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RESUMO 

 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, foi descoberta em 1909, 

mas continua sendo um sério problema de saúde pública e econômico em muitos países da 

América Latina, com aproximadamente 8 milhões de pessoas infectadas em todo o mundo. 

Durante a fase crônica da doença, os indivíduos podem ser classificados nas formas clínicas 

indeterminada (IND), caracterizada pela ausência de sintomas, ou cardíaca (CARD) quando as 

manifestações clínicas resultam em danos progressivos ao miocárdio. Os mecanismos 

envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doença de Chagas são ainda pouco 

compreendidos, entretanto, o estudo da resposta imune é crucial para determinar a evolução da 

doença. As moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 expressas por monócitos e suas 

subpopulações apresentam um papel fundamental na ativação de linfócitos, e dessa forma, da 

resposta imune adaptativa subsequente. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o papel das 

moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 em monócitos e suas subpopulações no 

direcionamento das diferentes subpopulações de linfócitos T CD4+ (Th1, Th2, Th17, Treg), 

após estímulo in vitro com antígeno de T. cruzi, nas diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas. Os resultados demonstraram maior expressão de CD86 em todas as subpopulações de 

monócitos apenas em IND em comparação com o grupo NI. Após estimulação com T. cruzi, 

pacientes IND também apresentaram maior frequência de linfócitos T CD4+CTLA-4+ quando 

comparado aos indivíduos NI. Por análise de regressão linear observamos associação entre 

CD80 e CD28, e entre CD86 e CTLA-4, com uma alta proporção de células Treg em pacientes 

IND. Posteriormente, avaliamos o papel de CD80 e CD86 no direcionamento das 

subpopulações Th1, Th2, Th17, Treg através de um ensaio utilizando bloqueio para os 

receptores CD80 ou CD86 em cultura com PBMC de indivíduos NI, IND e CARD. 

Demonstramos redução na frequência de linfócitos Treg CTLA-4+ em cultura anti-CD86 

apenas no grupo IND. Além disso, Treg apresentou maior expressão de CTLA-4 quando 

comparado às outras subpopulações. Verificamos aumento na frequência de Th1 CD28+ na 

presença de anticorpo anti-CD86, assim como maior frequência de Th2 e Th17 no grupo 

CARD. Observamos que na presença de anti-CD80 ocorria aumento da frequência de linfócitos 

de Treg e Treg CTLA-4+, enquanto anti-CD86 reduzia a frequência dessas populações apenas 

no grupo IND. Em pacientes CARD, anti-CD80 leva à redução da frequência de linfócitos Treg 

e Treg CTLA-4+, e a presença de anti-CD86 leva ao aumento de Treg CTLA-4+. Verificamos 

que na presença de anti-CD86, CD80 pode estar relacionada com a expressão de CTLA-4 

expressos por Th2 e Th17 e CD80 apresenta correlação negativa apenas com CTLA-4 em Treg 

do grupo IND. Finalmente, avaliamos atuação das moléculas CD80 e CD86 no 

desenvolvimento da resposta imune mediada por linfócitos T CD8+ e T CD8+ reguladores. 

Observamos maior frequência de linfócitos CD8+ Treg CD28+ em pacientes CARD e de CD8+ 

Treg, CD8+ Treg IL-10+ e CD8+ Treg CTLA-4+ no grupo IND. Observamos correlação negativa 

entre CD8+ Treg CD28+ com monócitos na cultura anti-CD80 e entre CD8+ Treg CTLA-4+ com 

monócitos patrulhadores na cultura anti-CD86. Concluímos que os linfócitos Th2 e Th17 

podem ser ativados através da interação entre os receptores CD80/CTLA-4 em pacientes 

assintomáticos e sugerimos que linfócitos Th1 são ativados por meio da interação entre os 

receptores CD80/CD28 em pacientes CARD. Além disso, propusemos que o receptor CD86 

possa estar envolvido na imunorregulação pela sua associação com CTLA-4, sendo decisivo na 

ativação de linfócitos Treg apenas pacientes assintomáticos. Todavia, células Treg de pacientes 

CARD podem ser ativadas de forma alternativa, via interação entre os receptores CD80/CTLA-

4. Assim, concluímos que CD86 é uma molécula chave na interação com CTLA-4 e ativação 

dos linfócitos reguladores principalmente em pacientes assintomáticos, podendo representar 

uma nova estratégia para controlar a inflamação e os danos teciduais em pacientes com doença 

de Chagas. 
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ABSTRACT 

 

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, was discovered in 1909, but 

remains a serious public and economic health problem in many countries in Latin America, 

with approximately 8 million people infected worldwide. During the chronic phase of the 

disease, individuals can be classified as indeterminate clinical forms (IND), characterized by 

the absence of symptoms, or cardiac (CARD) when the clinical manifestations result in 

progressive damage to the cardiac tissue. The mechanisms underlying the development of 

severe forms of Chagas disease remain poorly understood, however, the study of the immune 

response is crucial to determine the evolution of the disease. CD80 and CD86 co-stimulatory 

molecules expressed by monocytes and their subsets induce lymphocyte activation, thereby 

triggering the subsequent adaptive immune response. The aim of this work was to evaluate the 

role of CD80 and CD86 co-stimulatory molecules in monocytes and their subsets in targeting 

the different CD4+ T lymphocytes subsets (Th1, Th2, Th17, Treg), after in vitro stimulation 

with T. cruzi, in the different clinical forms of Chagas disease.The results showed high CD86 

expression in all monocyte subsets only in IND compared to the NI group. After T. cruzi 

stimulation, IND also showed high frequency of CD4+CTLA-4+ T lymphocytes when compared 

to NI individuals. By linear regression analysis we observed an association between CD80 and 

CD28, and between CD86 and CTLA-4, with a high proportion of Treg cells in IND patients. 

Next, we evaluated the role of CD80 and CD86 in targeting the Th1, Th2, Th17, Treg subsets 

through an assay using blockade for CD80 or CD86 in PBMC from NI, IND and CARD 

individuals. We demonstrated reduction in the frequency of CTLA-4+ Treg lymphocytes in anti-

CD86 culture only in IND group. In addition, Treg showed higher expression of CTLA-4 when 

compared to other subsets. We found an increase of Th1 CD28+ frequency in the presence of 

anti-CD86 antibody, as well as a higher frequency of Th2 and Th17 in the CARD group. We 

observed that in the presence of anti-CD80 there was an increase in the Treg and Treg CTLA-

4+frequency, while anti-CD86 reduced the frequency of these populations only in the IND 

group. In CARD patients, anti-CD80 leads to a reduction of Treg and Treg CTLA-4+ frequency, 

and the presence of anti-CD86 leads to an increase in Treg CTLA-4+. We found that in the 

presence of anti-CD86, CD80 may be related to CTLA-4 expressed by Th2 and Th17, however 

CD80 presents a negative correlation only with the CTLA-4 by Treg cells of the IND group. 

Finally, we evaluate the role of CD80 and CD86 molecules in the development of the immune 

response mediated by T CD8+ and CD8+ regulatory T lymphocytes. We showed a higher 

frequency of CD8+Treg CD28+ in CARD patients and, CD8+Treg, CD8+Treg IL-10+ and 

CD8+Treg CTLA-4+ in the IND group. We observed a negative correlation between CD8+Treg 

CD28+ with monocytes in anti-CD80 culture and, between CD8+Treg CTLA-4+ with patrolling 

monocytes in anti-CD86 culture. We conclude that Th2 and Th17 lymphocytes can be activated 

through the interaction between CD80/CTLA-4 receptors in asymptomatic patients and we 

suggest that Th1 lymphocytes are activated through the interaction between CD80/CD28 in 

CARD patients. In addition, we proposed that the CD86 receptor may be involved in 

immunoregulation due to its association with CTLA-4, being decisive in the activation of Treg 

lymphocytes only in asymptomatic patients. However, Treg cells from CARD patients can be 

activated alternatively via interaction between CD80/CTLA-4 receptors. Therefore, we 

concluded that CD86 is a key molecule in the interaction with CTLA-4 and activation of 

regulatory lymphocytes, mainly in asymptomatic patients, and may represent a new strategy to 

control inflammation and tissue damage in patients with Chagas disease. 
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A doença de Chagas causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi é considerada uma 

entre as 17 doenças negligenciadas, com aproximadamente 8 milhões de pessoas infectadas 

em todo o mundo (WHO, 2015, 2020). O aumento da morbidade em regiões não endêmicas 

tem recebido grande atenção atualmente devido à migração de indivíduos infectados para 

áreas não endêmicas e também pela ressurgência da transmissão em países endêmicos 

(Andrade et al., 2014). 

Durante a fase crônica da patologia, a maioria dos pacientes não desenvolvem 

sintomas clínicos específicos da doença, podendo continuar assintomáticos durante toda a vida 

(Prata, 1990). Entretanto, aproximadamente 30% dos indivíduos desenvolvem a cardiopatia 

chagásica crônica, que é a manifestação clínica de maior relevância em consequência da 

infecção pelo T. cruzi, podendo ser fatal para os indivíduos acometidos (Prata, 1990; Ribeiro 

& Rocha, 1998; Frade et al., 2013; Álvares et al., 2014;  Nogueira et al., 2014; Malik et al., 

2015a). 

Mesmo após 111 anos da primeira descrição do T. cruzi, os mecanismos envolvidos 

no desenvolvimento das formas graves da doença ainda são pouco compreendidos, podendo 

envolver os seguintes fatores: cepa, virulência, carga parasitária, via de infecção e a resposta 

imune do hospedeiro (Andrade et al., 2002; Barreto-de-Albuquerque et al., 2015; Morrot et 

al., 2016). 

O direcionamento da resposta imune, especialmente a associação entre a resposta 

imune inata/adaptativa, constitui um mecanismo importante para determinar a evolução da 

doença (Savino et al., 2007; Chaves et al., 2016). As moléculas de co-estimulação CD80 e 

CD86 presentes nos monócitos e suas subpopulações são de extrema importância em 

promover a ativação de células T CD4+ através da interação com os receptores CD28 e CTLA-

4 e podem estar relacionadas com o direcionamento das suas diferentes subpopulações 

resultando em células efetoras dos tipos Th1, Th2, Th17 ou Treg (Teixeira et al., 2011). 

Embora muitos trabalhos tenham contribuído para o esclarecimento da fisiopatologia 

da doença de Chagas, os mecanismos que expliquem a evolução cardíaca da doença e a 

distinção das manifestações clínicas ainda não foram totalmente estabelecidos. Considerando 

a importância das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 na geração da resposta 

adaptativa induzida pelo T. cruzi, o presente trabalho traz um maior entendimento sobre a 

imunopatologia contribuindo para o esclarecimento do estabelecimento das diferentes formas 

clínicas da doença de Chagas.  
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2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o papeldas moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 em monócitos e suas 

subpopulações no direcionamento das diferentes subpopulações de linfócitos T CD4+ (Th1, 

Th2, Th17, Treg), após estímulo in vitro com antígeno de T. cruzi, nas formas 

clínicasindeterminada e cardíaca da doença de Chagas. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Caracterizar a população de monócitos e suas subpopulações em pacientes com as 

formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença de Chagas após estimulação in vitro 

com antígenos do T. cruzi. 

 

2. Avaliar o perfil funcional dos monócitos e suas subpopulações através da expressão dos 

seguintes maracadores: TLR-2, TLR-4, TLR-9, HLA-DR, CD80, CD86, IL-10 eIL-12, 

em pacientes com as formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença de Chagas 

após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi. 

 

3. Caracterizar as subpopulações de linfócitos Th1, Th2, Th17 e Treg, através dos fatores 

de transcrição Tbet, GATA3, RORγT e FOXP3, respectivamente, em pacientes com as 

formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença de Chagas após estimulação in vitro 

com antígenos do T. cruzi. 

 

4. Avaliar a expressão das moléculas CD25, CD28 e CTLA-4 nos linfócitos T CD4+totais, 

assim como a expressão das citocinas IFN-γ, IL-4, IL-17 e IL-10 pelos linfócitos Th1, 

Th2, Th17 e Treg, respectivamente, em pacientes com as formas clínicas indeterminada 

e cardíaca da doença de Chagas após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi. 

 

5. Avaliar o efeito do bloqueio de CD80 e CD86 nas células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) de pacientes com asformass clínica indeterminada e cardíaca da 

doença de Chagas após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi:  

▪ a frequência de linfócitos Th1, Th2, Th17 e Treg, assim como a 

expressão das citocinas IFN-γ, IL-4, IL-17 e IL-10, respectivamente; 
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▪ a expressão das moléculas CD28 e CTLA-4 nos linfócitos totais e suas 

subpopulações Th1, Th2, Th17 e Treg; 

▪ o papel das moléculas de co-estimulação CD80 e CD86 em monócitos e 

suas subpopulações na ativação das subpopulações de linfócitos T CD4+ 

e no direcionamento de um perfil pró-inflamatório/imunomodulatório; 

▪ a frequêcia de linfócitos T CD8+ e linfócitos T CD8+ regulatórios, assim 

como a expressão moléculas CD28 e CTLA-4 por essas células; 

▪ o papel das moléculas de co-estimulação CD80 e CD86 em monócitos e 

suas subpopulações na ativação dos linfócitos T CD8+ e dos linfócitos 

CD8+Treg. 
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A descoberta da doença de Chagas, também conhecida como Tripanossomíase 

Americana, por Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas em 1909 foi considerada uma das maiores 

e bem-sucedidas conquistas em toda a história da medicina tropical (Coura & Borges-Pereira, 

2010; Dias et al., 2016). Carlos Chagas descobriu o agente etiológico, sendo um protozoário 

flagelado pertencente à espécie Trypanossoma cruzi, os hospedeiros intermediários e 

definitivos, a transmissão vetorial e os principais sinais clínicos desencadeados pela infecção 

(Chagas, 1909). Entretanto, mesmo 111 anos após sua descoberta, a doença de Chagas continua 

sendo um sério problema de saúde pública e econômico em muitos países da América Latina 

(WHO, 2020). 

A doença de Chagas é considerada uma doença negligenciada e estima-se que 

atualmente existem 8 milhões de pessoas infectadas no mundo, principalmente nos 21 países 

da América Latina onde a doença é endêmica, com aproximadamente 10.000 óbitos por ano e 

mais de 25 milhões de indivíduos em risco de infecção (WHO, 2020). 

Desde o início da década de 1990, as medidas mais eficazes para o controle da doença 

de Chagas na América Latina foram através de programas para combate da transmissão vetorial 

e triagem de bolsas de sangue (WHO, 2015; Dias et al., 2016; Pérez-Molina & Molina, 2017). 

A Iniciativa Cone Sul (Iniciativa de Saúde do Cone Sul, INCOSUR) foi lançada em 1991 para 

eliminar o principal vetor, Triatoma infestans, e a transmissão por transfusão de sangue na 

Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai (Yamagata & Nakagawa, 2006; Rocha et 

al., 2007; Silveira & Dias, 2011; Sangenis et al., 2015). Essa iniciativa levou à redução da 

transmissão do T. cruzi e sua interrupção foi certificada no Uruguai (1997), Chile (1999), 

Argentina (2001), Brasil (2000) e Paraguai (2002) (Iniciativa de Salud del Cono Sur, 2005; 

WHO, 2015). Entretanto, apesar desses esforços para o combate da transmissão da doença em 

regiões endêmicas na America Latina e devido ao crescimento da migração de indivíduos 

infectados de áreas endêmicas para regiões não endêmicas, como América do Norte, Europa, 

Ásia e Oceania, a doença tornou-se um sério problema epidemiológico, econômico e social em 

âmbito global (Schmunis & Yadon, 2010; Coura & Borges-Pereira; 2010; Coura et al., 2014; 

Dias, 2016; WHO, 2020). 

A principal forma de transmissão da doença é através de insetos pertencentes à família 

Reduviidae, subfamília Triatominae (Deane et al., 1984; WHO, 2015; Cardoso et al., 2016) 

podendo pertecer aos três seguintes gêneros: Triatoma, Panstrongylus, Rhodnius (Pérez-Molina 

& Molina, 2017). A transmissão da doença para o homem inicia-se quando insetos vetores 

hematófagos, durante ou após o repasto sanguíneo, transmitem a forma tripomastigota, forma 

infectante do T. cruzi, presentes em suas fezes e/ou urina. No interior do corpo do hospedeiro 
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vertebrado, a forma tripomastigota metacíclica invade diferentes tipos celulares, como células 

do tecido muscular, epitelial, nervoso, fibroblastos e as células do sistema mononuclear 

fagocitário (Ferreira et al., 2012), aonde se transformam nas formas amastigotas e iniciam-se 

intensa divisão binária simples. Posteriormente, essas formas amastigotas se transformam em 

tripomastigotas sanguíneos, ocorrendo o rompimento da célula e liberação dessas formas 

evolutivas na corrente sanguínea. Assim, o protozoário pode invadir novas células ou pode ser 

transferido para o inseto vetor durante o repasto sanguíneo. Nos triatomíneos, os 

tripomastigotas sanguíneos se encaminham para o estômago onde se transformam em 

epimastigotas ou esferomastigotas. As epimastigotas se dirigem para o intestino médio do vetor, 

onde se multiplicam por fissão binária simples e se deslocam para a porção final do intestino 

onde se modificam em tripomastigotas metacíclicos, forma infectante para o hospedeiro 

vertebrado, sendo assim liberadas junto às fezes e/ou urina do inseto vetor. As formas 

esferomatigotas podem-se modificar, ainda, em epimastigota longas, que não possuem 

capacidade de se multiplicar não causando infecção, ou epimastigotas curtas que possuem a 

capacidade de multiplicação e infecção (Deane et al., 1984; Brener & Gazzinelli, 1997; Neves, 

2010; Stahl et al., 2014) (Figura 1). 

Além da transmissão vetorial, o parasito pode ser transmitido ao homem por transfusão 

sanguínea, transplante de órgãos, acidentes laboratoriais, congênita e através da ingestão de 

alimentos contaminados com as formas tripomastigotas (transmissão oral) (Prata, 1990; Brener 

& Gazzinelli, 1997; Andrade et al., 2014). Essas formas de transmissão são responsáveis pela 

introdução e manutenção da doença de Chagas em regiões não endêmicas, como nos países 

europeus, Japão, Austrália e América do Norte, assim como contribuem para a persistência da 

doença em países endêmicos da América Latina (Teixeira et al., 2011; Domingues et al., 2015). 

A infecção oral atualmente representa a rota de transmissão de maior prevalência no Brasil 

(Andrade et al., 2014; Dario et al., 2016). O Ministério da Saúde contabilizou 2.172 casos da 

doença de Chagas aguda no território nacional entre o período de 2008 e 2017 e 

aproximadamente 70% dos casos referia-se a transmissão oral (Ministério da Saúde, 2020). 

 

 

 

 

 

 



  

27 
 

Figura 1. Representação do ciclo da doença de Chagas  

Figura 1. Representação do ciclo da doença de Chagas. Fonte: Centers for Disease Control – CDC, 

(https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html). Acessado em: 31 de janeiro de 2020. 

