação do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) produzidos por células 

esplênicas estimuladas por antígenos totais do T. cruzi (Cepa Y). 
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3 ARTIGO 

 

Fish oil supplementation ameliorates leukopenia and thrombocytopenia and modulates 

nitric oxide and TNF-α status in the acute phase of Trypanosoma cruzi infection. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Maria Isabel Lovo Martins 

Phileno Pinge Filho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

A ser submetido para publicação



45 

 

 

Research Paper   

 

Fish oil supplementation ameliorates leukopenia and 
thrombocytopenia and modulates nitric oxide and TNF-α 
status in the acute phase of Trypanosoma cruzi infection. 
 
Maria I. Lovo-Martins1, Aparecida D. Malvezi1, Rosiane V. da Silva1, Nagela G. Zanluqui1, 

Vera L.H.Tatakihara1, Ana P. Ligeiro de Oliveira2, Jean P. S. Peron2, Kevin L. Fritsche3, 

Phileno Pinge-Filho1* 

 

1Department of Pathological Sciences, Biological Sciences Center, State University of 
Londrina, Londrina, Paraná, Brazil. 

2Departmento of Immunology, Institute of Biomedical Sciences IV, University of São Paulo, 
São Paulo, Brazil 

 3Department of Animal Sciences, University of Missouri, Columbia, Missouri, USA 

 
 
 
Corresponding author: Phileno Pinge-Filho Ph.D., Departamento de Ciências Patológicas, 
Centro de Ciências Biológicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86051-970, 
Londrina, Paraná, Brasil. E-mail address: pingefilho@uel.br (Pinge-Filho, P.), Tel: + 55 43 
3371-4267; Fax: + 55 43 3371-4465  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



46 

 

 

Abstract 

 Omega-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) supplementation has been reported 

to reduce inflammation and in some circumstances diminish infectious disease resistance in 

rodents. We investigated whether supplementation with fish oil, a source of n-3 PUFAs 

impairs host resistance against Trypanosoma cruzi, the causal agent of Chagas’ disease.  

C57BL/6 were supplemented  (0.6% v/w) by gavage with phosphate buffer saline (PBS), corn 

oil (CO) or fish oil (FO) for 15 days prior to T. cruzi challenge and throughout the course of 

the infection. In this study, we observed an increase in spleen weight and cellularity and a 

tendency for a reduced weight loss in the infected-FO supplemented mice. Importantly, FO 

supplementation in infected mice improved platelets and leukocytes counts, decreased heart 

parasitism, decreased nitric oxide production in plasma and cardiac tissue, and increased 

TNF-α production by spleen cells stimulated with parasite antigen. These data indicate the 

potential of FO supplementation to attenuate the clinical course of T. cruzi infection in mice.   

Keywords:  Chagas’ disease; infection; thrombocytopenia; leukopenia; fish oil; nitric oxide; 

tumor necrosis factor-alpha; omega-3 fatty acids 

 

Introduction 

The flagellated protozoa Trypanosoma cruzi is the causal agent of Chagas’ disease 

(CD) or American tripanosomiasis, an important public health problem, still a major cause of 

morbidity in Latin America over a century after its discovery by Brazilian physician Carlos 

Ribeiro Justiniano das Chagas (Chagas, 1909). 

T. cruzi infection in human (Miguel et al., 2011) and mouse models is manifested with 

anemia (Cardoso & Brener, 1980; Repka et al., 1985), which can be reversed by 
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administration of the trypanocidal drug nifurtimox (Marcondes et al., 2000). The anemia is 

associated with erythrocyte oxidative stress (Malvezi et al., 2004) and decreased iron levels in 

infected mice (Estevam et al., 2012). In addition, anemia indicates reactivation of CD in heart 

transplant recipients (Theodoropoulos et al., 2010). The high mortality in acute T. cruzi 

infection is associated with low numbers of circulating platelets and leukocytes as well as 

bone marrow hypoplasia (Marcondes et al., 2000; Malvezi et al., 2004). Furthermore, the 

production of NO and TNF-α appears to be critical in establishing resistance to T. cruzi 

infection in mice (Silva et al., 1995). 

Fatty acids can markedly modulate immunological responses (Anderson & Fritsche, 

2004; Fritsche, 2006).  Evidence indicates that fish oil rich in n-3 polyunsaturated fatty acids 

(PUFAs) affects selective aspects of cellular immunity (Anderson & Fritsche, 2002). In some 

circumstances, fish oil feeding can lead to an impairment in host resistance to bacterial 

infection (Fritsche et al., 1997; Fritsche et al., 2005).  Interestingly, fish oil feeding does not 

affect in vivo development and function of pathogen-specific CD4+ and CD8+ 

effector/memory T cells in mice (Irons et al., 2005). 

 An early investigation concerning the relationship between PUFAs and T. cruzi 

infection (Takeda et al., 1995) showed that oral administration of fish oil induced high levels 

of circulating TNF-α in T. cruzi infected mice, but no differences in infectivity were observed 

from fish oil administration.  

The impact of dietary lipids on thrombocytopenia and leukopenia in T. cruzi infection 

has not been investigated. Therefore, the purpose of this study was to investigate the effects of 

n-3 PUFAs on anemia and resistance to T. cruzi infection in C57BL/6 mice, a prototypical 

resistant host to a virulent strain Y of T. cruzi (Trischmann, 1986; Malvezi et al., 2004; 

Hideko Tatakihara et al., 2008; Estevam et al., 2012). 
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Material and methods  

 

Mice, parasites and infection 

All animal procedures were performed according to the principles of the Brazilian 

Code for the Use of Laboratory Animals and were approved by the Research and Ethics 

Committee of Londrina State University (CEEA, process number 89/10- 35135.2010.85).  