 

A doença de Chagas é caracterizada por duas fases distintas durante o seu percurso: a 

fase aguda, estágio inicial da doença, inicia-se de 6 a 10 dias após a infecção e pode durar entre 

um e dois meses. Nessa fase, a maioria dos casos é assintomática, ou oligo-sintomática, quando 

algumas manifestações clínicas são evidentes como febre, adenopatia generalizada, edema, 

hepatoesplenomegalia ou miocardite (Prata, 1990; Ribeiro et al., 2012; Frade et al., 2013; 

Andrade et al., 2014; Steverding, 2014). Entretanto, em pacientes infectados pelo T. cruzi 

através da transmissão vetorial, é possível observar sinais clássicos da doença como o 

chagomade inoculação, sendo definido por um edema no local da infecção pelo triatomíneo, ou 

sinal de Romaña, caracterizado por um edema bipalbebral unilateral na conjuntiva ocular 

(Neves, 2010; Ribeiro et al., 2012; Steverding, 2014). Essa fase também é caracterizada por um 

aumento da parasitemia devido à intensa multiplicação do parasito no interior das células do 

hospedeiro (Brener & Gazzinelli., 1997; Ribeiro & Rocha, 1998; Marinho et al., 1999; Ayo et 

al., 2013), assim como pela morte do paciente devido a complicações graves (Steverding, 

2014). Durante essa fase os tripomastigotas podem ser detectados por microscopia sanguínea. 
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A evolução ou regressão da carga parasitária pode ser monitorada atravésda Reação em Cadeia 

da Polimerase, que oferece uma avaliação qualitativa da carga parasitária do T. cruzi (Malik et 

al., 2015b). A transição da fase aguda para a crônica é acompanhada por uma redução acentuada 

da parasitemia como resultado da resposta imune do hospedeiro. Nesta fase, o diagnóstico 

concentra-se na detecção de anticorpos séricos contra o parasito por meio dos testes 

sorológicos: hemaglutinação indireta, imunofluorescência indireta e ensaio de imunoabsorção 

enzimática (Malik et al., 2015b). 

Na fase crônica os pacientes podem apresentar diferentes manifestações clínicas 

(Laranja et al., 1956; Prata, 1990; Ayo et al., 2013; Dutra et al., 2014; Steverding, 2014;). Cerca 

de 60% dos indivíduos infectados apresentam a forma clínica indeterminada (IND), 

caracterizada pela positividade nos testes sorológicos e ausência de manifestações clinicas 

(Mathews, 1973; Ribeiro & Rocha, 1998; Macêdo, 1999; Ribeiro et al., 2012; Ayo et al., 2013; 

Nogueira et al., 2014). Os pacientes com a forma clínica IND podem não desenvolver 

manifestações clinicas graves e permanecerem assintomáticos durante toda a vida (Prata, 1990). 

Entretanto, ao longo do tempo, indivíduos assintomáticos podem desenvolver alterações e 

evoluírem para uma forma clínica sintomática (Malik et al., 2015b). 

Aproximadamente 30% dos indivíduos infectados desenvolvem a forma clínica cardíaca 

(CARD), podendo levar a danos progressivos no miocárdio (Prata, 1990; Ribeiro & Rocha, 

1998; Moncayo & Silveira, 2009; Tanowitz et al., 2009; Ayo et al., 2013; Frade et al., 2013; 

Abel et al., 2014; Nogueira et al., 2014; Magalhães et al., 2015). Essa forma clínica é 

caracterizada por uma miocardite com a formação de um infiltrado de células mononucleares, 

destruição de fibras cardíacas no foco inflamatório e comprometimento dos plexos nervosos, 

levando à formação de um remodelamento tecidual e fibrose no tecido cardíaco, cardiomegalia 

e insuficiência cardíaca congestiva que pode causar morte súbita do paciente (Ribeiro & Rocha, 

1998; Andrade, 2000; Guedes et al., 2009; Malik et al., 2015b). A falência cardíaca causada 

pela cardiopatia chagásica crônica possui o pior prognóstico e apresenta menos de 50% da taxa 

de sobrevivência quando comparadas às cardiopatias de diferentes etiologias (Frade et al., 2013; 

Nunes et al., 2013; Nogueira et al., 2014), sendo considerada a mais fibrosante dentre as 

miocardites conhecidas (Bogliolo, 1976), com  mais de 10.000 mortes por ano (Dutra et al., 

2014). 

A forma clínica digestiva (DIG) atinge aproximadamente 10% dos indivíduos 

infectados (Ayo et al., 2013), sendo caracterizada por distúrbios gastrointestinais através da 

denervação parassimpática de gânglios intramurais que pode se agravar levando ao surgimento 

do megacólon e megaesôfago (Meneghelli, 1999; Stanaway & Roth, 2015; WHO, 2020). No 
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Brasil, a região centro-oeste possui alta frequência de indivíduos que apresentam a forma clínica 

DIG da doença (Rezende, 1984). A forma clínica cardiodigestiva (CDG), também conhecida 

como mista, é caracterizada pelas manifestações clínicas compatíveis com as formas CARD e 

DIG simultaneamente (Barreto, 1979; Rezende & Moreira, 2004; Ayo et al., 2013) sendo 

raramente encontrada (Vago et al., 2000). 

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doença de Chagas 

são ainda pouco compreendidos, portanto a análise de particularidades na patogênese das 

diferentes formas clínicas sugere que múltiplos fatores possam estar envolvidos no seu 

estabelecimento. Dentre esses fatores estão a variabilidade de cepa do T. cruzi, a presença de 

fatores de virulência, a carga parasitária inoculada, a via de infecção e a resposta imune do 

hospedeiro (Andrade et al., 2002; Barreto-de-Albuquerque et al., 2015; Morrot et al., 2016). 

O estudo da resposta imune é crucial para determinar a evolução da doença (Savino et 

al., 2007; Chaves et al., 2016) mobilizando múltiplos mecanismos humorais e celulares da 

resposta imune inata e adquirida. As células Natural Killer (NK), células dendríticas e os 

monócitos/macrófagos são células do sistema imune inato que apresentam um importante papel 

no controle do parasito através da produção de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas 

(Machado et al., 2008; 2012). A interação dos monócitos com o T. cruzi é mediada por 

receptores de reconhecimento de padrão, como os receptores tipo Toll (TLR) principalmente 

TLR-2 e TLR-4 que desencadeiam a fagocitose do protozoário e sua internalização no 

fagolisossomo (Almeida & Gazzinelli, 2001; Junqueira et al., 2010; Gravina et al., 2013; 

Andrade et al., 2014). O receptor TLR-9 presente na membrana dos endossomos também atua 

durante a infecção pelo T. cruzi (Akira & Takeda, 2004; Bartholomeu et al., 2008). Esses 

receptores reconhecem padrões moleculares associados ao patógeno (PAMPs) e transmitem um 

sinal citoplasmático desencadeando o recutamento da molécula adaptadora fator de 

diferenciação mielóide 88 (MD88) e posteriormente induz a ativação do factor nuclear kappa 

B (NF-κB) levando á síntese de citocinas pró-inflamatórias responsáveis pelo controle da 

replicação do parasito (Machado et al., 2012). 

Durante a fagocitose os tripomastigotas desencadeiam a ativação do NADPH-oxidade 

associada à membrana do macrófago/monócito, resultando na produção contínua do ânion 

superóxido O2
-. Esse ânion pode ser convertido em peróxido de hidrogênio, assim como outras 

espécies reativas de oxigênio podem ser geradas como consequência de reações citotóxicas 

imuno mediadas, resultando em dano mitocondrial e oxidação do DNA, proteínas e lipídios, 

levando à morte do parasito (Cardoso et al., 2016). A presença de citocinas pró-inflamátórias, 

como interferon-γ (IFN-γ) e o fator de negrose tumoral-α (TNF-α) produzidas pelas células NK 
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e linfócitos podem estimular macrófagos/monócitos infectados a produzirem alta concentração 

de oxido nítrico (NO) através da atividade enzimática da óxido nítrico sintetase (iNOS) pela 

oxidação de L-arginina em L-citrulina e NO, sendo crucial para potencializar a capacidade de 

lise do protozoário (Álvarez et al., 2014; Cardoso et al., 2016). 

Os monócitos/macrófagos formam uma população celular heterogênea apresentando 

distintas subpopulações (Mukherjee et al., 2015; Thaler et al., 2016). Monócitos provenientes 

de humanos podem ser caracterizados de acordo com a expressão das moléculas de superfície 

CD14, um co-receptor de TLR-4 que medeia eventos de transdução de sinal induzidos por LPS 

(Cros et al., 2010; Ziegler-Heitbrock et al., 2010; Thomas et al., 2017) e CD16, um receptor 

com afinidade pela porção Fc de anticorpos (Cros et al., 2010; Ziegler-Heitbrock et al., 2010; 

Thomas et al., 2017), em três diferentes subpopulações: monócitos clássicos (CD14++CD16-),  

monócitos inflamatórios (CD14++CD16+) e monócitos patrulhadores (CD14+CD16++) (Cros et 

al., 2010; Ziegler-Heitbrock et al., 2010; Antonelli et al., 2014; Gaur et al., 2016; Maga et al., 

2016; Thaler et al., 2016; Wildgruber et al., 2016; Costa et al., 2017). Os monócitos clássicos 

possuem alta capacidade de fagocitose e em condições normais correspondem 

aproximadamente 85-90% dos monócitos (Moniuszko et al., 2008; Thaler et al., 2016; Costa et 

al., 2017). Essa subpopulção é rapidamente recrutada nos sítios de inflamação possuindo um 

caráter pró-inflamatório (Serbina & Pamer 2006; Grad et al., 2017; Patel et al., 2017). Os 

monócitos patrulhadores apresentam um perfil anti-inflamatório, possuem um comportamento 

de “patrulha” observado in vivo e realizam fagocitose mediada por FcR (Wong et al., 2011; 

Thaler et al., 2016; Grad et al., 2017). Estudos moleculares demostram que os monócitos 

inflamatórios apresentam um perfil transitório entre os monócitos clássicos e patrulhadores e 

possuem alta expressão do complexo de histocompatibilidade de classe II (MHC-II) (Wong et 

al., 2011). Contudo, o perfil fenotípico-funcional das três subpopulações de monócitos ainda é 

controverso sendo que seus papéis ainda não são compreeendidos na doença de Chagas. 

Os monócitos/macrófagos são essenciais para ativação dos linfócitos e dessa forma da 

resposta adaptativa subsequente. Os macrófagos reconhecem e processam o T. cruzi para 

apresentarem fragmentos de peptídeos através do MHC-II (HLA-DR) para o linfócito T CD4+ 

via receptor de células T (TCR). Foi demonstrado que a interação do TCR com o antígeno 

peptídico ligado ao MHC-II não é capaz de induzir a ativação das células T e o envolvimento 

de moléculas co-estimuladoras é crucial para a ativação e proliferação linfocitária (Jenkins & 

Schwartz, 1987; Van Gool et al., 1996; Croft & Dubey et al., 1997). Assim, a apresentação 

antigênica induz a expressão de moléculas co-estimuladoras nos monócitos CD80 (B7-1) e 

CD86 (B7-2) a interagirem com os receptores CD28 e CTLA-4 (CD152) presentes na superfície 
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celular dos linfócitos T (Linsley & Ledbetter, 1993; Linsley et al., 1994). Enquanto a interação 

com CD28 induz a ativação das células T levando à proliferação celular e a síntese de citocinas 

(Linsley & Ledbetter, 1993; Souza et al., 2007), a ligação com CTLA-4  direciona a inibição 

da resposta celular linfocitária (Zheng et al., 2004; Gu et al., 2012). CD86 é expresso 

constitutivamente em baixos níveis nas células apresentadoras de antígenos profissionais 

(APCs) apresentando maior afinidade com receptor CTLA-4 e interagindo mais fracamente 

com CD28 quando comparado ao receptor CD80. Por outro lado, CD80 é regulado 

posteriormente somente após a ativação, se liga de forma mais árdua com CD28 e CTLA-4 e 

não é expresso em APCs quiescentes (Hathcock et al.,1994; Linsley et al., 1994; Sigal et al., 

1998; Sharpe, 2002). Dessa forma, as moléculas de co-estimulação CD80 e CD86 promovem 

a ativação de células T CD4+ e podem estar relacionadas com o direcionamento das suas 

diferentes subpopulações, resultando em células efetoras dos tipos Th1, Th2, Th17 ou Treg que 

diferem em suas funções, padrão de citocinas secretadas e expressão específica de fatores de 

transcrição (Teixeira et al., 2011; Soares et al., 2016) (Figura 2).  

A subpopulação de linfócitos T helper Th1, caracterizada pela expressão do fator de 

transcrição “T-box expressed in T cells” (T-bet) (Afzali et al., 2007, Nogueira et al., 2014), 

possuem capacidade de recrutar e ativar outras células do sistema inume como macrófagos, 

mastócitos, neutrófilos, basófilos, eosinófilos, linfócitos T CD8+ e linfócitos B durante a 

infecção pelo T. cruzi. Essas células medeiam a resposta imune celular através da produção de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-2, IFN-γ e TNF-α sendo cruciais para direcionar uma ação 

efetora mais eficiente pelos macrófagos (Teixeira et al., 2011). Na doença de Chagas, Gomes e 

colaboradores (2003) mostraramque a produção exacerbada de IFN-γ contra antígenos do T. 

cruzi favorece o desenvolvimento de uma resposta Th1 em pacientes com a forma clínica 

CARD, levando à progressão dos danos cardíacos. 

Os linfócitos Th2, caracterizados pela expressão do fator de transcrição “GATA-binding 

protein-3” (GATA-3) (Afzali et al., 2007, Nogueira et al., 2014), estão envolvidos em reações 

imune humoral contra infecções parasitárias, principalmente por helmintos, direcionando a 

produção de anticorpos IgE por eosinófilos e mastócitos (Teixeira et al., 2011). Essa 

subpopulação de linfócitos secreta, preferencialmente, citocinas anti-inflamatórias como IL-4 

e IL-10 que na doença de Chagas pode ajudar no controle das respostas inflamatórias mediadas 

por células T e assim prevenir o dano tecidual durante à infecção pelo T. cruzi. (Mariano et al., 

2008; Bonney et al., 2015;). 

As células Th17, que apresentam o fator de transcrição “retinoid-relatedorphan 

receptor 𝛾t” (ROR𝛾-T) (Afzali et al., 2007, Nogueira et al., 2014), têm sido amplamente 
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estudadas em diferentes patologias, como nas doenças autoimunes (Teixeira et al., 2011), 

incluindo artrite reumatóide e esclerose múltipla (Rakebrandt et al., 2016), podendo estar 

associada com funções anti ou pró-inflamatórias (Bonney et al., 2015) através da liberação de 

citocinas, incluindo IL-17 e IL-22 (Teixeira et al., 2011). Ainda não é consensual a função da 

IL-17 na fase crônica da doença de Chagas. Contudo, alguns autores afirmam que ela pode 

controlar o desenvolvimento da cardiopatia chagásica por sua capacidade de regular as funções 

pró-inflamatórias dos linfócitos Th1 (Guedes et al., 2012; Bonney et al., 2015). 

As células T reguladoras (Treg), caracterizadas pela expressão de “forkhead box P3” 

(FOXP3), são uma população celular de linfócitos T CD4+CD25highFOXP3+ que possuem 

capacidade de controlar a resposta imune através do contato celular e/ou produção de citocinas 

(Baecher-Allan et al., 2002; Afzali et al., 2007, Sojka et al., 2008; de Araújo et al., 2011; 

Nogueira et al., 2014; Mengel et al., 2016). De Araújo e colaboradores (2012) observaram que 

a presença de células Treg em pacientes com a forma IND pode ser o diferencial para o melhor 

prognóstico clínico desses pacientes em relação aos pacientes com cardiopatia chagásica. CD8 

Treg é uma subpopulação de linfócitos T CD8+ também dotadas de funções imunossupressoras 

(Salgame et al., 1991), entretanto pouco se sabe sobre a sua atuação na patologia chagásica. 

 

Figura 2. Associação dos mediadores expressos pelos monócitos/macrófagos no direcionamento dos 

diferentes tipos de respostas mediadas por linfócitos T CD4+ (Th1, Th2, Th17 ou Treg). Os diferentes 

tracejados das linhas estão diretamente relacionados com o desenvolvimento das subpopulações de linfócitos T 

CD4+. 

 

Figura 2. Associação dos mediadores expressos pelos monócitos/macrófagos no direcionamento dos diferentes tipos de respostas mediadas por linfócitos T 

CD4+ (Th1, Th2, Th17 ou Treg). 
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Células não fagocíticas e fagocíticas, como os monócitos, também podem ser infectadas 

pelo T. cruzi, dando assim início ao processo de apresentação antigênica dos peptídeos lisados 

através do MHC-I, levando à ativação dos linfócitos T CD8+ (Martin & Tarleton, 2004). Essa 

ativação requer a expressão de moléculas co-estimuladoras como CD80/CD86 com CD28 

(Banchereau & Steinman, 1998; Lang et al., 2002; Hall et al., 2004). Durante a infecção por T. 

cruzi, as células T CD8+ são essenciais para o controle da infecção através da produção de IFN-

 e da destruição de células infectadas (Brener & Gazzinelli, 1997; Martin & Tarleton, 2004). 

Além disso, durante a fase crônica foi demonstrado que a depleção dessas células resulta em 

exacerbação da infecção com aumento da carga parasitária (Tarleton, 1990; Tarleton et al., 

1994). Lang e colaboradores (2002) observaram que o bloqueio de CD80 resulta na expansão 

de linfócitos citotóxicos em modelo experimental para doença do enxerto contra hospedeiro 

(GVHD). Porém, ainda é necessário estudos que avaliem o papel das moléculas co-

estimuladoras CD80/CD86 na ativação dessa população celular na doença de Chagas. Além 

disso, o bloqueio das interações entre CD80/CD86 e CD28 resulta na perda da resposta antígeno 

específica (Van Gool et al., 1999). 

Muitos estudos demonstram que os pacientes com as diferentes formas clínicas da 

doença de Chagas possuem diferentes tipos de respostas mediadas por linfócitos T. Estes 

estudos sugerem que pacientes com cardiopatia chagásica produzem de forma exacerbada 

citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ e TNF-α, que leva a formação de uma resposta do tipo 

Th1 e linfócitos T CD8+, com pouca produção de citocinas anti-inflamatórias, levando à perda 

da regulação da resposta imune e contribuindo para a manutenção da patologia (Gomes et al., 

2003; Cunha-Neto et al., 2009; Rodrigues et al., 2012a; Frade et al., 2013; Basso, 2013; Chaves 

et al., 2016). Por outro lado, pacientes com a forma clínica IND apesar de apresentarem uma 

resposta inflamatória Th1 importante para controlar a replicação do parasito, produzem 

predominantemente citocinas anti-inflamatórias como IL-10, possuindo um equilíbrio entre a 

produção de citocinas inflamatórias e regulatórias que controlam os danos teciduais e 

desencadeiam assim, uma reposta mediada por linfócitos T mais modulada (Dutra et al., 1996; 

Gomes et al., 2003; Vitelli-Avelar  et al., 2008, de Araújo et al., 2012; Melo et al., 2012; 

Magalhães et al., 2013; Andrade et al., 2014; Dutra et al., 2014; Chaves et al., 2016). Assim, a 

ativação do sistema imune é importante no controle da replicação do parasito e na redução da 

carga parasitária na fase aguda. Porém, pode contribuir para o desenvolvimento de lesões 

teciduais e no aparecimento das diferentes manifestações clínicas observadas nos pacientes 

durante a fase crônicada doença de Chagas (Gomes et al., 2005; Sathler-Avelar et al., 2009). 
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Os receptores CD80, CD86, CD28 e CTLA-4 são os mais estudados dentre as moléculas 

co-estimuladoras, atuando na ativação/inibição da imunidade adaptativa mediada por linfócitos 

(Sharpe et al., 2009). Camundongos deficientes em CTLA-4 demonstram grande infiltrado 

leucocitário em vários órgãos, evidenciando alta capacidade proliferativa dessas células 

(Waterhouse et al., 1995). June e colaboradores (1990) observaram que a molécula co-

estimuladora CD28 pode desencadear a ativação de células T ou anergia.  