C57BL/6 male and female mice were obtained from CEMIB/UNICAMP (Campinas, 

São Paulo, Brazil). Swiss male mice were obtained from the breeding colonies of the animal 

facility of the Center for Biological Sciences, Londrina State University (Londrina, Paraná, 

Brazil). All mice used in the experiments were 7-12-week-old mice. The mice were 

maintained under standard conditions in the animal facility in the Department of Pathological 

Sciences, Center for Biological Sciences, Londrina State University. Commercial rodent diet 

(Nuvilab-CR1, Nuvital, Campo Mourão, Brazil) and sterilized water were available ad 

libitum. 

T. cruzi Y strain (Silva & Nussenzweig, 1953) was maintained by weekly 

intraperitoneally trypomastigotes inoculations into Swiss mice. Parasite-rich blood was 

appropriately diluted in 0.01 M phosphate-buffered saline. C57BL/6 mice were infected with 

5 x 103 blood trypomastigotes. 

 

T. cruzi antigen preparation (Tc-Ag) 

T. cruzi tissue-culture trypomastigotes antigen (Tc-Ag) was prepared from parasites 

harvested from infected monolayers of LLC-MK2 cells (American Type Culture Collection, 

ATCC) and submitted to 10 cycles of freezing and trawing, as previously describe (Curotto-

de-Lafaille et al., 1990). Aliquots were stored at -20° C until used. 
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PUFAs 

Fish oil (FO) from menhaden fish are a rich source of n-3 PUFAs (Sigma Chem. Co. 

F8020). The n-3 PUFAs present in this oil correspond to 18-30% of total fatty acids, with 10-

15% of eicosapentaenoic acid (20:5 n-3) and 8-15% of docosahexaenoic acid (22:6 n-3), 

while the n-6 PUFAs linoleic acid (18:2 n-6) and arachidonic acid (20:4 n-6) acid are present 

in low amounts, accounting together less than 6% of total fatty acids. This oil also has 5-12% 

of oleic acid (18:1 n-9), a monounsaturated fatty acid (MUFA). 

Corn oil (CO) (Sigma Chem.Co. C8627) it is a fat source rich in n-6 PUFAs, but with 

less than 1.5% n-3 PUFA, specifically linolenic acid (18:3 n-3). The n-6 PUFA linoleic acid 

(18:2 n-6) present in this oil typically ranges from 49-52% of total fatty acids, while oleic acid 

(18:1 n-9) makes up 20-42.2%.  

 

PUFAs supplementation 

 Starting at 15 days before T. cruzi infection until the day of experiment, C57BL/6 

mice (all with body weight between 18-24 g) were supplemented daily, between 12:00 p.m. 

and 2:00 p.m, by gavage with: 1) Phosphate buffer saline (PBS), (0.6% V/W- mL per 100g 

body weight), as control group; 2) Corn oil (CO), (0.6% V/W); 3) Fish oil (FO), (0.6% V/W) 

(Wang et al., 2007). All animals were fed with normal lab chow (Nuvilab-CR1, Nuvital, 

Campo Mourão, Brazil) and sacrificed at different days post-infection (dpi). The 

supplementation with either of the oils has provided the mice between 0.9 – 1.16 kcals per 

day.  Thus, the daily fat supplementation has accounted for ~10% of the total caloric intake in 

these mice. 

 

 



50 

 

 

Parasitemia, survival rates and body weight 

Blood parasitemia was assessed under standardized conditions by direct microscopic 

observation at 400 x magnification of 50 fields in 5 µl of heparinized tail venous blood on 

alternate days from the third day after T. cruzi infection. Data were expressed as the number 

of parasites/mL (Brener, 1962). Survival rates and body weight of control and experimental 

groups of mice were evaluated daily until 30 dpi. 

 

Spleen, heart and hematological analysis     

The mice were anesthesized with ether, and blood was taken by cardiac puncture with 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) needles and syringes. The animals were killed by 

neck dislocation; spleens and hearts were removed and weighed.  

Leukocytes, platelets and reticulocytes were counted by standard methods (Dacie & 

Lewis, 1994). In each case, the plasma was separated and stored at -20°C until used. 

Hematocrits were obtained by microcentrifuging capillary tubes filled with blood (Bain, 

1997). Bone marrow was obtained from both femora of each mouse by flushing the femur 

shafts with 3 mL of ice-cold PBS, as previously describe (Tadokoro et al., 2001). The total 

number of cells nucleated collected was determined by manual hemacytometer count. The 

effect of CO and FO on spleen weight, blood cells count and cellularity in the bone marrow 

were determined in uninfected and infected C57BL/6 mice at different times (i.e., days 5, 7 

and 12) after T. cruzi infection. 

  

Cell Cultures  

 Spleen cells were harvested from infected mice at different times of infection or from 

normal C57BL/6 female and male mice, depleted of erythrocytes by hypotonic lysis with 



51 

 

 

distilled water and resuspended in RPMI, supplemented with: 10 mM Hepes, 2.0 mM L-

glutamine, 0.55 mM arginine, 1 mM pyruvate, 43 mM NaHCO3, penicillin and streptomycin 

(100 U/mL and 100 µg/mL, respectively) (Sigma Chemical Co.), Tylosin (1mg/mL, Sigma 

Chemical Co) and 10% FCS (Invitrogen). Spleen cells from normal and infected mice 

supplemented or not with CO or FO from the early of infection were cultured (4 x 105/ well) 

for 48-72 h in 96-well flat-bottom plates in complete medium and stimulated with Tc-Ag (4 x 

105 parasites/ well).  

 Determination of total plasma cholesterol 

The concentration of total cholesterol in the plasma was assayed using a commercial 

enzymatic kit (Laborclin, Pinhais, Paraná, Brazil, N° 90927003). Briefly, cholesterol esters 

were hydrolyzed to free cholesterol by cholesterol ester hydrolase. The free cholesterol 

produced was then oxidized by cholesterol oxidase to cholest-4-en-3-one with the 

simultaneous production of hydrogen peroxide, which oxidatively couples with 4-

aminophenazone and phenol in the presence of peroxidase to yield a chromogen with 

maximum absorption at 500 nm (Allain et al., 1974). 

 

Histological analysis of heart 

 On day 12 of infection, mice supplemented or not with CO or FO were sacrificed. 

Hearts were immediately removed and sliced transversally in two sections. One section was 

stored at -20 oC until it could be prepared for NO analyses. The remaining tissue was fixed in 

10% buffered formalin. Paraffin-embedded 5 µm sections were stained with Hematoxylin-

Eosin (HE) and analyzed by light microscopy. Cardiac parasitism was evaluated by counting 

the number of amastigotes nests that were visualized in three whole heart sections per animal, 
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at 400 x magnification for each tissue section. The results of cardiac parasitism were reported 

as the number of amastigotes nests in all three heart tissue sections (Roggero et al., 2006). 

Nitric oxide (NO) quantification 

NO concentration in plasma and heart tissue obtained from uninfected and T. cruzi-

infected mice on days 5, 7 and 12 dpi was estimated by measuring nitrite, as described 

previously (Navarro-Gonzálvez et al., 1998; Panis et al., 2011). All reagents for the nitrite 

assay were obtained from Sigma Chemical Co. 

 

TNF- α measurement 

The concentration of TNF-α in spleen cell culture supernatants were measured by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with an ELISA Ready-SET-Go! Kit 

(eBioscience, San Diego, CA) according to the manufacturer’s protocol. 

 

Statistical analysis  

 The results were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Significance 

was evaluated by analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferrroni or Tukey’s 

multiple comparison tests; all differences mentioned were significant compared to controls (p 

< 0.05). All statistical analyses were conducted with GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA). 
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Results 

Effects of fish oil supplementation on spleen, peripheral blood, bone marrow cells and 

cholesterol from uninfected mice 

 The effects of FO on spleen, peripheral blood, and bone marrow cells from uninfected 

mice are summarized in Table 1. After 30 days of supplementation with FO, experimental 

C57BL/6 mice were compared to control animals that receiving CO. FO-supplemented mice 

had significantly increase spleen weight (p < 0.01) and spleen cellularity (p < 0.05). 

Hematocrit and white blood cells (lymphocytes, granulocytes and leukocytes) counts did not 

differ between the two fat supplementation treatment groups. However, we observed a 

significant decrease in number of monocytes in FO-treated mice (p < 0.05). Bone marrow 

cellularity was increased significantly in FO-supplemented mice compared to those 

supplemented with either CO or PBS (p < 0.05). As expected, FO supplementation decreased 

total cholesterol in uninfected mice (p < 0.05).   

 

Effects of fish oil supplementation on the course of T. cruzi infection  

During the first 5 days post-infection (dpi), the degree of parasitemia was similar 

between the fat supplemented mice when compared to mice receiving PBS (Fig. 1). The 

parasitic load in the blood peaked on 7 dpi and was significantly higher in FO supplemented 

mice than in PBS- and CO-supplemented groups (p < 0.001). C57BL/6 mice developed lower 

levels of parasitemia from 9 dpi, and by 17 dpi appeared to have controlled the parasite 

burden in the blood, independent of supplementation (Fig. 1). On the 30 dpi, all mice of the 

experimental and control groups were still alive and remained so until the end of the 

experiment (i.e., 40 dpi, data not shown).  
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Fish oil supplementation ameliorates leukopenia and thrombocytopenia in the early of 

T. cruzi infection 

C57BL/6 mice infected (12 dpi) rapidly development anemia (Fig.2a and Fig.2b) 

associated with leukopenia (Fig.2c) and thrombocytopenia (Fig.2d). Hematological values 

returned to normal by 35 dpi (Fig.2). The treatment of mice with FO ameliorated the 

leukopenia (Fig. 3a, p < 0.001) and thrombocytopenia (Fig. 3b, p < 0.01) observed on 12 dpi, 

however, no significant treatment effects were observed in the reticulocytes counts, 

hematocrit and bone marrow cellularity (Table 2). In contrast to uninfected mice, FO 

supplementation did not reduce the concentration of total cholesterol in the plasma of mice 

infected with T. cruzi (data not shown).   

 

Effects of fish oil supplementation on body weight  

Changes in body weight associated with fat supplementation before and after infection 

is shown in Table 3. After 15 days of supplementation (before infection) mice supplemented 

with CO or FO had showed a tendency for a lower body weight gain (~ 2.9% and ~ 3.2%, 

respectively), when compared to the body weight gain observed in PBS-supplemented mice. 