Muitos trabalhos demostram o papel funcional dos receptores CD80, CD86, CTLA-4 e 

CD28 em diferentes contextos patológicos (Hathcock et al., 1994; Linsley et al., 1994; Zheng 

et al., 2004; Qureshi et al., 2011; Gardner et al., 2014; Flörcken et al., 2017). Entretanto, pouco 

se conhece sobre o papel dessas moléculas co-estimuladoras na doença de Chagas. Alguns 

estudos demonstraram que diferentes cepas de T. cruzi podem desencadear diferentes 

mecanismos de ativação da resposta imune mediada por monócitos e linfócitos. Magalhães e 

colaboradores (2015) observaram maior expressão de CD80 e CD86 por monócitos humanos 

infectados com a cepa Col cl1.7, mas não pela cepa Y. Também foi observado aumento na 

expressão de CD80 por células dendríticas infectadas com as cepas AQ1.7, MUTUM e 2369. 

Entretanto, esse resultado não foi observado na cepa de 1849 (Da Costa et al., 2014). Foi 

observado que camundongos deficientes em CD28 infectados com a cepa Tulahuen de T. cruzi 

apresentaram maior suscetibilidade à infecção. O bloqueio de CD80 e CD86 por anticorpos 

monoclonais também exacerbou a infecção por T. cruzi (Miyahira et al., 2003). Por outro lado, 

existem poucos estudos avaliando a expressão desssas moléculas co-estimuladoras nas 

diferentes formas clínicas da doença de Chagas (Souza et al., 2007; Soares et al., 2016). 

Tendo em base esse contexto, pouco se conhece a respeito do papel das moléculas co-

estimuladoras CD80/CD86 presentes nos monócitos e suas subpopulações na geração da 

resposta adaptativa induzida pelo T. cruzi. Assim, a interação dessas moléculas no 

direcionamento da resposta imune adaptativa mediada por linfócitos pode ser importante para 

diferenciar a resposta imune encontrada nas diferentes formas clínicas da doença de Chagas. 

Desssa forma, a hipótese do presente trabalho é que as moléculas co-estimulatórias CD80 e 

CD86 expressas pelos monócitos podem ser importantes na modulação da resposta imune na 

doença de Chagas e podem determinar o prognóstico da infecção. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

___________________________________________________________________________ 
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4.1Aspectos éticos 

 

O presente estudo atende aos aspectos fundamentais da resolução 196/96 do Conselho 

Nacional de Saúde que dispõe sobre as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas 

envolvendo seres humanos. Os indivíduos incluídos no estudo assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto René 

Rachou (IRR) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (No 15/2011) (Anexo A). 

 

4.2 Caracterização da população de estudo 

 

Os indivíduos incluídos para o desenvolvimento do capítulo 1 da presente tese foram 

recrutados no Ambulatório de Doenças Infecto-parasitárias do IRR, sob a coordenação da Dra. 

Silvana Maria Eloi Santos. Para o desenvolvimento dos capítulos 2 e 3, os pacientes foram 

recrutados no Ambulatório de doenças infecto parasitárias do IRR e no Ambulatório Bias Fortes 

do Hospital das Clínicas sob a coordenação da Drª Maria do Carmo Pereira Nunes e Drª Silvana 

Araújo (Figura 3). Foram realizados em todos os pacientes exame clínico completo conforme 

rotina do serviço, além de exames complementares, dependendo das características e indicações 

da cada caso, incluindo radiografia torácica, eletrocardiograma convencional, esôfagograma 

com pesquisa de retenção (técnica de Neuheuser) e enema opaco de enchimento, sem preparo 

(sendo os dois últimos solicitados apenas para definição da forma indeterminada ou 

esclarecimento de constipação intestinal). 

O cuidado clínico foi oferecido independentemente da aceitação ou não em participar 

do estudo. Os pacientes que preencherem os critérios de inclusão foram divididos nos seguintes 

grupos: 

 

Grupo de indivíduos não-infectados (NI): Constituído por indivíduos que apresentavam um 

mínimo de dois resultados sorológicos negativos para a doença de Chagas, além de ausência 

de indícios clínicos da doença e ausência de alterações cardíacas. 

Grupo de pacientes que apresentavam a forma clínica indeterminada (IND): Constituído 

por pacientes que apresentavam positividade sorológica para doença de Chagas; ausência de 

sintomas e/ou sinais da moléstia; eletrocardiograma (ECG) convencional normal e estudos 

radiológicos do coração, esôfago e cólon normais. 

Grupode pacientes que apresentavam a forma clínica cardíaca (CARD): Constituído por 

pacientes que apresentavam positividade sorológica para doença de Chagas, ECG com 

alterações avançadas, extra-sístoles ventriculares frequentes, aumento do diâmetro do 
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ventrículo esquerdo em diástole e uma silhueta cardíaca aumentada. 

Os indivíduos não-infectados foram selecionados pelos pesquisadores, pertencendo ao 

convívio pessoal dos mesmos, cuja procedência demográfica era conhecida, considerando os 

critérios de exclusão mencionados a seguir. 

 

4.2.1 Critérios de inclusão 

 

Após avaliação clínica, eletrocardiográfica e laboratorial, os pacientes com doença de 

Chagas foram selecionados de acordo com os seguintes critérios:  

• Diagnóstico sorológico para a doença de Chagas, caracterizado pela presença de pelo menos 

duas reações sorológicas positivas dentre as três técnicas empregadas (enzyme-linked 

immunosorbent assay- ELISA, hemaglutinação e reação de imunofluorescência indireta);  

• Idade compreendida entre 30 e 75 anos;  

• Níveis de tensão arterial dentro de faixa na normalidade (sistólica <130 mmHg e diastólica 

<90 mmHg).  

• Presença de alterações eletrocardiográficas compatíveis com associação do bloqueio 

completo do ramo direito e hemibloqueio anterior esquerdo; 

• Ausência de evidências clínicas e complementares de acometimento cardíaco não 

relacionado à doença de Chagas;  

• Ausência de condições clínicas que possam alterar a função cardiocirculatória;  

• Conclusão dos exames propostos; 

• Consentimento voluntário de participação na pesquisa.   

 

4.2.2 Critérios de exclusão 

 

Foram excluídos deste estudo todos os pacientes que não preencheram os critérios de 

inclusão definidos acima e os que apresentaram:  

• Impossibilidade ou ausência de disponibilidade para a realização dos exames propostos; 

• Hipertensão arterial sistêmica (HAS), definida operacionalmente como: pressão arterial 

medida durante o exame físico 160/95 mmHg, em mais de uma oportunidade ou pressão 

arterial medida durante o exame físico entre 140-159/90-94 mmHg, em mais de uma 

oportunidade, associado a: 1) história de hipertensão arterial sistêmica, ou; 2) quarta bulha 

ao exame físico, ou 3) provável sobrecarga ventricular esquerda ao ECG pelo critério de 

Romhilt-Estes, ou 4) evidências de dilatação aórtica à radiografia de tórax;  
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• Evidências clínicas ou laboratoriais de hipotiroidismo ou hipertireoidismo não induzido por 

medicamento; 

• Diabetes mellitus ou tolerância reduzida à glicose, conforme anamnese, dosagem de 

glicemia em jejum e, se necessário, prova de tolerância oral à glicose; 

• Episódio prévio sugestivo de doença reumática aguda;  

• Doença pulmonar obstrutiva crônica, evidenciada pela história clínica, exame físico, ECG 

e alterações radiológicas sugestivas; 

• Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420g de etanol (média diária 

acima de 60g de etanol);  

• Evidências clínicas, eletrocardiográficas e/ou ergométricas de cardiopatia isquêmica;  

• Outras cardiopatias;  

• Gravidez, definida por critérios laboratoriais;  

• Qualquer outra doença sistêmica significativa crônica ou aguda que possa interferir nos 

resultados dos métodos propostos.  

• Anemia significativa, definida arbitrariamente com hemoglobina menor que 10g/dL; 

• Distúrbios hidroeletrolíticos, especificamente, níveis séricos anormais de potássio e sódio; 

• Insuficiência renal, definida pelo aumento dos níveis de creatinina e uréia plasmáticas, 

associadas ou não às manifestações clássicas de uremia. 
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4.3. Desenho experimental 

 

 
Figura 3. Desenho experimental 

Figura 3. Desenho experimental. A primeira parte refere-se aos experimentos dispostos no capítulo 1 e a segunda 

parte refere-se aos capítulos 2 e 3 desenvolvidos na presente tese.  

 

4.4 Preparação dos antígenos derivados da forma tripomastigota (TRIPO) do T. cruzi 

 

As formas tripomastigotas foram obtidas de cultura de células LLC mantidas em meio 

RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os parasitos da cepa CL 

Brener foram lavados 3 vezes em solução salina (PBS 0,15M pH=7,4) por centrifugação e a 

massa úmida congelada e degelada três vezes. Completando-se a ruptura total dos parasitos 

por homogeneização em tubos Potter Elvejen, 5 vezes por 60 segundos cada, com30 segundos 

de intervalo em banho de gelo. Subsequentemente, as suspensões foram centrifugadas a 
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50.000g durante 60 minutos a 4°C  com PBS. O fluido sobrenadante límpido foi coletado, 

dialisado por 48 horas a 4°C, esterilizado por filtração em filtro Millipore 0.45µm e mantido 

em pequenas alíquotas de 1mL a -70ºC até o uso. A contenção de antígenos proteicos foi 

dosada através do equipamento NanoDrop (ThermoScientific) e a concentração final utilizada 

foi de 20µg/mL. 

 

4.5 Cultura de sangue total dos indivíduos envolvidos no estudo na presença ou ausência 

de antígenos solúveis deT. cruzi 

 

Amostras de sangue periférico dos pacientes que participaram do estudo foram coletadas 

em tubo Vacuntainer estéril contendo heparina. Foi adicionado em tubos de polipropileno de 

14mL (Falcon, E.U.A) alíquotas de 1mL de sangue periférico dos indivíduos e foi incubado 

apenas na presença de meio RPMI (Gibco), recebendo a denominação de cultura sem estímulo 

(controle) ou na presença de antígenos solúveis tripomastigotas do T. cruzi, com uma 

concentração final de 20µg/mL, recebendo a denominação de cultura com estímulo (TRIPO). 

Os tubos foram posteriormente incubados por 18 horas em estufa de CO2 com 5% de umidade 

a 37ºC (Forma Scientific - EUA). Previamente, foram adicionadas aos tubos 20µL de 

Brefeldina A (Sigma, EUA) na concentração de 1mg/mL e em seguida as culturas incubadas 

por mais quatro horas em estufa nas mesmas condições já citadas. A Brefeldina é essencial para 

a retenção das moléculas no interior celular, uma vez que essa substância interfere no transporte 

intracelular quando rompe o aparelho de Golgi. Posteriormente foi adicionado aos tubos de 

cultura 200µL de EDTA (Sigma, EUA) na concentração final de 2mM. Os tubos contendo as 

amostras foram incubados por 15 minutos em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37ºC. O 

EDTA bloqueia o processo de ativação posterior das células e garante a obtenção de resultados 

padronizados e comparáveis. Após o período de incubação, foram adicionadas aos tubos 3mL 

de PBS-W (PBS pH 7.4, contendo 0.5% BSA e 0.1% de azida sódica) e as amostras foram 

centrifugadas a 400g por 10 minutos a 18ºC.O sobrenadante foi aspirado deixando um volume 

final de 2,5mL. 

 

4.6 Análise de marcadores de superfície e intracitoplasmáticos por reações de 

imunofluorescência através da citometria de fluxo 

 

Foram adicionados 200µL do sangue após incubação em tubos de poliestireno de 5mL 

(Falcon, EUA) devidamente identificados e com anticorpos de superfície correspondentes e 
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foram incubados por 30 minutos ao abrigo da luz, à temperatura ambiente. Pós o período de 

incubação, as amostras foram lisadas e fixadas em 2mL de solução de lise (50.000USP/L de 

heparina, 2,85g/L de citrato de sódio, 30mL/L de dietilenoglicol e 54mL/L de formaldeído) por 

10 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Foi adicionado 1mL de de PBS-W para a 

interrupção da lise e os tubos foram centrifugados a 400g, por 10 minutos à 18ºC. O conteúdo 

foi vertido, as células foram lavadas novamente com 2mL de PBS-W e centrifugadas a 400g, 

por 10 minutos à 18ºC. Posteriormente, após verter os tubos, foram acrescentados 2,5mL de 

PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sódica e 0,5% de saponina) seguido 

por uma incubação de 30 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo de luz. 

Para a detecção dos marcadores intracelulares foi adicionado após a incubação anticorpo 

anti-citocinas e anti-fatores de transcrição aos respectivos tubos por 1 hora na ausência de luz. 

Após a incubação, as células foram lavadas com 1mL de PBS-W e centrifugadas a 400g, por 

10 minutos à 18ºC. No final, foram adicionados 200L de solução fixadora (10g/l de 

paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67g/L de cloreto de sódio, pH 7,2 - reagentes 

SIGMA, E.U.A). As amostras contendo a suspensão celular foram utilizadas para aquisição de 

dados em citômetro de fluxo (FACS LDRFortessa - BD, E.U.A). Foram analisados 60.000 

eventos dentro da população de linfócitos pelos parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade 

(SSC). As moléculas de superfície analisadas, assim como os marcadores intracelulares estão 

descritos na tabela 1. Os anticorpos foram conjugados com FITC, PE, PERCP (ou PE-Cy5 ou 

PERCP-Cy5.5), APC, APC-Cy7, PE-Cy7, BV421.  
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Tabela 1. Relação dos anticorpos utilizados para avaliação da expressão de marcadores de 

superfície celular e intracitoplasmáticos. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

 

O sangue periférico dos pacientes envolvidos no estudo e indivíduos não-infectados foi 

coletado em tubo Vacuntainer estéril contendo heparina. O sangue total heparinizado foi 

lentamente adicionado sobre o Ficoll-Hypaque (Sigma) na proporção de 1:1 em tubo de 

polipropileno de 14mL (Falcon, E.U.A). O tubo foi centrifugado a 400g por 40 minutos a T. A. 

Marcador Clone Marca 

Marcadores de superfíciecelular 

CD14 63D3 Biolegend, CA. 

CD16 3G8 BD, USA 

CD80 16-10A1 Biolegend, CA. 

CD86 2331 BD, USA 

TLR-2 TL2.1 eBioscience, CA 

TLR-4 HTA125 Biolegend, CA 

HLA-DR G46-6 BD, USA 

CD4 RPA BD, USA 

CD8 RPA-T8 Biolegend, CA 

CD25 M-A251 BD, USA 

CD28 CD28.2 BD, USA 

CTLA-4 BNI3 BD, USA 

Marcadoresintracitoplasmáticos 

TLR-9 eB72-1665 BD, USA 

FOXP3 PCH101 eBioscience 

GATA-3 291106 R&D Systems 

ROR-γt Q21-559 BD, USA 

Tbet 525803 R&D Systems 

IL-17A BL168 Biolegend, CA 

IL-12 2-4E6 BD, USA 

IFN-γ 4S.B3 Biolegend 

IL-4 8D4-8 BD, USA 

IL-10 JES3-19F1 BD, USA 
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Ao final da centrifugação obtinha-se um anel de PBMC entre a mistura de Ficoll-Hypaque e o 

plasma. O plasma foi retirado cuidadosamente e posteriormente armazenado em alíquotas de 

2ml devidamente identificadas a-20ºC. O PBMC foi retirado com auxilio de uma micropipeta 

e transferido para um tubo Falcon de 50mL. As células foram lavadas três vezes por 

centrifugação a 400g por 10 minutos a 4oC em PBS 1X estéril (PBS pH 7.4) e posteriormente 

ressuspendidas em RPMI, contadas em câmara de Neubauer, e ajustadas para a concentração 

desejada. Toda a manipulação, com exceção da contagem de células, foi realizada em condições 

estéreis em capela de fluxo laminar.  

 

4.8 Ensaio funcional com anticorpo anti-CD80 e anti-CD86 

 

Para realização do ensaio funcional com anticorpo anti-CD80 e anti-CD86 foi utilizado 

meio CMBLAST que continha 1,6% de L-glutamina (Sigma), 3% penicilina e estreptomicina 

e 5% de soro humano do tipo AB inativado (Sigma) diluído em meio RPMI. O cultivo era 

realizado em 6 tubos de polipropileno (Sarstedt, Alemanha) de 5 ml onde acrescentava-se a 

cada tubo 150µl de células na concentração de 107 células/ml e meio CMBLAST. Em alguns 

tubos eram adicionados antígenos solúveis detripomastigotas do T. cruzi (TRIPO) na 

concentração de 20µg/mL e anticorpo bloqueio anti-CD80 (2D10.4) ou anticorpo anti-CD86 

(IT2.2) (ThermoFisher scientific), na concentração de 5 µg/ml, obtendo volume final de 1,5 ml 

(Figura 3). Os tubos foram incubados por 18 horas em estufa de CO2 com 5% de umidade a 

37ºC (Forma Scientific - EUA). Após o período de incubação, foi adicionado 1mg/ml de 

Brefeldina A seguidos de uma nova incubação por 4 horas. As células foram transferidas para 

tubos poliestireno de 5mL (Falcon, EUA) devidamente identificados e contendo os anticorpos 

de superfície correspondentes e foram incubados por 30 minutos ao abrigo da luz à temperatura 

ambiente. Posteriormente as células foram lavadas com PBS-W (PBS pH 7.4, contendo 0.5% 

BSA e 0.1% de azida sódica) e centrifugadas a 400g por 10 minutos a 4ºC. Foi adicionado 

formaldeído a 2% para fixação das células seguindo de incubação a 20 minutos ao abrigo da 

luz à temperatura ambiente.Foi adicionado as amostras 2,5mL de PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 

0,5% de BSA, 0,1% de azida sódica e 0,5% de saponina) seguido por uma incubação de 15 

minutos à temperatura ambiente e ao abrigo de luz. As moléculas intracitoplasmáticas foram 

avaliadas através da adição de anticorpos específicos em cada tubo, seguindo de uma incubação 

por 1 hora. Após a incubação as células foram lavadas com 1mL de PBS-P e centrifugadas a 

400g por 10 minutos a 4ºC. Ao final, foram adicionados 150L de PBS 1X e as amostras foram 

adquiridas no citometro de fluxo (FACS LDRFortessa - BD, E.U.A). Foram adquiridos 50.000 
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eventos totais. As moléculas de superfície e intracitoplasmáticas analisadas estão descritas na 

tabela 1. Os anticorpos foram conjugados com FITC, PE, PERCP (ou PE-Cy5 ou PERCP-

Cy5.5), APC, APC-Cy7, PE-Cy7, BV421. Obtivemos 65% dos receptores para CD80 e 70,7% 

dos receptores para CD86 bloqueados (Figura 4). 

 

Figura 4. Análise representativa da porcentagem de receptores CD86 bloqueados após a utilização do 

anticorpo anti-CD86. Representação da frequência do receptor CD86 em cultura PBMC (A) e representação da 

frequência do receptor CD86 após a utilização do anticorpo anti-CD86 (B).  

 

4.9 Aquisição e estratégia de análise dos dados 

 

O citômetro de fluxo (FACS LDRFortessa - BD, E.U.A) utilizado neste trabalho é 

equipado com quatro lasers – azul, vermelho, violeta e ultravioleta (UV) que permite detecção 

de 10 parâmetros simultaneamente: tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), fluorescência do 

tipo 1 (FL1), fluorescência do tipo 2 (FL2), fluorescência do tipo 3 (FL3) e fluorescência do 

tipo 4 (FL4), fluorescência do tipo 5 (FL5), fluorescência do tipo 6 (FL6), fluorescência do tipo 

7 (FL7) e fluorescência do tipo 8 (FL8), sendo que a última fluorescência não foi utilizada no 

presente estudo. FL1, FL2, FL3, FL4, FL5, FL6, FL7 correspondem aos sinais luminosos 

emitidos pela excitação de FITC, PE, PerCP, APC, APC-Cy7, PE-Cy7 e BV421, 

simultaneamente. A identificação das populações celulares de interesse, bem como a 

determinação do valor percentual destas populações e subpopulações foi realizada através do 

software FlowJo 10.6.1. 

Figura 4. Análise representativa da 

porcentagem de receptores CD86 bloqueados 

após a utilização do anticorpo anti-CD86 
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4.9.1 Estratégias de análise para a caracterização das subpopulações monócitos 

 
Para caracterizar o perfil fenotípico dos monócitos do sangue periférico e suas 

subpopulações, inicialmente foi criado um gráfico de granulosidade celular (Side Scatter - SSC) 

versus intensidade de fluorescência-3 (FL3-A, CD14 PerCP), sendo selecionado por uma janela 

– “gate” a população de monócitos totais (Figura 5A). Após a seleção da população de interesse, 

foi criado um novo gráfico de intensidade de fluorescência-3 (FL3-A, CD14 PerCP) versus 

intensidade de fluorescência-5 (FL5-A, CD16 APC-Cy7), ocorrendo a delimitação das três 

subpopulações de monócitos: monócitos clássicos (CD14++CD16-),  monócitos inflamatórios 

(CD14++CD16+) e monócitos patrulhadores (CD14+CD16++) (Figura 5B). 

A próxima estratégia correspondeu à avaliação do perfil fenotípico-funcional das 

subpopulações de monócitos. As moléculas TLR-2, TLR-4, TLR-9, HLA-DR, CD80 e CD86 

expressas nessas subpopulações celulares foram analisadas quanto à intensidade média de 

fluorescência (IMF) em gráfico de histograma (Figura 5C). A mesma estratégia de análise foi 

realizada para as moléculas produzidas por essas células (IL-10 e IL-12) (Figura 5D). 
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Figura 5. Análise do perfil fenotípico dos monócitos do sangue periférico e suas subpopulações por 

citometria de fluxo.  Representação da população de monócitos totais, selecionados no gate “Monócitos” em 

gráfico de granulosidade (SSC) versus intensidade de fluorescência-3 (FL3-A, CD14 PerCP) e das subpopulações: 

monócitos clássicos (CD14++CD16-), monócitos inflamatórios (CD14++CD16+) e monócitos patrulhadores 

(CD14+CD16++),em gráfico de intensidade de fluorescência-3 (FL3-A, CD14 PerCP) versus intensidade de 

fluorescência-5 (FL5-A, CD16 APC-Cγ7) (B). Representação do perfil de análise da expressão de TLR-4 (C) e 

IL-12 (D) por monócitos e subpopulações por intensidade média de fluorescência (IMF). 

 

4.9.2 Estratégias de análise para a caracterização dos linfócitos T CD4+ e suas subpopulações 

Th1, Th2, Treg e Th17 

 

A caracterização dos linfócitos totais foi obtida através do gráfico de tamanho celular 

(Forward Scatter - FSC) versus granulosidade celular (Side Scatter - SSC) e com a criação de 
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um “gate” na população de linfócitos (Figura 6A). Posteriormente, foi criado um novo gráfico 

de granulosidade celular (Side Scatter - SSC) versus intensidade de fluorescência-7 (FL7-A, 

CD4 BV421) na qual foi criado um “gate” na população de linfócitos auxiliares (linfócitos T 

CD4+) (Figura 6B). 

 

Figura 6. Análise do perfil fenotípico dos linfócitos T CD4+ do sangue periférico por citometria de fluxo. 

Representação da população de linfócitos totais selecionados no gate “Linfócitos” em gráfico de granulosidade 

(SSC) versus tamanho (FSC) (A) e da população de linfócitos T CD4+ através do gráfico de granulosidade (SSC) 

versus intensidade de fluorescência-7 (FL7-A, CD4 BV421) (B).  

 

A próxima estratégia utilizada foi para a identificação das subpopulações de linfócitos 

T CD4+ de interesse. Após selecionar o “gate” na população de linfócitos T CD4+ foi criado um 

gráfico de intensidade de fluorescência-1 (FL1-A, Tbet FITC) versus intensidade de 

fluorescência-2 (FL2-A, IFN-γ PE) que caracteriza a subpopulação Th1 (Figura 7A), um gráfico 

de intensidade de fluorescência-1 (FL1-A, GATA3 FITC) versus intensidade de fluorescência-

2 (FL2-A, IL-4 PE) que caracteriza a subpopulação Th2 (Figura 7B), um gráfico de intensidade 

de fluorescência-2 (FL2-A, RORγT PE) versus intensidade de fluorescência-1 (FL1-A, IL-17A 

FITC) que caracteriza a subpopulação Th17 (Figura 7C) e um gráfico de intensidade de 

fluorescência-5 (FL5-A, CD25 APC-Cy7) versus intensidade de fluorescência-6 (FL6-A, 

FOXP3 PECy7) que caracteriza a subpopulação Treg (Figura 7D). Foram avaliados nos 

linfócitos totais a frequência de CD25, CD28 e CD152 pela frequência de células produtoras 

em gráfico de histograma. 
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Figura 7. Análise do perfil fenotípico das subpopulações de linfócitos T CD4+por citometria de fluxo. 

Representação da subpopulação de linfócitos Th1 através do gráfico de intensidade de fluorescência-1 (FL1-A, 

Tbet FITC) versus intensidade de fluorescência-2 (FL2-A, IFN- PE) (A), Th2 pela expressão do fator de 

transcrição GATA3 através do gráfico de intensidade de fluorescência-1 (FL1-A, GATA3 FITC) versus 

intensidade de fluorescência-2 (FL2-A, IL-4 PE) (B), Th17 pela expressão do fator de transcrição RORγT através 

do gráfico de intensidade de fluorescência-2 (FL2-A, RORγT PE) versus intensidade de fluorescência-1 (FL1-A, 

IL-17A FITC (C) e Treg pela expressão do fator de transcrição FOXP3 através do gráfico de intensidade de 

fluorescência-5 (FL5-A, CD25 APC-Cy7) versus intensidade de fluorescência-6 (FL6-A, FOXP3 PECy7) (D). 

 

4.9.3 Estratégias de análise para a caracterização dos linfócitos T CD8+e linfócitos T CD8+ 

regulatórios 

A caracterização dos linfócitos T CD8+ foi obtida através do gráfico de granulosidade 

celular (Side Scatter - SSC) versus intensidade de fluorescência-3 (FL3-A, CD8 PerCP) na qual 

Fig
ura 
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foi criado um “gate” na população de linfócitos citotóxicos (linfócitos T CD8+) (Figura 8B). 

Para a caracterização de linfócitos T CD8+ regulatórios foi criado dentro do “gate” de linfócitos 

T CD8+ um gráfico de intensidade de fluorescência-5 (FL5-A, CD25 APC-C7) versus 

intensidade de fluorescência-6 (FL6-A, FOXP3 PECy7) (Figura 8C). 

 

 
 

Figura 8. Análise do perfil fenotípico dos linfócitos T CD8+ e linfócitos T CD8+ regulatórios do sangue 

periférico por citometria de fluxo. Representação da população de linfócitos totais, selecionados no gate 

“Linfócitos” em gráfico de granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (A),  população de linfócitos TCD8+ 

através do gráfico de granulosidade (SSC) versus intensidade de fluorescência-3 (FL3-A, CD8 PerCP) (B) e de 

linfócitos T CD8+ regulatórios através do gráfico de intensidade de fluorescência-5 (FL5-A, CD25 APC-C7) 

versus intensidade de fluorescência-6 (FL6-A, FOXP3 PEC7) (C). 

 

4.10 Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 5.0 (San 

Diego, CA). Os dados apresentaram distribuição não paramétrica.  

Para verificar diferenças estatísticas entre as culturas controles e as culturas estimuladas,  

assim como entre as culturas PBMC, com anticorpo anti-CD80 (αCD80) e anti-CD86 (αCD86) 

foi realizada análise pareada empregando o teste de Wilcoxon, seguido de Rank. Diferenças 

entre as formas clínicas nos grupos controle e TRIPO foram determinadas com o teste de 

Kruskal-Wallis. O intervalo de confiança definido foi 95% e as diferenças estatísticas 

significativas foram consideradas quando p<0,05. 

A associação entre as subpopulações de monócitos e de linfócitos foi determinada a 

partir da regressão linear, considerando o coeficiente de determinação (R2) para a qualidade do 

ajuste e o teste F para medir a variância entre os pares (p<0.05). 
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A correlação realizada entre as variáveis dependentes foi avaliada considerando o 

coeficiente de Spearman () através do software JMP, sendo consideradas as diferenças 

estatísticas significativas quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS 
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O estudo da resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro induzida contra o T. cruzi é 

de grande importância para determinar a evolução da doença de Chagas (Savino et al., 2007; 

Chaves et al., 2016). A ativação da imunidade inata e consequentemente da imunidade 

adaptativa são mecanismos que determinam tal evolução. Dessa forma, para compreender o 

papel das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 presentes em células da imunidade inata 

no direcionamento das diferentes subpopulações de linfócitos T CD4+ (Th1, Th2, Th17, Treg) 

e em linfócitos T CD8+ e T CD8+ reguladores, após estímulo in vitro com antígeno de T. 

cruziem pacientes com as formas clínicas indeterminada (IND) e cardíaca (CARD) da doença 

de Chagas, os resultados do presente estudo serão apresentados em três capítulos. 

O primeiro capítulo constitui-se da caracterização fenotípica-funcional dos monócitos 

totais e de suas subpopulações (monócitos clássicos, inflamatórios e patrulhadores) em 

pacientes com as formas clínicas IND e CARD da doença de Chagas e a relação da expressão 

das moléculas CD80 e CD86 com os receptores CD28 e CTLA-4 em linfócitos T CD4+ totais 

e com as subpopulações de linfócitos Th1, Th2, Th17 e Treg. 

O segundo capítulo apresenta os resultados obtidos através do bloqueio dos receptores 

CD80 e CD86 expressos por monócitos totais e suas subpopulações e a interação dessas 

moléculas co-estimuladoras com os receptores CD28 e CTLA-4 presentes em cada 

subpopulações de linfócitos T CD4+ (Th1, Th2, Th17 e Treg) no direcionamento de uma 

resposta pró-inflamatória/imunomodulatória nas diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas.  

O terceiro e último capítulo compreende a atuação das moléculas CD80 e CD86 

expressas por monócitos totais e de suas subpopulações após ensaio de bloqueio no 

desenvolvimento da resposta imune mediada por linfócitos T CD8+ e T CD8+ reguladores.  
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5.1 CAPÍTULO 1 

 

Os resultados referentes ao capítulo 1 foram organizados em forma de artigo e publicados em 

2018 na revista Fronties in Immunology sob o título de “CD86 Expression by Monocytes 

Influences na Immunomodulatory Profile in Asymptomatic Patients with Chronic Chagas 

Disease” 

 

5.1.1 Pacientes com a doença de Chagas apresentam diferentes frequências das subpopulações 

de monócitos em culturas controle e estimuladas por T. cruzi 

 

A frequência dos monócitos totais e das suas subpopulações obtidos de pacientes com 

doença de Chagas e indivíduos não-infectados está apresentada nas Figuras 9A e B. Nossos 

resultados demostraram redução significativa na frequência de monócitos totais no grupo 

CARD após estimulação in vitro com antígenos de T. cruzi (cultura TRIPO) quando 

comparados com a cultura controle. Observamos maior frequência de monócitos inflamatórios 

no grupo CARD quando comparado ao grupo NI na cultura controle. Os resultados também 

demonstraram redução na frequência dessa subpopulação de monócitos no grupo CARD após 

estímulo com antígenos de T. cruzi (Figura 9B). Outras diferenças significativas não foram 

observadas. 

Quando analisamos as proporções das subpopulações de monócitos de pacientes com 

doença de Chagas e indivíduos saudáveis em culturas TRIPO, observamos que os grupos NI, 

IND e CARD apresentaram maior proporção de monócitos clássicos do que inflamatórios e 

patrulhadores (Figura 9A). 
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Figura 9. Análise da frequência dos monócitos totais e suas subpopulações. Frequência de monócitos totais 

(A). Frequência das subpopulações de monócitos clássicos (CD14++CD16-), inflamatórios (CD14++CD16+) e 

patrulhadores (CD14+CD16++) (B) em cultura sem estímulo (controle) e após estimulo in vitro com antígenos de 

T. cruzi (TRIPO). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 6), forma clínica indeterminada 

(IND, n = 10) e cardíaca (CARD, n = 9) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos 

são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. O octothorpe (#) indica a 

diferença estatística significativa entre a cultura controle e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os gráficos destacam 

a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores outliers. 

 

5.1.2 Monócitos de pacientes assintomáticos demonstraram menor expressão de TLR 

 

A estimulação com antígenos de T. cruzi aumentou a expressão de TLR-2 e reduziu a 

expressão desse receptor em monócitos inflamatórios do grupo NI e CARD, respectivamente, 

quando comparado às culturas controle. O desafio com antígenos de T. cruzi também levou à 

menor expressão de TLR-4 em monócitos patrulhadores dos pacientes IND quando comparados 

ao grupo NI. Além disso, após estimulação in vitro com antígenos de T. cruzi, os monócitos 

totais de indivíduos IND apresentaram alta expressão de TLR-9. Por outro lado, observamos 

menor expressão desse receptor em monócitos inflamatórios e patrulhadores do grupo IND 

quando comparados com indivíduos NI nas culturas controle e TRIPO, assim como foi 
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observada redução de TLR-9 em monócitos patrulhadoresno grupo CARD em comparação ao 

grupo NI após estímulo com antígenos de T. cruzi (Figura 10A). Outras diferenças significativas 

não foram observadas. 

 

Figura 10. Expressão das moléculas de reconhecimento e ativação em monócitos totais e suas subpopulações. 

Expressão de receptores toll-like (TLR) (A) e HLA-DR (B) por monócitos totais, monócitos clássicos 

(CD14++CD16-), inflamatórios (CD14++CD16+) e patrulhadores (CD14+CD16++) em cultura sem estímulo 

(controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) (B). Os grupos avaliados foram indivíduos 

não-infectados NI (n = 6), forma clínica indeterminada (IND, n = 10) e cardíaca (CARD, n = 9) da doença de 

Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo 

com o teste de Kruskal-Wallis. O octothorpe (#) indica a diferença estatística significativa entre a cultura controle 

e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os gráficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. O círculo 

preenchido em preto representa os valores outliers. 
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5.1.3 Pacientes com doença de Chagas apresentam diferentes níveis de expressão de HLA-DR 

nas subpopulações de monócitos 

 

Após estimulação in vitro com antígenos de T. cruzi, monócitos totais dos pacientes 

IND apresentaram maior expressão de HLA-DR quando comparado à cultura controle. 

Monócitos clássicos dos grupos IND e CARD na cultura TRIPO apresentaram maior expressão 

de HLA-DR em comparação com as culturas controle. Os resultados também demonstraram 

menor expressão de HLA-DR em monócitos inflamatórios de pacientes IND quando 

comparados com o grupo CARD em culturas controle (Figura 10B). Outras diferenças 

significativas não foram observadas. 

 

5.1.4 A expressão das moléculas CD80 e CD86 nas subpopulações de monócitos de pacientes 

com doença de Chagas é regulada após estimulação in vitro com antígenos de T. cruzi. 

 

Em seguida, avaliamos o efeito dos monócitos circulantes de pacientes com doença de 

Chagas na ativação de células T. Para essa finalidade, caracterizamos a expressão das moléculas 

co-estimuladoras CD80 e CD86 em culturas in vitro de amostras de sangue total na presença 

de antígenos de T. cruzi (Figura 11A e B). 

Nas culturas estimuladas TRIPO, a expressão de CD80 nos monócitos clássicos dos 

grupos IND e CARD foi maior do que no grupo NI. Essa molécula co-estimuladora também foi 

mais expressa em monócitos inflamatórios do grupo CARD desafiados com antígenos de T. 

cruzi quando comparados com a cultura controle. Não foram observadas diferenças 

significativas na expressão de CD80 em monócitos patrulhadores (Figura 11A).  

Quando avaliamos a expressão da molécula CD86, observamos que os monócitos totais 

e todas as suas subpopulações apresentaram maior expressão de CD86 em pacientes IND 

quando comparados ao grupo NI nas culturas controle e TRIPO, exceto em monócitos 

patrulhadores após estimulação in vitro com antígenos de T. cruzi. Pacientes CARD 

demonstraram maior expressão de CD86 apenas em monócitos clássicos quando comparados 

ao grupo NI nas culturas controle e TRIPO. Também observamos uma expressão reduzida dessa 

molécula co-estimuladoraem monócitos patrulhadores dos grupos IND e CARD após 

estimulação com T. cruzi (Figura 11B). Outras diferenças significativas não foram observadas. 
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Figura 11. Expressão das moléculas co-estimuladoras em monócitos totais e suas subpopulações. Expressão 

das moléculas co-estimuladoras de CD80 (A) e CD86 (B) por monócitos totais, monócitos clássicos 

(CD14++CD16-), inflamatórios (CD14++CD16+) e patrulhadores (CD14+CD16++) em cultura sem estímulo 

(controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) (B). Os grupos avaliados foram indivíduos 

não-infectados NI (n = 6), forma clínica indeterminada (IND, n = 10) e cardíaca (CARD, n = 9) da doença de 

Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo 

com o teste de Kruskal-Wallis. O octothorpe (#) indica a diferença estatística significativa entre a cultura controle 

e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os gráficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. O círculo 

preenchido em preto representa os valores outliers. 

 

5.1.5 Monócitos totais de pacientes com a forma clínica indeterminada apresentaram maior 

expressão de CD86 quando comparado à CD80 

 

Para comparar a expressão de CD86 e CD80 em monócitos totais e suas subpopulações, 

calculamos um índice de expressão relativo, considerando a razão CD86/CD80 e a proporção 

através da intensidade média de fluorescência dessas moléculas em culturas TRIPO de 

indivíduos NI, IND e CARD (Figura 12). Nossos resultados demonstraram maior razão da 

expressão de CD86/CD80 nos monócitos totais do grupo IND em comparação ao grupo NI 

(Figura 12A). A maior expressão de CD80 foi observada nos monócitos inflamatórios do grupo 

NI. À medida que a doença progride, a expressão de CD80 diminuiu nos monócitos 
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inflamatórios e patrulhadores e aumentou nos monócitos clássicos do grupo IND. Além disso, 

a maior expressão de CD80 foi modificada dos monócitos inflamatóriosdo grupo IND para 

patrulhadores no grupo CARD, enquanto a expressão observada nos monócitos clássicos 

permaneceu estável (Figura 12B). 

Encontramos uma proporção semelhante da expressão de CD86 em monócitos clássicos, 

inflamatórios e patrulhadores do grupo NI. Com a progressão da doença, a expressão de CD86 

aumentou em todos as subpopulações de monócitos dos pacientes IND em comparação com os 

do grupo NI e reduziu nas subpopulações de monócitos do grupo CARD (Figura 12B). 

 

Figura 12. Razão e proporção da expressão de CD80 e CD86 por monócitos após estimulação in vitro de 

anítgenos de T. cruzi. Razão da expressão de CD86/CD80 por monócitos totais (A) e proporção dessas moléculas 

co-estimuladoras pelas subpopulações de monócitos (B) após estimulação in vitro de antígenos de T. cruzi. Os 

grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 6), forma clínica indeterminada (IND, n = 10) e cardíaca 

(CARD, n = 9) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos são evidenciadas por 

linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. 

 

5.1.6 Monócitos totais e clássicos de pacientes assintomáticos com doença de Chagas 

apresentaram equilíbrio entre a expressão de IL-12 e IL-10 

 

Verificamos que os monócitos totais de pacientes com doença de Chagas apresentam 

maior expressão de IL-12 quando comparado ao grupo NI, nas culturas controle e TRIPO. Após 

estimulação in vitro com antígenos de T. cruzi, os monócitos totaisdo grupo CARD 

demonstraram menor expressão dessa citocina (Figura 13A). 