During the infection, the supplementation with CO and FO showed a tendency to reduced 

weight loss compared to that observed in PBS-supplemented mice, on days 10 and 15 of 

infection (Table 3). 

 

Effects of Fish oil supplementation on cardiac parasitism 

Cardiac parasitism was evaluated by counting amastigotes nests in heart collected in 

12th day of infection. FO supplemented mice had fewer parasites nests in their heart tissue 

than mice supplemented with CO or PBS (Fig. 4a, p < 0.01). Additionally, the amastigote 
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nests in the heart of PBS or CO-supplemented mice were larger and better-defined compared 

to parasite nests found in FO-supplemented mice (Fig. 4b).    

 

Nitric oxide (NO) production    

It is well established that NO plays a crucial role in host resistance to T. cruzi 

infection. As expected, T. cruzi infection triggered an elevation in circulating NO (Fig.5a) and 

locally in heart tissue (Fig. 5b). Importantly, FO-supplemented mice had significantly lower 

plasma NO on 7 dpi, compared to the PBS-treated mice (Fig. 5a, p < 0.05). This difference 

was not observed in plasma on day 5 and 12 of T. cruzi infection (Fig. 5a). Similarly, 

significantly lower NO production was observed in the cardiac tissue in FO-supplemented 

mice compared to mice treated with either PBS or CO, but this was only significant on 12 dpi 

(Fig. 5b, p < 0.05).  

 

TNF- α production    

Ex vivo TNF-α production by spleen cells from infected FO-supplemented mice 

stimulated with antigen T. cruzi was elevated at 7 dpi (Fig. 6b, p < 0.01), and no differences 

were observed in FO-supplemented and uninfected mice (Fig. 6a).  

 

Discussion 

Dietary fish-oil (FO) supplementation has been shown to reduce inflammation in 

various clinical disease states and to be beneficial in experimental models of inflammation, 

bacterial and plasmodial infection (Blok et al., 1992) and unfavorable in leishmaniasis (Blok 

et al., 2002) and listeriosis (Fristche et al., 1997). In addition, literature data indicate that 

dietary n-3 fatty acids reduce prostaglandins and leukotrienes (Calder, 2004), lipids mediators 
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that play an important role in oxidative stress in host defenses against T. cruzi (Hideko 

Tatakihara, et al., 2008; Borges et al., 2009; Panis et al., 2011). So, we hypothesized that FO 

supplementation would impair the resistance of C57BL/6 mice to T. cruzi infection. 

In the course of our experiments, we observed an increase in the spleen weight in FO-

supplemented mice compared with controls (Table 1). Similar observations have been 

reported previously (Fritsche et al., 1992; Huang & Fritsche, 1992; Irons et al., 2005). This 

increase in spleen size is associated with increased cellularity, experiments with T cell-

deficient nude mice and experiments using macrophage depletion through liposomal 

dichloromethylene-biphosphonate revealed that the increase in spleen cellularity is T cell 

independent and largely due to macrophages accumulation in the spleen (Blok et al., 1996). 

Moreover, PGE2 has an important modulatory effect on hematopoiesis in mice reducing 

nucleated bone marrow and spleen cellularity, while blockade of PGE2 biosynthesis increase 

bone marrow and spleen cellularity (Gentile et al., 1983; Pelus & Gentile, 1988; Pelus, 1989). 

These data may partly explain our results obtained in the present study, since dietary 

supplementation with n-3 PUFAs in mice basically leads a decreased PGE2 production 

capacity (Calder, 2004). It is well characterized that FO ingestion lowers cholesterol 

(Kromhout et al., 1985) and as expected our data confirm this bioactivity (Table 1).   

The increase in spleen size after dietary n-3 PUFAs appeared to be accompanied by 

increased circulating concentrations of TNF-α (Blok, et al., 1996). In fact, peritoneal 

macrophages of mice fed n-3 fatty acids have increased TNF production capacity at the level 

of the single cell (Lokesh et al., 1990; Blok et al., 1992).  However, a limitation of the present 

work is our reliance on the spleen as a source of immune cells including macrophages for in 

vitro analysis.  
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Our results shown that FO supplementation provoked an increase in the levels of TNF-

α by spleen cells stimulated with trypomastigote antigen (Tc-Ag) when compared to TNF-α 

production by spleen cells from mice infected or infected and CO-supplemented stimulated 

with Tc-Ag (Fig.6 b). According, enhancement of TNF-α production was found in different 

studies with mice fed with FO (Chang et al., 1992; Lokesh et al., 1990), whereas others 

reports describe reduction of this cytokine production (Endres et al., 1989; Kremer et 

al.,1990).  

In fact, enhance of seric TNF-α production was found in T. cruzi infected C57BL/6 

mice (Takeda et al., 1995). As already mentioned, the association with the lower PGE2 

production observed in fish oil fed mice (Calder, 2004), could explain these findings. 

Reinforcing this hypothesis, we demonstrated previously that indomethacin, a potent inhibitor 

of prostaglandins (PG) synthesis, enhanced TNF-α production by spleen cell when it were 

stimulated with Tc-Ag (Pinge-Filho, et al., 1999). Blocking PG also reduced NO synthesis by 

spleen cells, indicating that PG stimulated NO production.  

Another  possibility is that FO could suppress the inducible nitric oxide synthase 

(iNOS) via inhibiting the activation of transcription factor nuclear factor (NF-kB) (Komatsu 

et al., 2003). Here, we found that FO-supplementation was associated a trend (non-

significant) to decrease of NO production by spleen cells from infected mice stimulated with 

Tc-Ag, when compared to mice which not consume FO (data not shown). However, the exact 

mechanism of this enhancement remains to be established. 