Quando analisamos as subpopulações de monócitos observamos maior expressão de IL-

12 nos monócitos clássicos de pacientes IND quando comparados com o grupo NI na cultura 

controle e, após estimulação in vitro com antígenos T. cruzi, nos pacientes IND e CARD em 

comparação com o grupo NI. Também detectamos maior expressão de IL-12 em monócitos 

patrulhadores de pacientes IND quando comparados com o grupo NI na cultura controle (Figura 

13A). Além disso, os monócitos clássicos apresentaram maior expressão de IL-10 apenas em 
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pacientes IND, quando comparados ao grupo NI na cultura controle (Figura 13B). Não foi 

possível observar outras diferenças significativas.  

 

Figura 13. Expressão de citocinas por monócitos totais e suas subpopulações. Expressão da citocina IL-12 (A) 

e IL-10 (B) por monócitos totais, monócitos clássicos (CD14++CD16-), inflamatórios (CD14++CD16+) e 

patrulhadores (CD14+CD16++) em cultura sem estímulo (controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. 

cruzi (TRIPO). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 6), forma clínica indeterminada 

(IND, n = 10) e cardíaca (CARD, n = 9) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos 

são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. O octothorpe (#) indica a 

diferença estatística significativa entre a cultura controle e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os gráficos destacam 

a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores outliers. 

 

5.1.7 A molécula CTLA-4 é regulada em linfócitos T CD4+ de pacientes com a forma clínica 

IND da doença de Chagas 

 

Os receptores CD25, CD28 e CTLA-4 são importantes moléculas de ativação presentes 

na superfície dos linfócitos T sendo essenciais para a resposta imune adaptativa (Hathcock et 

al., 1994; Linsley et al., 1994; Bolkun et al., 2016). Assim, avaliamos a expressão dessas 

moléculas em células T CD4+ de indivíduos NI, IND e CARD. Encontramos uma maior 

frequência de linfócitos T CD4+CD25+ em culturas TRIPO de pacientes IND e CARD em 

comparação com o grupo NI e em comparação com a frequência observada nas culturas 

Figura 13. 
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controle. Também detectamos um pequeno aumento significativo da frequência de linfócitos T 

CD4+CD28+ na cultura TRIPO em comparação com a cultura controle de pacientes IND. 

Quando avaliamos a frequência de linfócitos T CD4+CTLA-4+, foi possível observar que após 

estimulação com antígenos de T. cruzi, pacientes IND e CARD apresentaram um aumento da 

frequência dessas células em comparação com a cultura controle. Entretanto, apenas pacientes 

IND apresentaram maior frequência de linfócitos T CD4+CTLA-4+ quando comparados ao 

grupo NI na cultura TRIPO (Figura 14A). Outras diferenças significativas não foram 

observadas. 

 

Figura 14. Análise dos linfócitos T CD4+ e suas subpopulações. Frequência de linfócitos CD4+ que expressam 

CD25, CD28 e CTLA-4 (A) em cultura sem estímulo (controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi 

(TRIPO). Frequência das subpopulações de linfócitos Th1, Th2, Th17 e T reguladores (Treg) (B) e proporção das 

subpopulações de linfócitos (C). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 6), forma clínica 

indeterminada (IND, n = 10) e cardíaca (CARD, n = 9) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) 

entre os grupos são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. O octothorpe 

(#) indica a diferença estatística significativa entre a cultura controle e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os 

gráficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores 

outliers. 
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5.1.8 Redução na frequênciade linfócitos Th1, Th2 e Th17 e aumento de Treg é observada 

principalmente em pacientes IND 

 

O próximo passo foi avaliar a frequência de linfócitos Th1, Th2, Th17 e Treg no sangue 

periférico de indivíduos não-infectados e pacientes com a doença de Chagas após estimulação 

in vitro com antígenos de T. cruzi. Os dados demonstram uma diminuição geral na frequência 

de linfócitos Th1, Th2 e Th17 de pacientes com Chagas em comparação com indivíduos NI, 

nas culturas controle e TRIPO. Por outro lado, a frequência de linfócitos Treg foi 

significativamente maior nos grupos IND e CARD em comparação com indivíduos NI após 

estimulação in vitro com antígenos T. cruzi e em comparação com a frequência observada nas 

culturas controle (Figura 14B). Outras diferenças significativas não foram observadas. 

Quando analisamos as proporções das subpopulações de linfócitos T CD4+ em pacientes 

com doença de Chagas e indivíduos saudáveis em culturas TRIPO, foi possível observar 

proporções semelhantes de linfócitos Th1, Th2 e Th17 e pequena proporção de células Treg no 

grupo NI. Com a progressão da doença a proporção de células Th1, Th2 e Th17 diminui em 

indivíduos IND e CARD. Em contraste, a proporção de células Treg aumenta drasticamente em 

pacientes com doença de Chagas em comparação com o grupo NI, principalmente no grupo 

IND (Figura 14C). 

A expressão de IFN-γ, IL-4, IL-17 e IL-10 pelos linfócitos T CD4+ é um fator chave 

para a diferenciação e caracterização das subpopulações Th1, Th2, Th17 e Treg, 

respectivamente (Teixeira et al., 2011). Encontramos menor frequência de linfócitos Th2 IL-4+ 

em culturas controle de pacientes IND e CARD em comparação com o grupo NI. Também 

detectamos uma menor frequência de linfócitos Th17 IL-17+ nas culturas controle e TRIPO de 

indivíduos CARD e IND quando comparados com o grupo NI, respectivamente (Figura 15). 

Não foram observadas diferenças significativas em relação aos linfócitos Th1 IFN-γ+ e aos 

linfócitos Treg IL-10+. 
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Figura 15. Frequência de citocinas pelas subpopulações de linfócitos T CD4+. Expressão de IFN-γ, IL-4, IL-

17 e IL-10 produzidas por linfócitos T CD4+ que caracterizam as subpopulações Th1, Th2, Th17 e T reguladores 

(Treg), respectivamente. Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 6), forma clínica 

indeterminada (IND, n = 10) e cardíaca (CARD, n = 9) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) 

entre os grupos são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. Os gráficos 

destacam a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores outliers. 

 

5.1.9 A molécula co-estimulatória CD86 pode induzir uma resposta imunomodulatória 

mediada por células Treg em pacientes assintomáticos 

 

Como descrito anteriormente, pacientes com a forma clínica IND da doença de Chagas 

apresentam expressão mais alta de CD86 do que da molécula co-estimuladora CD80 em todas 

as subpopulações de monócitos. A interação entre CD80 ou CD86 com CD28 ativa os linfócitos 

e aprimora a resposta imune, enquanto sua ligação ao CTLA-4 inibe a ativação dos linfócitos 

reduzindo a modulação da resposta imune (Souza et al., 2007). Assim, investigamos essa 

interação realizando análises de regressão e correlação em cultura após estímulo in vitro de 

antígenos de T. cruzi. 

Primeiramente, avaliamos a interação entre CD80/CD86 de monócitos totais e 

CD28/CTLA-4 em culturas TRIPO de indivíduos NI, IND e CARD e encontramos uma 

associação significativa entre as células CD80 e CD28 no grupo NI (R2=0,73/p=0,03). Também 

detectamos nesses indivíduos uma correlação positiva significativa entre os receptores CD80 e 

CTLA-4 (ρ=0,93/p=0,008). Também foi observada uma associação significativa entre CD86 e 

CTLA-4 em pacientes CARD (R2=0,81/p=0,001) (Tabela 2).  

A análise da interação entre CD80 e CD86 expressos nas subpopulações de monócitos 

com CD28/CTLA-4 em culturas TRIPO de pacientes NI, IND e CARD revelou associação 

significativa entre CD80 de monócitos inflamatórios e CD28 em indivíduos NI 

Figura 15. 
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(R2=0,84/p=0,01). Observamos associação significativa entre CD86 expressos em monócitos 

clássicos e CTLA-4 em pacientes IND (R2=0,55/p=0,04) e CARD (R2=0,81/p=0,001). Também 

encontramos associação significativa (R2=0,57/p=0,03) e correlação positiva (ρ=0,86/p=0,007) 

entre CD80 presente em monócitos inflamatórios e CTLA-4 em pacientes IND. Além disso, foi 

encontrado correlação negativa entre CD80 de monócitos patrulhadores e o receptor CTLA-4 

em pacientes CARD (ρ=-0,80/p=0,00). Foi observada associação significativa entre CD86 

expressas por monócitos patrulhadores e CTLA-4 em pacientes CARD (R2=0,54/p=0,02) 

(Tabela 2). 

Posteriormente, utilizamos análises de regressão linear e de correlação para explorar a 

relação entre a expressão de CD80 e CD86 por monócitos totais e suas subpopulações no 

direcionamento de uma resposta Th1, Th2, Th17 e Treg em culturas TRIPO de indivíduos NI, 

IND e CARD. Foi encontrada correlação negativa entre CD80 e células Treg em monócitos 

totais no grupo NI (ρ=-0,94/p =0,00) e IND (ρ=-0,73/p=0,02) (Tabela 2). 

A análise de associação entre CD80 e CD86 nas subpopulações de monócitos das 

culturas TRIPO de pacientes NI, IND e CARD revelou associação significativa entre CD86 de 

monócitos patrulhadores e células Treg de indivíduos NI (R2=0,79/p=0,02). Além disso, 

observamos correlação negativa entre CD86 de monócitos clássicos (ρ=-0,78 /p =0,01) e CD86 

de monócitos patrulhadores (ρ=-0,73/p=0,03) com as células Treg de indivíduos IND. Também 

encontramos correlação positiva entre CD80 e CD86 com Th2 em monócitos clássicos 

(ρ=0,75/p=0,02) e patrulhadores (ρ=0,68/p= 0,04) dos pacientes IND, respectivamente (Tabela 

2). 
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*Treg - Linfócitos T regulatórios. Demonstramos r-squared (R2) e coeficiente de Spearman (). (*) indica diferenças significativas (p<0.05). 

Tabela 2. Análise de regressão linear e correlação entre as moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 por monócitos e 

suas subpopulações com CD28 e CTLA-4 e linfócitos Th1, Th2, Th17 e Treg.

R2 (valor de p)  (valor de p) R2 (valor de p)  (valor de p) R2 (valor de p)  (valor de p) R2 (valor de p)  (valor de p)
CD80

CD28 0.73 (0.03)*  -0.03 (0.96) 0.20 (0.38)  -0.09 (0.87) 0.84 (0.01)*  -0.37 (0.47) 0.001 (0.94) 0.23 (0.66)
CTLA-4 0.58 (0.08) 0.93 (0.008)* 0.002 (0.93) 0.20 (0.70) 0.28 (0.28) 0.43 (0.39) 0.16 (0.43) 0.03 (0.96)
Th1 0.07 (0.62) 0.086 (0.87) 0.21 (0.34) -0.43(0.40) 0.04 (0.70) 0.26(0.63) 0.18 (0.40) 0.37(0.47)
Th2 0.05 (0.68) -0.54 (0.27) 0.19 (0.38) -0.43(0.40) 0.01 (0.88) 0.09(0.87) 0.03 (0.76) 0.029(0.96)
Th17 0.04 (0.70) 0.029 (0.96) 0.36 (0.21) -0.77(0.07) 0.03 (0.75) 0.09(0.87) 0.13 (0.48) 0.26(0.63)

Treg 0.33 (0.23) ­0.94 (0.00)* 0.27 (0.29) ­0.2 (0.70) 0.20 (0.38)  - 0.31 (0.54) 0.01 (0.89)  - 0.06 (0.87)

CD86

CD28 0.01 (0.84) 0.03 (0.96) 0.22 (0.34)  -0.64 (0.17) 0.38 (0.19)  -0.54 (0.27) 0.005 (0.89)  -0.26 (0.62)

CTLA-4 0.06 (0.65)   -0.26 (0.62) 0.48 (0.13)  -0.14 (0.79) 0.04 (0.71)  -0.23 (0.66) 0.03 (0.76)  -0.20 (0.70)

Th1 0.27 (0.29) 0.43 (0.40) 0.02 (0.78) -0.2 (0.7) 0.02 (0.80) 0.14 (0.79) 0.60 (0.07) 0.49 (0.33)

Th2 0.45 (0.14) 0.43 (0.40) 0.41 (0.17) 0.54 (0.27) 0.04(0.71) 0.43 (0.40) 0.56 (0.09) 0.54 (0.27)

Th17 0.04 (0.71) 0.086 (0.87) 0.048 (0.68) -0.25(0.62) 0.01 (0.86) 0.31 (0.54) 0.64 (0.06) -0.14(0.79)

Treg 0.22 (0.35) 0.66 (0.16) 0.43 (0.16)  0.77 (0.07) 0.01 (0.86)  - 0.08 (0.87) 0.79 (0.02)* 0.6 (0.21)
CD80

CD28 0.24 (0.18)   -0.58 (0.10) 0.20 (0.23)  -0.57 (0.11) 0.009 (0.78)  -0.18 (0.64) 0.004 (0.87) 0.07 (0.86)
CTLA-4 0.13 (0.39) 0.40 (0.32) 0.13 (0.38) 0.29 (0.49) 0.57 (0.03)* 0.86 (0.007)* 0.19 (0.29)  -0.31 (0.46)
Th1 0.10 (0.40) 0.23 (0.56) 0.03 (0.66) 0.06 (0.88) 0.01 (0.91) 0.17(0.67) 0.08 (0.45) 0.19 (0.62)
Th2 0.28 (0.14) 0.47 (0.2) 0.41 (0.06) 0.75 (0.02)* 0.19 (0.23) 0.46(0.22) 0.27 (0.15) -0.59(0.09)
Th17 0.31 (0.12) 0.39 (0.29) 0.26 (0.16) 0.40 (0.28) 0.23 (0.18) 0.40(0.28) 0.06 (0.54) -0.06(0.88)

Treg 0.10 (0.42) ­0.73 (0.02)* 0.07 (0.49)  - 0.63 (0.07) 0.00 (0.98) - 0.38 (0.30) 0.02 (0.72) 0.59 (0.09)

CD86

CD28 0.16 (0.29)   -0.42 (0.26) 0.003 (0.88)  -0.08 (0.83) 0.07 (0.49)  -0.23 (0.55) 0.10 (0.41)  -0.32 (0.41)

CTLA-4 0.17 (0.30) 0.60 (0.12) 0.55 (0.04)* 0.67 (0.07) 0.10 (0.45) 0.29 (0.49) 0.10 (0.44) 0.45 (0.26)

Th1 0.17 (0.26) 0.13(0.75) 0.004 (0.87) 0.17 (0.67) 0.04 (0.60) -0.08(0.83) 0.15 (0.31) 0.18 (0.64)

Th2 0.27 (0.26) 0.54(0.13) 0.08 (0.46) 0.24 (0.54) 0.26 (0.16) 0.41(0.28) 0.33 (0.10) 0.68 (0.04)*

Th17 0.30 (0.13) 0.29(0.44) 0.03 (0.67) 0.21 (0.59) 0.38 (0.08) 0.49(0.18) 0.29 (0.13) 0.24(0.53)
Treg 0.11 (0.38) ­0.66 (0.05) 0.22 (0.20)  -0.78 (0.01)* 0.12 (0.36) - 0.53 (0.14) 0.10 (0.40)  - 0.73 (0.03)*

CD80
CD28 0.003 (0.89) 0.06 (0.86) 0.003 (0.89) 0.07 (0.87) 0.16 (0.29) 0.60 (0.09) < 0.01 (0.10)  -0.55 (0.13)
CTLA-4 0.05 (0.55)  -0.09 (0.81) 0.05 (0.55)  -0.09 (0.81) 0.10 (0.41)  -0.44 (0.24) 0.38 (0.08)  - 0.80 (0.00)*
Th1 0.02 (0.69) -0.37(0.33) 0.02 (0.68) -0.37(0.33) 0.03 (0.64) -0.35(0.36) 0.004 (0.86) -0.43(0.24)
Th2 0.04 (0.59) 0.20 (0.60) 0.04 (0.59) 0.20 (0.60) 0.18 (0.25) -0.33(0.38) 0.06 (0.52) -0.20(0.62)
Th17 0.0003 (0.96) 0.13 (0.73) 0.0003 (0.96) 0.13 (0.73) 0.09 (0.42) -0.22(0.58) 0.008 (0.81) -0.27(0.49)

Treg 0.33 (0.11) 0.27 (0.49) 0.33 (0.11) 0.27 (0.48) 0.17 (0.28)  -0.55 (0.12) 0.001 (0.93) 0.02 (0.97)

CD86

CD28 0.18 (0.25)  -0.50 (0.17) 0.18 (0.25)  -0.50 (0.17) 0.03 (0.64)  -0.02 (0.97) 0.23 (0.19) 0.18 (0.64)

CTLA-4 0.81 (0.001)* 0.61 (0.08) 0.81 (0.001)* 0.60 (0.08) 0.02 (0.72) 0.29 (0.46) 0.54 (0.02)*  0.54 (0.13)

Th1 0.02 (0.69) 0.33 (0.38) 0.02 (0.69) 0.33 (0.38) 0.07 (0.48) 0.20(0.60) 0.15 (0.31) 0.37(0.33)

Th2 0.33 (0.10) 0.44 (0.23) 0.33 (0.10) 0.44 (0.23) 0.09 (0.43) -0.38(0.32) 0.33 (0.10) 0.02(0.97)

Th17 0.001 (0.91) 0.30 (0.43) 0.001 (0.91) 0.30 (0.43) 0.11 (0.39) -0.40(0.29) 0.29 (0.13) 0.02(0.97)

Treg 0.005 (0.84) 0.52 (0.15) 0.005 (0.84) 0.51 (0.15) 0.04 (0.59) -0.13 (0.73) 0.10 (0.39) 0.53 (0.14)

Monpocitos totais Monócitos clássicos Monócitos inflamatórios Monócitos patrulhadores
N

ão
-i

n
fe

ct
ad

o
 (

N
I)

In
d

et
er

m
in

ad
o

 (
IN

D
)

C
ar

d
ía

co
 (

C
A

R
D

)

Tabela 2. 

Análise de 
regressão 
linear e 
correlaçã
o entre as 
moléculas 

co-
estimulad
oras 
CD80 e 
CD86 por 
monócitos 

e suas 
subpopula
ções com 
CD28 e 
CTLA-4 e 
linfócitos 

Th1, Th2, 
Th17 and 

Treg. 



  

65 
 

5.2 CAPÍTULO 2 

 

Com a finalidade de compreender o papel das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 

presentes em monócitos e suas subpopulações no direcionamento das diferentes subpopulações 

de linfócitos T CD4+ (Th1, Th2, Th17, Treg) foi realizado ensaio utilizando bloqueio para os 

receptores CD80 ou CD86 em cultura com células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

provenientes de indivíduos saudáveis e com a doença de Chagas, estimuladas ou não com 

antígenos in vitro de T. cruzi. 

 

5.2.1 Linfócitos T CD4+ de pacientes assintomáticos apresentam maior expressão de CTLA-4 

após estimulação in vitro com antígenos de T. cruzi 

 

Os resultados demonstraram aumento significativo na frequência de linfócitos T 

CD4+CD25+ em culturas sem bloqueio (PBMC) e com bloqueio de anticorpo para o receptor 

CD80 (αCD80) após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi no grupo CARD em 

comparação com as culturas controles (Figura 16A). Por outro lado, aumento significativo da 

frequência de linfócitos T CD4+CTLA-4+ foi observado nas culturas PBMC, αCD80 e com 

bloqueio de anticorpo para o receptor CD86 (αCD86) em pacientes IND após estímulo com 

antígenos de T. cruzi em comparação com a cultura controle. Também observamos maior 

frequência dessas células em cultura TRIPO de pacientes CARD na presença de anticorpo anti-

CD80 (Figura 16C). Outras diferenças significativas não foram observadas. 
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Figura 16. Análise dos marcadores de ativação em linfócitos T CD4+em cultura PBMC, αCD80 e αCD86.  