T. cruzi infection in mice is associated with anemia, thrombocytopenia, leucopenia and 

bone marrow hypoplasia (Marcondes et al., 2000; Malvezi et al., 2004; Estevam et al., 2012). 

We confirm in the present study that the C57BL/6 strain of mice infected with T. cruzi had 

transient parasitemia (Fig.1) and anemia associated with reduction in platelets and leukocytes 
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count (Fig 2). FO supplementation had no effect on anemia, but has a significant effect on 

thrombocytopenia and leukopenia manifested in the early of infection (Fig.3). However, the 

data from this study indicate that supplementation with FO by mice prior to and during T. 

cruzi infection resulted in platelets and leukocytes counts that were not significantly different 

from uninfected mice. According, anemia associated with the malaria infection was also 

alleviated by treatment com n-3 PUFAs (Kumaratilake et al., 1992). Furthermore, the 

consumption of AAFATM  (omega -3 product containing a high  concentration of EPA and 

DHA) prior or during CPT-11 (DNA topoisomerase I inhibitor) treatment was associated with 

significantly higher erythrocytes counts and a trend (non-significant) to higher white blood 

cells counts than in mice which not consume  AAFATM (Hardman et al., 2002).  

During T. cruzi infection, NO modulates the effector leukocyte machinery through 

diverse mechanisms. This process involves trypanocidal effects derived from toxic-free 

radicals (peroxinitrite) generated after NO production, as well as regulation/enhancement of 

inflammatory response induced during this type of infection (revised by Gutierrez et al., 

2009). Our data demonstrate that the FO supplementation suppresses NO production in the 

plasma and in the cardiac tissue in the early of T. cruzi infection, at 7 dpi and 12 dpi, 

respectively (Fig.6). This suppression could explain the increase in the blood parasite burden 

(on day 7 post-infection) observed in infected and FO-supplemented mice when compared to 

infected mice and CO-supplemented or receiving only PBS (Fig. 1). Interestingly, despite of 

reduction in the NO production in the heart, FO-supplemented mice had lower parasite load in 

the cardiac tissue (Fig.4a). There may be some interaction between FO and nitric oxide 

synthase (NOS) in FO-supplemented mice that suppress NO production without modulating 

total NO level or inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression. In addition, the 

functional effects of myocardial iNOS expression are controversial, and there appear to be 
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intimate feedback mechanisms between iNOS expression and NO level in different 

pathological conditions (Shimojo et al., 2006).  

In conclusion, we have shown that FO supplementation ameliorates thrombocytopenia 

and leukopenia associated with anemia in the early of T. cruzi infection and modulates the 

production of pro-inflammatory mediators: TNF-α was increased, but NO production were 

reduced. 

Clinical trials must be conducted to determine if the beneficial effects of n-3 PUFAs 

supplements seen in mice can be translated to chagasic humans undergoing therapy. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Legend of Figures 
 
 
 
Figure 1.  Effects of PUFAs supplementation on course of T. cruzi infection. From 15 days 

before of T. cruzi infection to the 30th day post-infection, C57BL/6 mice  were supplemented 

by gavage with: 1) phosphate buffer saline  (PBS), 0.6% V/W (mL per g body weight), as 

control group; 2) corn oil (CO), (0.6% V/W); 3) fish oil (FO), 0.6% V/W. C57BL/6 mice 

were infected with 5 x 103 blood trypomastigotes T. cruzi (Y strain). Parasitemia was 

quantified as trypomastigotes per milliliter of blood. Results are expressed as the mean ± 

standard error from of 5 mice per group, in an experiment representative of two similar 

experiments.  

*** p < 0.001, significant difference in parasitemia. 

 

Figure 2. Hematological values in T. cruzi infected mice. Groups of C57BL/6 mice were 

infected with 5 x 103 blood trypomastigotes T. cruzi (Y strain). We conducted measured of 

several hematological values: (a) hematocrit, (b) reticulocytes, (c) leukocytes and (d) platelets 

counts in uninfected and T. cruzi-infected mice at 5, 7, 12 and 35 dpi.Values represent the 

mean ± standard error and are representative of four independent experiments, using 5-10 

mice per group. 

** Significantly different (p < 0.01) when compared to control group (uninfected).  

*** Significantly different (p < 0.001) when compared to control group (uninfected). 
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Figure 3.  Effects of PUFAs supplementation on leukopenia and thrombocytopenia in T. cruzi 

infected mice. From 15 days before of T. cruzi infection to the 12th day post-infection, 

C57BL/6 mice were supplemented by gavage with: 1) phosphate buffer saline  (PBS), 0.6% 

V/W (mL per g body weight), as control group; 2) corn oil (CO), (0.6% V/W); 3) fish oil 

(FO), 0.6% V/W. C57BL/6 mice were infected with 5 x 103 blood trypomastigotes T. cruzi (Y 

strain). We conducted  leukocytes (a) and platelets (b) counts in T. cruzi-infected mice at 5, 7, 

and 12 dpi. Values represent the mean ± standard error and are representative of four 

independent experiments, using 5-10 mice per group.  

** Significantly different (p < 0.01) when compared to control group (PBS). 

*** Significantly different (p < 0.001) when compared to control group (PBS). 

 

Figure 4. Effects of PUFAs supplementation on amastigote nests in cardiac tissue of 

C57BL/6 mice infected with T. cruzi (day 12 after infection). From 15 days before of T. cruzi 

infection to the 12th day post-infection, C57BL/6 mice  were supplemented by gavage with: 1) 

phosphate buffer saline  (PBS), 0.6% V/W (mL per g body weight), as control group; 2) corn 

oil (CO), (0.6% V/W); 3) fish oil (FO), 0.6% V/W. C57BL/6 mice were infected with 5 x 103 

blood trypomastigotes T. cruzi (Y strain). (a) Three heart sections were counted for each 

animal and the result is expressed as mean ± standard error this three sections from five 

animals per group, and are representative of two independent experiments. (b) Cardiac tissue 

were examined by HE staining from uninfected mice (A), on day 12 after T. cruzi infection (B 

and C). Original magnifications are x400 (A and B) and x1000 (C).   

** Significantly different (p < 0.01) when compared with control group (PBS or CO 

supplemented). 
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Figure 5. Effects of PUFAs supplementation on nitric oxide (NO) production in mice infected 

with T. cruzi.  From 15 days before of T. cruzi infection to the 12th  day post-infection, 

C57BL/6 mice  were supplemented by gavage with: 1) phosphate buffer saline  (PBS), 0.6% 

V/W (mL per g body weight), as control group; 2) corn oil (CO), (0.6% V/W); 3) fish oil 

(FO), 0.6% V/W. C57BL/6 mice were infected with 5 x 103 blood trypomastigotes T. cruzi (Y 

strain). NO was estimated by measuring nitrite levels in plasma (a) and cardiac tissue (b) 

employing the cadmium-cooper system followed by Griess reaction. The results is expressed 

as mean  ± standard error from 5 animals per group, and is representative of two independent 

experiments.   

* Significantly different (p < 0.05) when compared to control group (PBS) 

*** Significantly different (p < 0.001) when compared to control group (uninfected).  

  

Figure 6. Effects of PUFAs supplementation on ex vivo production of TNF-α by spleen cells 

from mice infected with T. cruzi.  From 15 days before of T. cruzi infection to the 7th day 

post-infection, C57BL/6 mice were supplemented by gavage with: 1) phosphate buffer saline  

(PBS), 0.6% V/W (mL per g body weight), as control group; 2) corn oil (CO), (0.6% V/W); 

3) fish oil (FO), 0.6% V/W. C57BL/6 mice were infected with 5 x 103 blood trypomastigotes 

T. cruzi (Y strain). Splenocytes (4 x 105 cells/well) from uninfected or T. cruzi-infected mice 

were co-cultured with and without Tc-Ag. Supernatants were harvested after 72 h and TNF-α 

quantified in supernatants by ELISA. The results are expressed as means ± standard error of 

the mean from 3 animals per group, and is representative of two independent experiments.  

** Significantly different (p < 0.01) when compared with control group (CO).  
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Table 1  

 

Table 1. Effect of PUFAs supplementation on spleen, peripheral blood, bone marrow cells 
and cholesterol in uninfected C57BL/6 mice1 

 
Group 

  
 PBS Corn Oil Fish Oil p 
Spleen 
Spleen weight (g) 0.080 ± 0.01  0.079 ± 0.02 0.087 ± 0.01 <0.01 
Spleen cellularity (x106)   88.5 ± 9.6    96.0 ± 10.2  126.6 ± 6.3 <0.05 
 
Peripheral blood 
Hematocrit (%) 43.4 ± 2.5 43.8 ± 2.2 44.1 ± 1.3 NS 
Platelets (x104/mL) 90.2 ± 13.5 96.7 ± 15.2 86.2 ± 13.2 NS 
Reticulocytes (%) 11.0 ± 3.1 10.6 ± 1.7 8.9 ± 1.6 NS 
Leukocytes (x106/mL) 6.3 ± 1.6 5.7 ± 0.6 6.1 ± 1.7 NS 
Lymphocytes (x106/mL) 4.5 ± 1.1 4.2 ± 0.8 4.2 ± 1.2 NS 
Neutrophils (x106/mL) 0.9 ± 0.4 0.9 ± 0.3 0.8 ± 0.4 NS 
Monocytes (x106/mL) 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.2 0.2 ± 0.1 <0.05 
 
Bone Marrow 
Cellularity (x109/mL) 5.7 ± 4.5 5.5 ± 8.2 7.1 ± 1.4 <0.05 
 
Cholesterol 
Total Cholesterol (mg/dL)    73.3 ± 3.0    88.5 ± 8.4    54.5 ± 3.0 <0.01 
 
1 C57BL6 mice were supplemented daily with: 1) phosphate buffer saline (PBS), as a 
control group (0.6% V/W), 2), Corn oil, (0.6% V/W), or 3) Fish oil, (0.6% V/W) during 30 
days. Values are means ± SEM, (n= 5 mice/group). Results were analyzed by Analysis of 
Variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-test. p = significant difference from the 
fish oil mean compared to CO mean. NS = not significant (p > 0.05). 
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Table 2 
 
 
Table 2: Effects of PUFAs supplementation on spleen, peripheral blood, and bone marrow 

cells of T. cruzi infected-mice on day 12 post infection1 
 

               Group 
  

  PBS  Corn Oil  Fish Oil  p 
    
Spleen 
Relative spleen weight (g)   0.5 ± 0.03   0.5 ± 0.04   0.6 ± 0.03 <0.05 
Spleen cellularity (x106)  306 ± 44  351 ± 41  601 ± 1 <0.01 
 