Frequência de linfócitos CD4+CD25+ (A), CD4+CD28+(B) e CD4+CTLA-4+ (C) em cultura sem estímulo 

(controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) na ausência de bloqueio (cultura PBMC), 

presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio para o receptor CD86 (cultura αCD86). 

Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma clínica indeterminada (IND, n = 9) e 

cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. O octothorpe (#) indica a diferença estatística significativa (p 

<0,05) entre a cultura controle e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os gráficos destacam a mediana e o intervalo 

interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores outliers. 

 

5.2.2 CD86 parece regular a expressão de CTLA-4 em linfócitos Treg de pacientes IND, 

enquanto CD80 regula a expressão de CD28 em Th1 de pacientes CARD 

 

Posteriormente, avaliamos a expressão das moléculas CD28 e CTLA-4 presentes nas 

subpopulações de linfócitos T CD4+, assim como a expressão das citocinas IFN-γ, IL-4, IL-17 

e IL-10 expressas pelos linfócitos Th1, Th2, Th17 e Treg, respectivamente em cultura PBMC, 

αCD80 e αCD86, após estímulo com antígenos de T. cruzi. Foi observado redução na frequência 

de linfócitos Th1 IFN-+ em cultura αCD80 de pacientes CARD após estímulo com antígenos 

de T. cruzi (Figura 17A). Esses pacientes também demonstraram aumento na frequência de Th1 

CD28+ em cultura controle e TRIPO na presença de anticorpo anti-CD86 quando comparado 

ao grupo NI (Figura 17B). Não foram observadas outras diferenças significativas.  
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Figura 17. Expressão de IFN-+ e dos marcadores de ativação em linfócitos Th1 CD4+Tbet+ em cultura 

PBMC, αCD80 e αCD86. Frequência de linfócitos Th1 IFN-+ (A), Th1 CD28+ (B) e Th1 CTLA-4+ (C) em cultura 

sem estímulo (controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) na ausência de bloqueio 

(cultura PBMC), presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio para o receptor CD86 

(cultura αCD86). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma clínica indeterminada 

(IND, n = 9) e cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos 

são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. O octothorpe (#) indica a 

diferença estatística significativa entre a cultura controle e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os gráficos destacam 

a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores outliers. 

 

Encontramos maior frequência de linfócitos Th2 CD28+ em cultura PBMC, αCD80 e 

αCD86 em pacientes com a doença de Chagas em comparação ao grupo NI de ambas culturas 

controle e TRIPO (Figura 18B). Os resultados também demonstraram maior frequência de Th2 

CTLA-4+ em pacientes CARD quando comparados ao grupo NI em cultura PBMC controle e 

TRIPO. Interessantemente, foi possível observar aumento na frequência de Th2 CTLA-4+ em 

indivíduos NI na cultura αCD80 em comparação com PBMC na presença de estímulo com 

antígenos de T. cruzi (Figura 18C). Outras diferenças significativas não foram observadas.  
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Figura 18. Expressão de IL-4+ e dos marcadores de ativação em linfócitos Th2 CD4+GATA3+ em cultura 

PBMC, αCD80 e αCD86. Frequência de linfócitos Th2 IL-4+ (A), Th2 CD28+ (B) e Th2 CTLA-4+ (C) em cultura 

sem estímulo (controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) na ausência de bloqueio 

(cultura PBMC), presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio para o receptor CD86 

(cultura αCD86). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma clínica indeterminada 

(IND, n = 9) e cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos 

são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. (a) representa diferença 

significativa observada entre PBMC e αCD80 no grupo NI em cultura TRIPO. Os gráficos destacam a mediana e 

o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores outliers. 

 

A partir da análise dos dados observamos maior frequência de linfócitos Th17 CD28+ 

em pacientes IND em comparação com grupo NI em cultura PBMC e αCD80 na presença e na 

ausência de antígenos de T. cruzi, respectivamente. Também detectamos maior frequência 

dessa subpopulação de linfócitos em cultura PBMC de pacientes CARD após estímulo com 

antígenos de T. cruzi (Figura 19B). Não foram observadas diferenças significativas referentes 

aos dados obtidos de linfócitos Th17 IL-17+ e Th17 CTLA-4+ nos diferentes estímulos e nos 

grupos avaliados.  
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Figura 19. Expressão de IL-17+ e dos marcadores de ativação em linfócitos Th17 CD4+RORT+ em cultura 

PBMC, αCD80 e αCD86. Frequência de linfócitos Th17 IL-17+ (A), Th17 CD28+ (B) e Th17 CTLA-4+ (C) em 

cultura sem estímulo (controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) na ausência de bloqueio 

(cultura PBMC), presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio para o receptor CD86 

(cultura αCD86). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma clínica indeterminada 

(IND, n = 9) e cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos 

são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. O octothorpe (#) indica a 

diferença estatística significativa entre a cultura controle e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os gráficos destacam 

a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores outliers. 

 

Por fim, avaliamos a expressão de IL-10, CD28 e CTLA-4 em linfócitos Treg e 

observamos maior frequência de células Treg IL-10+em cultura TRIPO de pacientes CARD na 

presença de anticorpo anti-CD86 quando comparado ao grupo NI (Figura 20A). Além disso, 

foi possível observar aumento na frequência de linfócitos Treg CTLA-4+no grupo IND e CARD 

em culturas PBMC e αCD80, respectivamente, após estimulação in vitro com antígenos de T. 

cruzi. Em cultura na presença de anticorpo anti-CD86 foi observado aumento da frequência dos 

linfócitos Treg CTLA-4+ em pacientes IND e CARD após estímulo com antígenos de T. cruzi, 

porém, apenas pacientes IND demonstraram menor frequência dessa população celular em 

comparação ao grupo NI na cultura controle (Figura 20C). Outras diferenças significativas não 

foram observadas.  
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Figura 20. Expressão de IL-10+ e dos marcadores de ativação em linfócitos Treg CD4+CD25highFOXP3+em 

cultura PBMC, αCD80 e αCD86. Frequência de linfócitos Treg IL-10+ (A), Treg CD28+ (B) e Treg CTLA-4+ 

(C) em cultura sem estímulo (controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) na ausência de 

bloqueio (cultura PBMC), presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio para o 

receptor CD86 (cultura αCD86). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma clínica 

indeterminada (IND, n = 9) e cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) 

entre os grupos são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. O octothorpe 

(#) indica a diferença estatística significativa entre a cultura controle e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os 

gráficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores 

outliers. 

 

5.2.3 A proporção de linfócitos Treg CTLA-4+ em cultura αCD80 e αCD86 apresentam um 

padrão de expressão oposto em pacientes IND e CARD 

 

Como descrito anteriormente, em cultura na presença de anticorpo anti-CD86, pacientes 

IND apresentam redução da frequência de linfócitos Treg CTLA-4+, enquanto pacientes CARD 

apresentam aumento na frequência de Th1 CD28+. Assim, analisamos as proporções de 

linfócitos Treg CTLA-4+ e Th1 CD28+ em pacientes com doença de Chagas e indivíduos 

saudáveis após estímulo com antígenos de T. cruzi. Foi possível observar maior proporção de 

CTLA-4 na cultuta PBMC no grupo NI quando comparado aos pacientes com Chagas. Com o 

bloqueio de CD80, interessantemente ocorreu aumento da frequência das células Treg CTLA-

4+ apenas em pacientes IND, assim como a redução dessa população celular foi observada no 

grupo CARD. Por outro lado, a cultura αCD86 reduziu a frequência de Treg CTLA-4+ em 

pacientes IND, assim como aumentou a frequência dessa subpopulação de linfócitos apenas em 

pacientes CARD (Figura 21A).  
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Quando avaliamos a proporção de Th1 CD28+ observamos maior frequência dessa 

população celular em pacientes com doença de Chagas quando comparado aos indivíduos NI 

em cultura PBMC. Com o bloqueio de CD80 é possível observar uma pequena redução da 

frequência de Th1 CD28+em pacientes IND e um pequeno aumento no grupo CARD. Na cultura 

αCD86 é possível observar um pequeno aumento da frequência de Th1 CD28+ no grupo IND 

(Figura 21B). 

 

Figura 21. Proporção da frequência de linfócitos Treg CTLA-4+ e Th1 CD28+após estimulação in vitro de 

antígenos de T. cruzi em cultura PBMC, αCD80 e αCD86. Proporção de CTLA-4 expresso por células Treg (A) 

e de CD28 expresso por células Th1 (B) após estímulo in vitro com antígenos de T. cruzi na ausência de bloqueio 

(cultura PBMC), presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio para o receptor CD86 

(cultura αCD86). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma clínica indeterminada 

(IND, n = 9) e cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. 

 

5.2.4 Linfócitos Treg apresentam a maior expressão de CTLA-4 quando comparado às outras 

subpopulações de células T CD4+ 

 

Nosso próximo passo foi avaliar a frequência dos receptores CTLA-4 e CD28 expressos 

pelas subpopulações de linfócitos T CD4+ em culturas estimuladas com antígenos de T. cruzi 

de indivíduos NI, IND e CARD. Foi possível observar maior frequência de CTLA-4 expressos 

por linfócitos Treg quando comparado as subpopulações Th2 e Th17 em culturas PBMC de 

indivíduos NI. Também observamos alta frequência desse receptor em células Treg em 

comparação com Th1 e Th17 em cultura PBMC, Th17 em cultura αCD80, e Th1, Th2, Th17 

em cultura αCD86 no grupo IND. No grupo CARD foi observado alta frequência de CTLA-4 

também em células Treg quando comparado aos linfócitos Th1, Th2 e Th17 em cultura PBMC 

e αCD86 e em Th1 e Th17 em cultura αCD80 (Figura 22A). 

Os dados demonstraram alta frequência de CD28 expressos por linfócitos Th17 quando 

comparado a Th1 em culturas PBMC, αCD80 αCD86 e alta frequência de CD28 expresso por 
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Treg quando comparado a Th1 em cultura αCD86 no grupo NI. Também foi possível observar 

maior frequência desse receptor em linfócitos Th2 quando comparado a Th1 e Treg, e Th17 

quando comparado a Th1 em todas as culturas PBMC, αCD80 αCD86 do grupo IND. Além 

disso, maior frequência de CD28 em células Th17 foi observada quando comparado a Treg nas 

culturas PBMC e αCD80 em pacientes IND. Por outro lado, no grupo CARD os dados 

demonstraram maior frequêcia de CD28 em células Th2 quando comparado a Th1 nas três 

culturas avaliadas (Figura 22B). 

 

Figura 22.  Análise da frequência dos marcadores de ativação nas subpopulações de linfócitos T CD4+ após 

estimulação in vitro de antígenos de T. cruzi em cultura PBMC, αCD80 e αCD86. Frequência da expressão de 

CTLA-4 (A) e CD28 (B) em linfócitos Th1, Th2, Th17 e T reguladores (Treg) após estímulo in vitro com antígenos 

de T. cruzi na ausência de bloqueio (cultura PBMC), presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) 

e de bloqueio para o receptor CD86 (cultura αCD86). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n 

= 9), forma clínica indeterminada (IND, n = 9) e cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. Diferenças 

significativas (p <0,05) entre as subpopulações são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste 

de Kruskal-Wallis. Os gráficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto 

representa os valores outliers. 

 

5.2.5 Bloqueio do receptor CD86 correlaciona negativamente com a expressão de CTLA-4 em 

linfócitos Treg de pacientes assintomáticos 

 

Posteriormente, avaliamos a correlação existente os monócitos e suas subpopulações em 

cultura PBMC, αCD80 e αCD86 após estimulação in vitro com antígenos de T. cruzi com a 
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expressão de CTLA-4 e CD28 expressos pelas subpopulações de linfócitos T CD4+ (Th1, Th2, 

Th17 e Treg) em indivíduos NI, IND e CARD. 

Quando analisamos os dados referentes à cultura PBMC foi possível observar correlação 

positiva significativa entre os monócitos inflamatórios (ρ=0,83/p=0,005) e patrulhadores 

(ρ=0,81/p=0,007) com linfócitos Th1 CTLA-4+ no grupo NI. Os dados também demonstraram 

correlação positiva significativa entre monócitos patrulhadores com Th1 CD28+ 

(ρ=0,66/p=0,04) e Th1 CTLA-4+ (ρ=0,69/p=0,03) e entre monócitos clássicos e Treg CD28+ 

(ρ=0,66/p=0,04) no grupo IND. Correlação negativa significativa foi observada entre 

monócitos patrulhadores e linfócitos Th2 CTLA-4+ (ρ=-0,77/p=0,004) no grupo CARD  (Figura 

23A). 

Na cultura αCD80 foi verificado correlação significativa positiva entre monócitos 

patrulhadores e Th1 CTLA-4+ (ρ=0,67/p=0,04) e correlação negativa ente monócitos 

inflamatórios e Th17 CD28+ (ρ=-0,75/p=0,01) no grupo NI. Observamos apenas uma 

correlação positiva significativa no grupo IND entre monócitos patrulhadores e Th1 CD28+ 

(ρ=0,71/p=0,02). Os dados também demonstraram correlação significativa positiva entre 

monócitos clássicos e Th1 CTLA-4+ (ρ=0,77/p=0,005) e entre monócitos patrulhadores e Th2 

CD28+ (ρ=0,71/p=0,01), assim como uma correlação negativa entre monócitos patrulhadores e 

Th1 CTLA-4+ (ρ=-0,74/p=0,008) no grupo CARD (Figura 23B). 

Quando avaliamos os resultados referentes à cultura αCD86 foi observado correlação 

negativa entre monócitos totais e monócitos inflamatórios com Th17 CD28+ (ρ=-0,69/p=0,03) 

e Th2 CD28+ (ρ=-0,76/p=0,01), respectivamente, no grupo NI. Observamos correlação 

significativa positiva entre monócitos totais e Th2 CTLA-4+ (ρ=0,89/p=0,001) e Th17 CTLA-

4+ (ρ=0,74/p=0,02), assim como entre monócitos patrulhadores e Th2 CTLA-4+ 

(ρ=0,86/p=0,002) no grupo IND. Interessantemente, foi encontrado apenas correlação negativa 

significativa ente os monócitos clássicos e Treg CTLA-4+ (ρ=-0,71/p=0,02) nessse mesmo 

grupo de pacientes. Não foram observadas correlações significativas ente as populações 

celulares avaliadas no grupo CARD (Figura 23C). 
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Figura 23. Análise de correlação entre os monócitos e suas subpopulações com a expressão de CD28 e 

CTLA-4 pelas subpopulações de linfócitos T CD4+ após estimulação in vitro de antígenos de T. cruzi em 

cultura PBMC, αCD80 e αCD86. Correlação dos monócitos e suas subpopulações com a expressão de CD28 e 

CTLA-4 em linfócitos Th1, Th2, Th17 e T reguladores (Treg) após estímulo in vitro com antígenos de T. cruzi na 

ausência de bloqueio (cultura PBMC) (A), presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) (B) e de 

bloqueio para o receptor CD86 (cultura αCD86) (C). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n 

= 9), forma clínica indeterminada (IND, n = 9) e cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. As linhas inteiras 

demonstram correlações significativamente (p <0,05) positivas e linhas pontilhadas correlações significativamente 

negativas entre as populações celulares.  
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5.2.6 A presença do receptor CD86 em monócitos parece direcionar maior frequência de 

células Treg em pacientes IND 

 

 Nosso último passo foi avaliar a frequência das subpopulações de linfócitos T CD4+ 

(Th1, Th2, Th17 e Treg) em culturas com anticorpo anti-CD80 e anti-CD86 em pacientes com 

doença de Chagas e indivíduos saudáveis. Nossos resultados demonstraram maior frequência 

de linfócitos Th2 em pacientes CARD quando comparado ao grupo NI após estímulo com 

antígenos de T. cruzi em cultura PBMC e αCD80, e na cultura controle na presença de anticorpo 

anti-CD86. Observamos também aumento da frequência de linfócitos Th2 em cultura αCD80 

de pacientes IND após estímulo com antígenos de T. cruzi (Figura 24B).  

Verificamos aumento da frequência de linfócitos Th17 em cultura controle na presença 

de anticorpo anti-CD80 apenas em pacientes CARD quando em comparação com grupo NI 

(Figura 24C). Por outro lado, na cultura PBMC, células Treg demonstraram altamente expressas 

em pacientes IND em comparação com o grupo CARD na cultura controle, e em comparação 

com grupo NI na cultura TRIPO. Além disso, pacientes IND apresentaram maior frequência de 

linfócitos Treg quando comparado aos grupos NI e CARD na cultura controle, e quando 

comparado ao grupo NI na cultura TRIPO em αCD80 e αCD86. Também observamos aumento 

dessa subpopulação de linfócitos em pacientes CARD após estímulo com antígenos de T. cruzi 

nas culturas PBMC, αCD80 e αCD86 e no grupo NI na cultura αCD86 (Figura 24D). 
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Figura 24. Frequência das subpopulações de linfócitos T CD4+ em cultura PBMC, αCD80 e αCD86. 

Frequência das subpopulações de linfócitos Th1 (A), Th2 (B), Th17 (C) e T reguladores (Treg) (D) em cultura 

sem estímulo (controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) na ausência de bloqueio 

(cultura PBMC), presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio para o receptor CD86 

(cultura αCD86). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma clínica indeterminada 

(IND, n = 9) e cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos 

são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. O octothorpe (#) indica a 

diferença estatística significativa entre a cultura controle e TRIPO através do teste Wilcoxon. Os gráficos destacam 

a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores outliers. 
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Posteriormente, analisamos a proporção das subpopulações de linfócitos após estímulo 

com antígenos de T. cruzi em indivíduos NI, IND e CARD e foi possível observar mesma 

proporção de células Treg no grupo NI e IND em cultura PBMC. De forma interessante, 

verificamos aumento da frequência de linfócitos Treg apenas em pacientes IND e uma redução 

no grupo CARD em cultura αCD80 quando comparado a cultura PBMC. Por outro lado, em 

cultura αCD86 houve uma redução da frequência de Treg em pacientes IND, assim como 

aumento de Th1 no grupo NI e de Th2 e Th17 no grupo CARD quando comparado as culturas 

PBMC e αCD80 (Figura 25). 

 

Figura 25. Proporção das subpopulações de linfócitos T CD4+ após estimulação in vitro de antígenos de T. 

cruziem cultura PBMC, αCD80 e αCD86. Proporção da frequência de linfócitos Th1, Th2, Th17 e T reguladores 

(Treg) após estímulo in vitro com antígenos de T. cruzi na ausência de bloqueio (cultura PBMC), presença de 

bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio para o receptor CD86 (cultura αCD86). Os grupos 

avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma clínica indeterminada (IND, n = 9) e cardíaca (CARD, 

n = 11) da doença de Chagas. 
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5.3 CAPÍTULO 3 

 

Nosso último objetivo foi compreender a atuação das moléculas CD80 e CD86 expressas por 

monócitos totais e suas subpopulações na interação com CD28 e CTLA-4 presentes em 

linfócitos T CD8+ e T CD8+ reguladores através da realização de um ensaio funcional com 

bloqueio para CD80 e CD86em cultura com células provenientes de indivíduos NI, IND e 

CARD.  

 

5.3.1 Pacientes CARD apresentam maior frequência de linfócitos T CD8 CD28+ 

 

 Os dados demonstraram aumento geral na frequência de linfócitos T CD8+CD25+ em 

pacientes com doença de Chagas em comparação com grupo NI em culturas PBMC, αCD80 

αCD86 (Figura 26A). Análise dos dados demonstrou maior frequência de linfócitos T 

CD8+CD28+ em pacientes CARD quando comparado ao grupo NI na ausência e na presença de 

antígenos in vitro de antígenos de T cruzi em culturas PBMC, αCD80 e αCD86. Houve maior 

frequência dessa população de células em pacientes IND quando comparado ao grupo NI na 

cultura controle e TRIPO em PBMC e na cultura controle na presença de anticorpo anti-CD86 

(Figura 26B). Outras diferenças significativas não foram observadas.  

 

 

Figura 26. Análise dos marcadores de ativação em linfócitos T CD8+ em cultura PBMC, αCD80 e αCD86. 

Frequência de linfócitos CD8+CD25+ (A), CD8+CD28+ (B) e CD8+CTLA-4+ (C) em cultura sem estímulo 

(controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) na ausência de bloqueio (cultura PBMC), 

presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio para o receptor CD86 (cultura αCD86). 

Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma clínica indeterminada (IND, n = 9) e 

cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p <0,05) entre os grupos são 

evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. Os gráficos destacam a mediana 

e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto representa os valores outliers. 
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5.3.2 Pacientes com a forma clínica IND apresentam maior frequência de linfócitos CD8+ 

Treg, CD8+ Treg CTLA-4+e CD8+ Treg IL-10+ 

 

De modo geral, os resultados demonstraram maior frequência de linfócitos CD8+ Treg 

em pacientes IND quando comparado aos grupos NI e CARD na ausência e na presença de 

antígenos de T. cruzi em cultura PBMC, αCD80 e αCD86 (Figura 27A). Observamos também 

aumento na frequência de linfócitos CD8+ Treg IL-10+no grupo IND quando comparados aos 

grupos NI e CARD em cultura TRIPO e controle em PBMC e αCD80, respectivamente. 

Também observamos maior frequência dessa população celular no grupo IND em comparação 

ao grupo NI em cultura controle na presença de anticorpo anti-CD86 (Figura 27B). 

Quando foi avaliado a expressão de CD28 e CTLA-4 em células T CD8+ Treg 

verificamos maior frequência de linfócitos CD8+ Treg CD28+em pacientes CARD quando 

comparado ao grupo NI na ausência e na presença de antígenos in vitro de antígenos de T cruzi 

em culturas PBMC, αCD80 e αCD86. Interessantemente, observamos maior frequência de 

células CD8+ Treg CTLA-4+ apenas de pacientes IND quando comparado ao grupo NI em 

cultura TRIPO na presença de anticorpo anti-CD80 (Figura 27C). Outras diferenças 

significativas não foram observadas.  
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Figura 27. Expressão de IL-10 e dos marcadores de ativação em linfócitos CD8+ Treg em cultura PBMC, 

αCD80 e αCD86. Frequência de linfócitos CD8+ Treg (A), CD8+ Treg IL-10+ (B) e CD8+ Treg CD28+e CD8+  Treg  

CTLA-4+ (C) em cultura sem estímulo (controle) e após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi (TRIPO) na 

ausência de bloqueio (cultura PBMC), presença de bloqueio para o receptor CD80 (cultura αCD80) e de bloqueio 

para o receptor CD86 (cultura αCD86). Os grupos avaliados foram indivíduos não-infectados NI (n = 9), forma 

clínica indeterminada (IND, n = 9) e cardíaca (CARD, n = 11) da doença de Chagas. Diferenças significativas (p 

<0,05) entre os grupos são evidenciadas por linhas e asteriscos (*) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. O 

octothorpe (#) indica a diferença estatística significativa (p <0,05) entre a cultura controle e TRIPO através do 

teste Wilcoxon. Os gráficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. O círculo preenchido em preto 

representa os valores outliers. 
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5.3.3 Bloqueio de CD80 parece estar relacionado negativamente com CD28, assim como o 

bloqueio de CD86 relaciona-se negativamente com CTLA-4 em linfócitos T CD8+Treg 

 

Posteriormente, avaliamos a correlação existente entre os monócitos e suas 

subpopulações em cultura PBMC, αCD80 e αCD86 após estimulação com antígenos de T. cruzi 

com a frequência da expressão de CD28 e CTLA-4 em linfócitos T CD8+ e T CD8+ reguladores 

nos grupos NI, IND e CARD. 

Quando analisamos os dados referentes à cultura PBMC foi possível observar correlação 

positiva significativa entre os monócitos clássicos com linfócitos T CD8+ CD28+ 

(ρ=0,69/p=0,01) e linfócitos CD8+ Treg CD28+ (ρ=0,68/p=0,02) em pacientes CARD. Na 

cultura αCD80 observamos correlação negativa significativa entre os monócitos totais e 

linfócitos T CD8+ CTLA-4+ (ρ=-0,75/p=0,01) em indivíduos NI e entre monócitos 

inflamatórios com linfócitos T CD8+ Treg CD28+ (ρ=-0,62/p=0,03) em pacientes CARD. A 

análise na cultura αCD86 permitiu verificar correlação negativa significativa entre os monócitos 

patrulhadores com linfócitos T CD8+ Treg CTLA-4+ (ρ=-0,73/p=0,02) no grupo NI (Tabela 3). 

Outras diferenças significativas não foram observadas.  

 

Tabela 3. Análise das correlações significativas entre monócitos e suas subpopulações com a 

expressão de CD28 e CTLA-4 por linfócitos T CD8+ e T CD8+ reguladores em cultura PBMC, 

αCD80 e αCD86. 

*Demonstramos apenas correlações que obtiveram diferenças significativamente (p<0,05) após estímulo in vitro 

com antígenos de T. cruzi 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3. Análise de correlações significativas 
entre monócitos e suas subpopulações com a 
expressão de CD28 e CTLA-4 por linfócitos T 

CD8+ e T CD8+ reguladores em cultura PBMC, 

αCD80 e αCD86. 

Monócitos Variável Grupo avaliado  (valor de p)

Monócitos clássicos CD8
+
CD28

+ CARD 0,69 (0,01)

Monócitos clássicos CD8
+ 

Treg
 
CD28

+ CARD 0,68 (0,02)

Monócitos totais CD8
+
CTLA-4

+ NI -0,75 (0,01)

Monócitos inflamatórios CD8+ Treg CD28+ CARD -0,62 (0,03)

αCD86 Monócitos patrulhadores CD8
+ 

Treg
 
CTLA-4

+ NI -0,73 (0,02)

αCD80

PBMC



  

82 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 DISCUSSÃO 
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A heterogeneidade das manifestações clínicas na doença de Chagas é, até hoje, um dos 

pontos a ser desvendados pela ciência. Ainda não se sabe a causa de alguns indivíduos 

infectados pelo T. cruzi desenvolvem alterações cardíacas e/ou digestivas graves, enquanto 

outros não manifestam sinais ou sintomas relacionados à patologia. Atualmente sabe-se que a 

polaridade encontrada entre as formas clínicas indeterminada e cardíaca possuem como ponto 

chave os mecanismos envolvidos na imunorregulação (de Araújo et al., 2012; Dutra et al., 2015; 

Chaves et al., 2016). Pacientes com a forma clínica IND apresentam a capacidade de controlar 

a replicação do parasito através da ativação de mecanismos inflamatórios, como linfócitos Th1 

e citocinas pró-inflamatórias desde a fase aguda da infecção. Entretanto, esses pacientes 

também possuem a capacidade de limitar o desenvolvimento da doença através da ativação de 

fatores imunorregulatórios, como presença de células Treg e a produção de citocinas anti-

inflamatórias, possuindo assim uma resposta imune modulada (Basso, 2013; Andrade et al., 

2014). Por outro lado, pacientes com a forma clínica CARD conseguem controlar a 

multiplicação do parasito, porém não desenvolvem mecanismos imunorregulatórios capazes de 

controlar a ação das células efetoras, que continuam na produção exacerbada de citocinas e 

outras moléculas pró-inflamatórias levando ao acometimento tecidual e favorecendo assim a 

formação de uma inflamação persistente (Gomes et al., 2003; Cunha-Neto et al., 2009; Melo et 

al., 2012; Rodrigues et al., 2012a; Frade et al., 2013; Malik et al., 2015). 

Como a doença não possui um tratamento eficaz durante a fase crônica, muitos 

indivíduos assintomáticos podem progredir para formas mais graves da morbidade, podendo 

até levar a morte do paciente (Andrade, 2000; Guedes et al., 2009; Malik et al., 2015). Dessa 

forma, o desafio da imunopatologia na doença de Chagas é encontrar um biomarcador de 

evolução clínica durante a fase crônica da patologia que seja capaz de predizer a progressão da 

doença em pacientes assintomáticos ou que apresentam estágio inicial de acometimento 

cardíaco, permitindo assim a identificação de pacientes que deverão ser acompanhados mais 

intensamente, evitando a evolução da doença. 

Dentro desse contexto, há evidências de que os monócitos e os linfócitos através da 

expressão e produção de suas moléculas podem estar associados às diferentes formas clínicas 

da doença de Chagas (Souza et al., 2004; Gomes et al., 2013, Nogueira et al., 2014; Dutra et 

al., 2015). Os monócitos são células importantes do sistema imunológico inato por sua 

capacidade de processar e apresentar antígenos, produzir citocinas, expressar moléculas co-

estimuladoras e ativar a resposta imune adaptativa subsequente (Souza et al., 2007). No entanto, 

pouco se sabe sobre as subpopulações de monócitos na doença de Chagas e a influência das 

moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 na modulação da resposta imune em pacientes com 
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as formas clínicas IND e CARD da doença de Chagas. Dada a importância dos monócitos e 

linfócitos T nos processos imunorreguladores, no capítulo 1 da presente tese caracterizamos o 

perfil fenotípico-funcional de monócitos e suas subpopulações e investigamos o papel das 

moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 presentes nessas populações celulares no 

direcionamento das diferentes subpopulações de linfócitos T CD4+ (Th1, Th2, Th17, Treg), 

após estímulo in vitro com antígeno de T. cruzi nas diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas.  

A partir do presente trabalho observamos frequência reduzida de monócitos totais em 

pacientes CARD, mas não no grupo IND. Além disso, também foi observada redução na 

frequência dos monócitos inflamatórios no grupo CARD após estímulo com antígenos de T. 

cruzi. Estudos propõem que os monócitos inflamatórios são uma população celular de transição 

entre as subpopulações de monócitos clássicos e patrulhadores (Wong et al., 2011). Propomos 

que, na presença de antígenos de T. cruzi, essas células possam se diferenciar em monócitos 

clássicos e/ou patrulhadores, sendo importante para modular a resposta imune. Estudos 

anteriores relataram que os monócitos podem estar envolvidos na regulação da resposta imune 

pela produção da citocina anti-inflamatória IL-10 na doença de Chagas (Gomes et al, 2003; 

2013). Assim, sugerimos que o T. cruzi possa induzir a redução da frequência de monócitos em 

pacientes CARD, principalmente de monócitos inflamatórios, contribuindo para formação de 

um ambiente pró-inflamatório que pode estar envolvido com o dano tecidual observado nesses 

pacientes. 

Os receptores tipo-Toll (TLR) são cruciais no reconhecimento de estruturas conservadas 

em microrganismos como os PAMPs (Takeda et al., 2003). Na doença de Chagas, TLR-2 foi 

relacionado com a iniciação da resposta imune através do reconhecimento de moléculas de 

mucinas ligadas por âncora de GPI (Gravina et al., 2013) e TLR-4 com o reconhecimento da 

âncora de glicoinositolfosfolipidio (GIPL) presente na membrada de parasitos em diferentes 

formas evolutivas (Rodrigues et al., 2012b). Por outro lado, os motivos de CpG não metilados 

presentes no genoma de T. cruzi são reconhecidos pelos receptores TLR-9 (Bartholomeu et al., 

2008; Gravina et al., 2013). Demonstramos que a expressão de moléculas associadas ao 

reconhecimento de antígenos foi reduzida em pacientes com doença de Chagas, principalmente 

a expressão de TLR-9 no grupo assintomático. A ativação do TLR-9 apresenta papel primordial 

na indução MD88 que é dependente da síntese de IL-12 e IFN-γ durante a infecção 

experimental por T. cruzi e contribui para a formação de um ambiente pró-inflamatório (Bafica 

et al., 2006). A regulação desses receptores em monócitos pode ser um importante evento no 

direcionamento da redução da capacidade de reconhecimento antigênico dessas células, assim 
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como um mecanismo desenvolvido por pacientes assintomáticos para controlar a inflamação 

exacerbada e regular a resposta imune. Além disso, a expressão de TLR-2 e TLR-4 está 

associada à produção de citocinas pró-inflamatórias na cardiomiopatia chagásica, enquanto em 

pacientes assintomáticos esses receptores estão predominantemente associados à produção de 

IL-10 e TGF-β (Mendes da Silva et al., 2016). Em concordância, observamos que pacientes 

com a doença de Chagas apresentaram maior expressão de IL-12, e apenas os pacientes IND 

demonstraram aumento da produção de IL-10. Estes resultados sugerem que os monócitos de 

pacientes IND e CARD induzem uma resposta inflamatória produzindo citocinas pró-

inflamatórias, como IL-12, que desencadeiam uma resposta mediada por linfócitos Th1 para 

controlar a infecção. No entanto, mais uma vez, apenas pacientes assintomáticos parecem 

regular a resposta inflamatória pela produção da citocina anti-inflamatória IL-10, evitando 

assim a progressão da inflamação. 

Nossos resultados também demonstraram aumento da expressão de HLA-DR em 

monócitos clássicos de pacientes com doença de Chagas. Por outro lado, menor expressão dessa 

molécula foi detectada em monócitos inflamatórios apenas em indivíduos IND. As principais 

características dos monócitos clássicos são sua alta capacidade fagocítica e perfil pró-

inflamatório (Thaler et al., 2016; Grad et al., 2017). Nosso grupo demonstrou que monócitos 

provenientes de pacientes assintomáticos apresentavam redução na capacidade fagocítica e da 

expressão de HLA-DR quando comparado aos grupos NI e CARD (Gomes et al., 2012). 

Sugerimos que a expressão de HLA-DR por monócitos clássicos em pacientes com doença de 

Chagas está associada ao aumento da capacidade de fagocitose e apresentação antigênica dessas 

células para controlar a infecção e também para ativar a resposta imune mediada por células T. 

Por outro lado, a menor expressão de HLA-DR em monócitos inflamatórios apenas em 

pacientes assintomáticos pode ser uma forma de reduzir a inflamação e evitar danos teciduais. 

As moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 expressas em monócitos de pacientes 

com doença de Chagas após indução por antígenos de T. cruzi são importantes para a ativação 

de células T (Soares et al., 2016). No entanto, nenhum estudo até o momento demonstrou a 

associação da expressão dessas moléculas nas diferentes subpopulações de monócitos em 

pacientes com as diferentes formas clínicas da doença de Chagas. Observamos que monócitos 

clássicos de pacientes com doença de Chagas aumentaram a expressão de CD80. Por outro lado, 

monócitos totais e todas suas subpopulações apresentaram alta expressão de CD86 apenas no 

grupo IND. Além disso, a expressão de CD86 em monócitos de pacientes assintomáticos foi 

superior à expressão de CD80. Propomos que a expressão de CD80 possa estar envolvida na 

ativação de células T em pacientes com a doença de Chagas, enquanto CD86 pode estar 
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associado à sua inibição, diminuindo a resposta das células T efetoras em pacientes 

assintomáticos. Estudos anteriores demonstraram que a exposição de monócitos ao T. cruzi leva 

a um aumento na frequência de CD80 por monócitos de pacientes IND e CARD (Souza et al., 

2007; Soares et al., 2016), enquanto a expressão de CD86 é reduzida em indivíduos CARD, 

mas não em pacientes IND (Souza et al., 2007). Sugerimos que essas moléculas co-

estimuladoras tenham funções opostas e provavelmente apresentem um papel fundamental na 

ativação das células T na doença de Chagas. 

Para avaliar o efeito das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 na ativação ou 

inibição dos linfócitos T totais, analisamos a relação entre essas moléculas e seus ligantes CD28 

e CTLA-4. A interação de CD80 e CD86 com CD28 desencadeia a ativação de células T, 

promovendo a produção de IL-2 e a proliferação de linfócitos, enquanto a ligação ao CTLA-4 

inibe a ativação de linfócitos, regulando assim a resposta imune. (Lenschow et al., 1993; 

Hathcock et al.,1994; Linsley et al., 1994; Souza et al., 2007; Gu et al., 2012). A frequência de 

linfócitos T CD4+CTLA-4+ demonstrou-se aumentada em pacientes com doença de Chagas, 

principalmente no grupo IND. Também observamos uma associação entre CD80 e CD28 e 

entre CD86 e CTLA-4. É possível que, após a infecção por T. cruzi, o receptor CD80 se ligue 

ao CD28 e promova a ativação dos linfócitos T CD4+, desencadeando uma resposta 

inflamatória. Por outro lado, a associação de CD86 com CTLA-4 em pacientes assintomáticos 

sugere a inibição das células T e a modulação da resposta imune. Corroborando com nossos 

resultados, Souza e colaboradores demonstraram maior frequência dessa molécula inibitória em 

pacientes IND, mas não em pacientes com CARD (Souza et al., 2007). CTLA-4 também 

implicou na modulação da resposta imune na presença de T. cruzi afetando os mecanismos que 

controlam a produção de IFN-γ e óxido nítrico durante a fase aguda da doença de Chagas 

(Martins et al., 2004). Assim, propomos que a interação da molécula co-estimuladora CD86 

com CTLA-4 em pacientes assintomáticos possa ser um mecanismo de imunorregulação para 

prevenir danos teciduais e dessa forma a progressão da patologia chagásica. 

Pacientes com a doença de Chagas demonstraram menor frequência das subpopulações 

de linfócitos T CD4+ Th1, Th2 e Th17 quando comparado ao grupo NI. Entretanto, a proporção 

de células Treg foi mais alta em pacientes assintomáticos. Além disso, apenas CD86 presentes 

em monócitos patrulhadores foi associado às células Treg, enquanto CD80 expresso em 

monócitos totais apresentou correlação negativa com essas células reguladoras apenas nos 

grupos sem cardiomiopatia (NI e IND). Acreditamos que CD86 possa ativar as células Treg, 

principalmente em pacientes IND, uma vez que demonstraram maior expressão de CD86 e 

proporção de células Treg.  
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Neste primeiro capítulo constatamos que a expressão do CD86 pode controlar a resposta 

imune ligando-se à CTLA-4 e direcionando a resposta por linfócito Treg em IND, mas não em 

pacientes com CARD. Assim, sugerimos que CD86 é uma molécula chave para direcionar a 

imunorregulação em pacientes assintomáticos, controlar a resposta imune e prevenir a fibrose 

progressiva no coração. Dessa forma, nosso próximo passo foi avaliar a atuação dessas 

moléculas com seus ligantes expressos em cada subpopulação de linfócitos T CD4+, assim 

como compreender e confirmar o papel dessas moléculas de co-estimulação no direcionamento 

das diferentes subpopulações de linfócitos T CD4+ (Th1, Th2, Th17, Treg). Para isso foi 

realizado um ensaio utilizando bloqueio para os receptores CD80 ou CD86 em cultura com 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC) provenientes de indivíduos saudáveis e 

com a doença de Chagas, estimuladas ou não com antígenos in vitro de T. cruzi. 