Peripheral blood 
Hematocrit (%) 28.2 ± 0.7 28.1 ± 0.6 28.9 ± 0.9 NS 
Reticulocytes (%) 24.9 ± 2.5 28.0 ± 2.6 28.2 ± 2.8 NS 
Lymphocytes (x106/mL)   1.5 ± 0.1   2.6 ± 0.2   3.6 ± 0.2 <0.001 
Neutrophils (x106/mL)   0.9 ± 0.08   0.8 ± 0.07   0.9 ± 0.05  NS 
Monocytes (x106/mL)   0.2 ± 0.03    0.2 ± 0.03   0.3 ± 0.02 <0.05  
  
Bone Marrow 
Cellularity (x109/mL)   4.3 ± 0.5   4.3 ± 0.4   4.5 ± 0.3 NS 
 
1 From 15 days before T. cruzi infection to the day 12 post-infection, C57BL/6 mice were 
supplemented by gavage with: 1) phosphate buffer saline (PBS), as a control group (0.6% 
V/W); 2) Corn oil, (0.6% V/W) or 3) Fish oil, (0.6% V/W). The mice were infected with 
5 x 103 blood trypomastigotes T. cruzi (Y strain).Values are means ± SEM, (n= 5 
mice/group). Results were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA) followed by 
Bonferroni post-test. p = significant difference from the fish oil mean compared to PBS 
mean. NS = not significantly. 
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Table 3 

Table 3. Weight variation in different experimental groups compared to weights at time zero 
(first day of PUFAs supplementation)1 

 
                                 % weight variation during   % weight variation during 
 supplementation (days) infection (days) 
         Group  5 10 15 5 10 15 

 
1 From 15 days before T. cruzi infection to the day 15 post-infection C57BL/6 mice were 
supplemented by gavage with: 1) phosphate buffer saline (PBS), as a control group (0.6% 
V/W); 2) Corn oil, (0.6% V/W) or 3) Fish oil, (0.6% V/W). C57BL/6 mice were infected 
with 5 x 103 blood trypomastigotes T. cruzi (Y strain). n = 20-25 per group. Values 
represented four independent experiments. 

 

 
 

Non-supplemented/uninfected + 4.3 + 8.9 + 9.9 + 9.2 + 9.2 + 13.4 
 PBS + 3.9 + 8.5 + 10.2 + 5.4 -  6.4 -  4.4 
 CO + 1.4 + 5.1 + 7.3 + 6.1 + 2.8 + 1.4 
 FO + 1.2 + 5.1 + 7.0 + 5.9 + 1.5 + 0.3 


	Londrina
	Existem relatos sobre a participação estágio-dependente do NO na DC, indicando que esta molécula só é necessária na fase aguda da infecção (Saeftel; Fleischer & Hoerauf, 2001).
	REFERÊNCIAS
	ABRAHAMSOHN, I. A.Cytokines in innate and acquired immunity to Trypanosoma cruzi infection. Braz. J. Med. Biol. Res. 31(1):117-2, 1998.
	ALIBERTI, J. C.; CARDOSO M. A.; MARTINS, G. A.; GAZZINELLI, R. T.; VIEIRA, L. Q.; SILVA, J. S. Interleukin-12 mediates resistance to Trypanosoma cruzi in mice and is produced by murine macrophages in response to live trypomastigotes. Infect. Immun. 64...
	BASSO, B.; CERVETTA, L.; MORETTI, E.; CARLIER, Y.; TRUYENS, C. AcuteTrypanosoma cruzi infection: IL-12, IL-18, TNF, sTNFR and NO in T. rangeli-vaccinated mice. Vaccine. 22(15-16):1868-72, 2004.
	BLOODSWORTH, A.; O’DONNEL, V. B.; FREEMAN, B. A. Nitric oxide regulation of free radical- and enzyme-mediated lipid and lipoprotein oxidation. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 20(7):1707-15, 2000.
	BRENNER, Z. Biology of Trypanosoma cruzi. Annu. Rev. Microbiol. 27:347-82, 1973.
	CALDER, P. C. Dietary modification of inflammation with lipids. Proc. Nutr. Soc.  61(3):345-58, 2002.
	CANÇADO, J. R. Long term evaluation of etiological treatment of chagas disease with benznidazole. Rev. Inst. Med. Trop. 44(1):29-37, 2002.
	CARDILLO, F.; CUNHA, F. Q.; TAMASHIRO, W. M.; RUSSO, M.; GARCIA, S. B.; MENGEL, J.NK1.1+ cells and T-cell activation in euthymic and thymectomized C57Bl/6 mice during acute Trypanosoma cruzi infection. Scand. J. Immunol. 55:96-104, 2002.
	CARDILLO, F.; VOLTARELLI, J. C.; REED, S. G.; SILVA, J. S.Regulation of Trypanosoma cruzi infection in mice by gamma interferon and interleukin 10: role of NK cells. Infect. Immun. 64(1):128-34, 1996.
	CARDONI R. L.; ANTUNEZ, M. I.; MORALES, C.; NANTES, I. R. Release of reactive oxygen species by phagocytic cells in response to live parasites in mice infected with Trypanosoma cruzi. Am. J. Trop. Med. Hyg. 56(3):329-34, 1997.
	CHANDRASEKAR, B.; MELBY, P. C.; TROYER, D. A.; FREEMAN, G. L.Differential regulation of nitric oxide synthase isoforms in experimental acute chagasic cardiomyopathy. Clin. Exp. Immunol. 121(1):112-9, 2000.
	CHAPADEIRO, E. Clinical evolution and morbi-mortality in Chagas disease. Mem. Inst. Oswaldo Cruz.  94 Suppl 1:309-10, 1999.
	Chapkin, R. S.; Kim, W.; Lupton, J. R.; McMurray, D. N. Dietary docosahexaenoic and eicosapentaenoic acid: emerging mediators of inflammation. Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty Acids. 81(2-3):187-91, 2009.
	COLASANTI, M.; PERSICHINI, T.; MENEGAZZI, M.; MARIOTTO, S.; GIORDANO, E.; CALDARERA, C. M.; SOGOS, V.; LAURO, G. M.; SUZUKI, H. Induction of nitric oxide synthase mRNA expression. Suppression by exogenous nitric oxide. J. Biol. Chem. 270(45):26731-3, ...
	DE SOUZA, W. Cell biology of Trypanosoma cruzi. Int. Rev. Cytol.  86:197-283, 1984.
	DENICOLA, A.; SOUZA, J. M.; RADI, R.Diffusion of peroxynitrite across erythrocyte membranes. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 95(7):3566-71, 1998.
	ESTEVAM, M.; APPOLONI, C.R.; MALVEZI, A. D.; TATAKIHARA, V. L.; PANIS, C.; CECCHINI, R.; RIZZO, L. V.; PINGE-FILHO, P. Trypanosoma cruzi: in vivo evaluation of iron in skin employing X-ray fluorescence (XRF) in mouse strains that differ in their susce...
	FERNANDES, A. B.; NEIRA, I.; FERREIRA, A. T.; MORTARA, R. A. Cell invasion by Trypanosoma cruziamastigotes of distinct infectivities: studies on signaling pathways. Parasitol. Res. 100(1):59-68, 2006.
	HoteZ, P. Enlarging the "Audacious Goal": elimination of the world's high prevalence neglected tropical diseases. Vaccine. 30(29) Suppl 4, 2011.
	Massad, E. The elimination of Chagas' disease from Brazil. Epidemiol. Infect. 136(9):1153-64. 2008.
	Meylan, E.; Tschopp, J.; Karin, M. Intracellular pattern recognition receptors in the host response. Nature. 6;442(7098):39-44, 2006.
	MORI, M.; GOTOH, T. Arginine metabolism: enzymology, nutrition, and clinical significance. J. Nutr. 134(10 Suppl):2741S-2897S, 2004.
	Naviliat, M.; Gualco, G.; Cayota, A.; Radi, R. Protein 3-nitrotyrosine formation during Trypanosoma cruzi infection in mice. Braz. J. Med. Biol. Res. 38(12):1825-34, 2005.
	ZINGALES, B.; MILES, M. A.; CAMPBELL, D. A.; TIBAYRENC, M.; MACEDO, A. M.; TEIXEIRA, M. M.; SCHIJMAN, A. G.; LLEWELLYN, M. S.; LAGES-SILVA, E.; MACHADO, C. R.; ANDRADE, S. G.; STURM, N. R.The revised Trypanosoma cruzisubspecific nomenclature: rational...
	Maria Isabel Lovo Martins
	Phileno Pinge Filho
	A ser submetido para publicação
	Fish oil supplementation ameliorates leukopenia and thrombocytopenia and modulates nitric oxide and TNF-α status in the acute phase of Trypanosoma cruzi infection.
	Acknowledgements
	The authors thank Mr Jesus A. Vargas and Adernaldo dos Santos for excellent technical assistance and Dr. Ana Lucia Dias by support to obtain the images from cardiac tissue. Maria Isabel Lovo Martins, Rosiane V. da Silva and Nagela G. Zanluqui, were s...

	Chang HR, Arsenijevic D, Pechère JC, Piguet PF, Mensi N, Girardier L & Dulloo AG (1992) Dietary supplementation with fish oil enhances in vivo synthesis of tumor necrosis factor. Immunol Lett 34:13-17.
	Endres S, Ghorbani R, Kelley VE, Georgilis K, Lonnemann G, van der Meer JW, Cannon JG, Rogers TS, Klempner MS & Weber PC (1989) The effect of dietary supplementation with n-3 polyunsaturated fatty acids on the synthesis of interleukin-1 and tumor necr...
	Fritsche KL, Shahbazian LM, Feng C & Berg JN (1997) Dietary fish oil reduces survival and impairs bacterial clearance in C3H/Hen mice challenged with Listeria monocytogenes. Clin Sci (Lond) 92:95-101.
	Kumaratilake LM, Robinson BS, Ferrante A & Poulos A (1992) Antimalarial properties of n-3 and n-6 polyunsaturated fatty acids: in vitro effects on Plasmodium falciparum and in vivo effects on P. berghei. J Clin Invest 89:961-967.
	Roggero E, Pérez AR, Tamae-Kakazu M, Piazzon I, Nepomnaschy I, Besedovsky HO, Bottasso OA & del Rey A (2006) Endogenous glucocorticoids cause thymus atrophy but are protective during acute Trypanosoma cruzi infection. J Endocrinol 190:495-503.
	Silva JS, Vespa GN, Cardoso MA, Aliberti JC & Cunha FQ (1995) Tumor necrosis factor alpha mediates resistance to Trypanosoma cruzi infection in mice by inducing nitric oxide production in infected gamma interferon-activated macrophages. Infect Immun 6...