Nossos resultados demonstraram maior frequência de linfócitos T CD4+CD25+ no grupo 

CARD após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi na cultura com bloqueio para CD80. A 

molécula de ativação CD25 é uma subunidade do receptor IL-2R expressa principalmente por 

linfócitos T CD4+ ativados, efetores e de memória, que se ligam à citocina IL-2 de forma 

autócrina, iniciando a expansão clonal (Sakaguchi et al., 1995; Hashemi et al., 1999; Setoguchi 

et al., 2005; Triplett et al., 2012; Bolkun et al., 2016). PBMC de pacientes com doença de 

Chagas apresentaram maior resposta proliferativa contra antígenos de T. cruzi quando 

comparado aos indivíduos não-infectados (Gomes et al., 2013). Esses resultados sugerem que 

pacientes CARD apresentam maior capacidade de ativação e proliferação linfocitária, levando 

à formação de um microambiente inflamatório e ao comprometimento tecidual, como é visto 

nos pacientes com cardiopatia chagásica.  

Observamos também aumento da frequência de linfócitos T CD4+CTLA-4+ em 

pacientes IND após estímulo com antígenos de T. cruzi na cultura com bloqueio para CD80 e 

CD86. Estudo demonstrou maior expressão de CTLA-4 na superfície das células T CD4+ de 

pacientes indeterminados, mas não com forma clínica CARD após exposição de monócitos 

infectados com a cepa Y de T. cruzi (Souza et al., 2007). Propomos que pacientes com a forma 

clínica indeterminada apresenta aumento da expressão dessa molécula inibitória em linfócitos 

T CD4+ totais levando à modulação da resposta imune.   

Os monócitos são células importantes para o reconhecimento de microrganismo, assim 

como para a ativação subsequente da imunidade adquirida, podendo promover a diferenciação 

dos linfócitos em Th1, Th2, Th17 e Treg. Entretanto, nenhum estudo até o momento 

demonstrou a frequência essas subpopulações de linfócitos após bloqueio dos receptores CD80 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakaguchi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7636184
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ou CD86 expressos por monócitos e suas subpopulações em pacientes com as diferentes formas 

clínicas da doença de Chagas. 

Muito se sabe a respeito do papel dos linfócitos Th1 na doença de Chagas (Gomes et 

al., 2003; Teixeira et al., 2011; Nogueira et al., 2014, Bonney et al., 2015). Essa subpopulação 

celular inicia e participa das reações imunes através da ativação eficiente de macrófagos para 

controlar a replicação do parasito durante a fase aguda da doença (Teixeira et al., 2011; Bonney 

et al., 2015), assim como contribui para o aumento do processo inflamatório durante a fase 

crônica (Bonney et al., 2015), principalmente em pacientes que apresentam a forma clínica 

cardíaca da doença de Chagas (Gomes et al., 2005). Souza e colaboradores (2004) 

demonstraram que monócitos de pacientes CARD induziam resposta inflamatória através da 

expressão de TNF-α. Outros trabalhos observaram que a produção de IFN-γ e TNF-α em 

pacientes CARD leva à perda da regulação da resposta imune e contribui para a manutenção da 

patologia (Gomes et al., 2003; Chaves et al., 2016). Pacientes CARD também apresentam um 

desbalanço entre a produção de IFN- e IL-10, indicando um processo inflamatório 

descontrolado que agrava a cardiopatia (D'avila et al., 2009). Entretanto, nossos resultados 

demonstraram redução na frequência de linfócitos Th1 IFN-+ apenas na cultura na presença de 

anticorpo anti-CD80 em pacientes CARD.  Besteti e colaboradores (2019) observaram maior 

expressão dos níveis plasmáticos de citocinas relacionadas ao perfil Th1, como IFN- e IL-12, 

em pacientes com cardiopatia chagásica quando comparado ao grupo controle. Nossos 

resultados também demonstraram aumento da frequência da expressão de CD28 em linfócitos 

Th1 em cultura na presença de bloqueio para CD86 também em pacientes CARD. 

Camundongos deficientes em CD28 reduzem a ativação dos linfócitos T- “helper” (Green et al 

1994; Yu et al., 2000). Além disso, camundongos CD28-/- “knockout” infectados com cepas Y 

ou colombianas de T. cruzi demonstraram alta parasitemia e menor taxa de sobrevivência, 

apresentando essa molécula papel chave para na ativação dos linfócitos T CD4+ durante a 

infecção por T. cruzi (Martins et al., 2004). Assumindo que com bloqueio de CD80 ou CD86 o 

outro receptor estaria atuante, propomos que através do bloqueio para o receptor CD80, CD86 

pode não ser eficiente para ativação de Th1 em pacientes CARD, lendo à redução na expressão 

de IFN-. Porém, com bloqueio de CD86, CD80 pode interagir com o receptor CD28 presente 

nos linfócitos Th1 e dessa forma contribuir para ativação dessa subpopulação de linfócitos, 

levando ao direcionamento para o perfil Th1 de citocinas e para a manutenção do ambiente 

inflamatório observado em pacientes CARD. 
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A partir dos nossos dados foi possível observar maior frequência de linfócitos Th2 

CD28+ em pacientes com a doença de Chagas independente do bloqueio para CD80 e CD86. 

Entretanto, apenas pacientes CARD demonstraram maior frequência de linfócitos Th2 CTLA-

4+. Citocinas anti-inflamatórias produzidas por linfócitos Th2, incluindo IL-4, IL-10 e TGF-β, 

apresentam papel importante no controle das respostas inflamatórias mediadas por células T e 

dessa forma, para prevenção dos danos teciduais durante a infecção por T. cruzi (Bonney et al., 

2015). Assim, esses resultados sugerem que independe de CD80 e CD86, a expressão 

aumentada de CD28 em linfócitos Th2 de pacientes com a doença de Chagas pode ser crucial 

para o controle da inflamação, porém, a maior frequência da molécula de inibição linfocitária 

CTLA-4 apenas em pacientes CARD pode ser um mecanismo para reduzir a ativação desse tipo 

celular, levando à perda da regulação da resposta imune e contribuindo para o predomínio do 

dano inflamatório nesses pacientes. Demonstramos, ainda, maior frequência do receptor CTLA-

4 em Th2 apenas na cultura na presença de anticorpo anti-CD80 quando compara à cultura 

PBMC no grupo NI. Propomos que o bloqueio do receptor CD80 após desafio antigênico leva 

ao aumento da expressão do receptor CTLA-4 pelos linfócitos Th2, sendo essencial para 

modulação da resposta imunológica após infecção por T. cruzi em indivíduos saudáveis. 

Alguns estudos sugerem o papel protetor da citocina IL-17 durante a infecção por T. 

cruzi (Guedes et al., 2010; Miyazaki et al., 2010). Entretanto, pouco se conhece sobre o papel 

protetor ou patogênico dos linfócitos Th17, as principais células produtoras de IL-17.  

Observamos maior frequência de linfócitos Th17 em pacientes CARD na cultura com bloqueio 

anti-CD80, além de maior expressão de CD28+ por essa subpopulação celular em pacientes IND 

após bloqueio para CD80. Magalhães e colaboradores (2013) observaram menor intensidade de 

expressão da IL-17 por linfócitos totais em pacientes CARD. Além disso, IL-17 foi associada 

na melhor função cardíaca em pacientes com doença de Chagas (Magalhães et al., 2013; Souza 

et al., 2017). Guedes e colaboradores (2010) demonstraram que a infecção por T. cruzi resulta 

na produção de IL-17, que regula a resposta imune, bem como o desenvolvimento de lesões 

cardíacas durante o curso da infecção. Por outro lado, Almeida e colaboradores (2017) 

demonstram que aumento da frequência de Th17 e da expressão de IL-17 está correlacionada 

com a pior função cardíaca na doença de Chagas. Foi proposto ainda que células Th17 parecem 

modular a função das células Th1 durante o desenvolvimento de respostas inflamatórias 

potencialmente patogênicas (Dardalhon et al., 2008; Bonney et al., 2015). Outro estudo ainda 

demonstrou que linfócitos Th17 condicionam melhor controle da infecção em camundongos 

desafiados com T. cruzi quando comparado aos linfócitos Th1 conforme indicado pela maior 

redução da carga parasitária no sangue dos camundongos (Cai et al., 2016). Assim, sugerimos 
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que Th17 possa atuar como fator protetor para controlar a replicação do protozoário em 

pacientes com doença de Chagas. Dessa forma, estudos ainda são necessários para investigar o 

papel dos linfócitos Th17 na doença de Chagas.  

Os linfócitos T reguladores CD4+CD25highFOXP3 (Treg) possuem a capacidade de 

controlar o efeito excessivo ou mal direcionado da resposta imune, incluindo aqueles a 

patógenos ou auto-antígenos (Baecher-Allan et al., 2002; Belkaid et al., 2007; Mengel et al., 

2016). Essa subpopulação celular pode exercer supressão através do contato celular e/ou da 

produção de citocinas (Sojka et al., 2008). Dentre os muitos mecanismos envolvidos na 

imunorregulação, a participação de moléculas inibidoras, como o CTLA-4, pode ser um 

importante fator, assim como a produção de citocinas anti-inflamatórias por essas células, como 

IL-10 e TGF-β (Sojka et al., 2008; Workman et. al., 2009; Pillai et al., 2011). Nossos resultados 

verificaram aumento da frequência de linfócitos Treg CTLA-4+ em pacientes com doença de 

Chagas após estimulo in vitro com antígenos de T. cruzi. Observamos também maior frequência 

de linfócitos Treg em pacientes com a forma clínica assintomática quando comparado aos 

grupos NI e CARD nas culturas PBMC, anti-CD80 e anti-CD86. Nogueira e colaboradores 

(2014) avaliaram a expressão de genes associados com as funções das células T reguladoras e 

observaram maior expressão de mRNA para FOXP3 em tecido cardíaco de pacientes com 

cardiopatia chagásica quando comparados às amostras provenientes de pacientes com 

cardiomiopatias de etiologia não inflamatória. Corroborando com nossos resultados, Vitelli-

Avelar e colaboradores (2005) e De Araújo e colaboradores (2011, 2012) também observaram 

aumento da frequência de linfócitos Treg no sangue periférico de pacientes IND quando 

comparado com pacientes com cardiomiopatia chagásica.  De Araújo e colaboradores (2011) 

observaram também menor presença de linfócitos T reguladores no tecido cardíaco em 

indivíduos não-infectados e pacientes CARD. Além disso, maior frequência de células Treg foi 

associada a um melhor prognóstico clínico em pacientes com a forma clínica assintomática da 

doença de Chagas (De Araújo et al., 2012). Esses dados demonstram que as células Treg são 

expressas nas diferentes formas clínicas da doença de Chagas, entretanto sugerimos que essa 

subpopulação celular não seja eficiente na regulação da resposta imune em pacientes CARD, 

levando a uma inflamação exarcerbada e desregulada nesses pacientes. Entretanto, em pacientes 

assintomáticos as células Treg conseguem controlar o processo inflamatório e assim evitar os 

danos teciduais.  

A molécula co-estimuladora de CD86 é expressa constitutivamente em baixos níveis 

nas células apresentadoras de antígenos profissionais (APCs), enquanto a CD80 é regulada 

posteriormente somente após a ativação (Hathcock et al., 1994; Sigal et al., 1998; Sharpe, 
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2002). Embora o receptor CD28 seja constitutivamente expresso nas células T e mostre baixa 

avidez para as moléculas CD80 e CD86, a expressão de CTLA-4 é rapidamente aumentada 

somente após a ativação das células T (Linsley et al., 1994, 1996; Sharpe, 2002). Por serem 

expressos precocemente, CD86 pode mediar a resposta imune inicial interagindo com o 

receptor CD28 enquanto CD80 pode desempenhar função na inflamação tardia (Sigal et al., 

1998; Sharpe, 2002). Interessantemente, nossos resultados demonstraram redução na 

frequência de linfócitos Treg CTLA-4+ em cultura com bloqueio para CD86 apenas em 

pacientes IND. Além disso, através da análise proporção foi observado que a presença de 

anticorpo anti-CD80 condiciona aumento da frequência de linfócitos Treg CTLA-4+ no grupo 

IND e redução no grupo CARD. Por outro lado, a presença de anticorpo anti-CD86 reduziu a 

frequência de linfócitos Treg CTLA-4+ no grupo IND e aumentou no grupo CARD. 

Observamos também maior frequência de linfócitos Treg IL-10 em pacientes CARD apenas na 

cultura com bloqueio anti-CD86. Linsley e colaboradores (1994) observaram maior afinidade 

do receptor CD86 por CTLA-4 quando comparado ao CD28. Além disso, um estudo concluiu 

que o aumento da afinidade de CTLA-4 por CD86 resultou na inibição da resposta das células 

T quando comparado a CD80 (Xu et al., 2012). Assim, sugerimos que os diferentes bloqueios 

podem atuar de maneiras opostas nas diferentes formas clínicas da doença de Chagas, 

modulando a inflamação. Propusemos que com bloqueio de CD80, CD86 pode interagir com o 

receptor CTLA-4 em células Treg. Além disso, propomos que com bloqueio de CD86, células 

Treg de pacientes CARD podem ser ativadas de forma alternativa via interação entre os 

receptores CD80/CTLA-4. Entretanto essa interação sugere não possuir uma função supressora, 

contribuindo para a resposta inflamatória exacerbada e incontida apenas nos pacientes CARD. 

Observamos por análise de proporção que o bloqueio de CD80 leva ao aumento da 

frequência de linfócitos Treg apenas em pacientes IND e redução no grupo CARD. Por outro 

lado, o bloqueio de CD86 direciona redução da frequência de Treg também apenas em pacientes 

IND após estímulo in vitro com T. cruzi. Além disso, demonstramos maior frequência na 

expressão de CTLA-4 em linfócitos Treg quando comparado as outras subpopulações 

independente do bloqueio para CD80 e CD86. Durante a fase crônica da doença de Chagas, a 

presença de T. cruzi vivo modula a expressão de moléculas de ativação, co-estimuladoras e de 

apresentação antigênica em monócitos de pacientes IND (Gomes et al., 2012). Assim, 

corroborando com os resultados anteriores presentes nesse capítulo, CD86 contribui para 

ativação de linfócitos Treg apenas em indivíduos IND, levando assim a modulação da resposta 

imune em pacientes assintomáticos.  
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Interessantemente, demonstramos que o bloqueio de CD86 pode estar relacionada com 

a expressão de CTLA-4 em linfócitos Th2 e Th17. Entretanto, o bloqueio de CD86 apresenta 

correlação negativa apenas com o receptor CTLA-4 expresso por células Treg de indivíduos 

IND. Estudos ainda demonstraram que a expressão de CD80 nas APCs induz a diferenciação 

de linfócitos Th1 em diferentes contextos patológicos (Slavik et al., 1999; Balkhi et al., 2004; 

Asai-Tajiri et al., 2016; Said et al., 2016). Assim, na doença de Chagas, sugerimos que com 

bloqueio de CD86, CD80 possa atuar na interação com CTLA-4 contribuindo para ativação dos 

linfócitos Th1, Th2 e Th17 e, CD86 seja a única molécula que possua a capacidade de interagir 

com CTLA-4 e que ative células Treg, contribuindo para regulação da resposta imune apenas 

em pacientes IND. 

O segundo capítulo da presente tese sugere que a ativação de linfócitos Th1 é mediada 

pelos receptores CD80/CD28, enquanto Treg é ativado pela interação ente CD80/CTLA-4 em 

pacientes CARD. Por outro lado, linfócitos Th2 e Th17 podem ser ativados através da interação 

de CD80/CTLA-4, e Treg por CD86/CTLA-4 apenas em pacientes assintomáticos. 

Os linfócitos T CD8+ desempenham papel crucial durante a fase aguda e crônica da 

doença de Chagas (Brener & Gazzinelli, 1997; Higuchi et al., 2003; Lasso et al., 2019). As 

células T CD8+ podem controlar a infecção por vários mecanismos, incluindo a secreção de 

citocinas, como IFN- que induzem atividade microbicida pelas células hospedeiras, 

principalmente por macrófagos, assim como através da atividade lítica via perfurina/granzima 

(Lasso et al., 2019). Estudos com fragmentos de biópsia de tecido cardíaco provenientes de 

pacientes com cardiomiopatia chagásica demonstraram que o infiltrado inflamatório era 

composto por células T, principalmente por linfócitos T CD8+ (Higuchi et al., 1993; Reis et 

al., 1993). Assim, devido o papel dessa população celular e sua ativação também ser 

dependente da participaçãodas moléculas CD80 e CD86, o terceiro e último capítulo da 

presente tese compreende a atuação das moléculas CD80 e CD86 expressas por monócitos 

totais e de suas subpopulações com seus ligantes CD28 e CTLA-4 no desenvolvimento da 

resposta imune mediada por linfócitos T CD8+ e T CD8+ reguladores após  bloqueio dos 

receptores CD80 ou CD86. Demonstramos maior frequência de linfócitos T CD8+ CD25+ em 

pacientes com doença de Chagas, entretanto, maior expressão de CD28 em linfócitos T CD8+ 

foi evidenciada principalmente em pacientes CARD independente do bloqueio para CD80 e 

CD86. Esses resultados sugerem que pacientes com a doença de Chagas apresentam 

capacidade de proliferação linfocitária, entretanto pacientes CARD apresentam maior 

capacidade de ativação de linfócitos T CD8+ contribuindo para a formação do processo 

inflamatório.  
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Nossso dados demonstraram maior frequência de linfócitos CD8+ Treg CD28+ em 

pacientes CARD, por outro lado, foi evidenciado maior frequência de CD8+ reguladores,  

CD8+ Treg IL-10+ e CD8+ Treg CTLA-4+  no grupo IND. Estudo recente demonstrou níveis 

mais altos da expressão de CTLA-4 em linfócitos T CD8+ de camundongos infectados com a 

cepa Y de T. cruzi no 10º dia após a infecção (dpi) do que em camundongos não-infectados e 

camundongos infectados no 30 º ou 100 º dpi, sugerindo que a infecção aguda por T. cruzi 

induziu a expressão de CTLA-4 (Mateus et al., 2019). Martins e colaboradores (2004) 

verificaram aumento de CTLA-4 em células cultivadas com antígenos vivos de T. cruzi até as 

primeiras 48hs, restaurando aos níveis normais em 72hs. O bloqueio de CTLA-4 levou ao 

aumento de produção de NO após a infecção por T. cruzi e reduziu a suscetibilidade à infecção 

por T. cruzi (Martins et al., 2004). No entanto estudos demonstraram maior frequência de 

CTLA-4 em linfócitos T CD8+ de pacientes sintomáticos quando comparado pacientes 

assintomáticos (Lasso et al., 2015, Mateus et al., 2015). Em contrapartida, Souza e 

colaboradores (2007) detectaram maior frequência de linfócitos CD8+ CTLA-4+ em pacientes 

assintomáticos quando comparado ao grupo saudável e com cardiopatia chagásica. Dessa 

forma, sugerimos que durante a infecção inicial por T. cruzi, a ativação de CD28 seja decisiva 

para o controle da infecção, e a alta expressão de CTLA-4 por linfócitos T CD8+ condicione 

células ativas a se tornarem menos responsivas favorecendo assim na persistência da infecção. 

Por outro lado, com a cronicidade da patologia chagásica, pacientes assintomáticos iniciam a 

expressão de CTLA-4 para modular a resposta imune evitando complicações teciduais e a 

progressão da doença. Aliado a isso, propomos que a maior expressão de CTLA-4 em 

linfócitos CD8+ Treg no grupo IND com o bloqueio de CD80, assim como observado no 

capítulo 2, condiciona na ativação das células reguladoras e na modulação da resposta imune 

apenas em pacientes assintomáticos. 

Posteriormente, avaliamos a relação entre as moléculas co-estimuladoras CD80 e 

CD86 expresssas em monócitos e suas subpopulações com os receptoreres CD28 e CTLA-4 

expressos pelos linfócitos T CD8+ totais e reguladores. Demonstramos correlação negativa 

entre CD28 expresso por células Treg com monócitos inflamatórios em cultura com anticorpo 

anti-CD80. Por outro lado, em cultura com anticorpo anti-CD86 observamos correlação 

negativa entre CTLA-4 expressos em células Treg com monócitos patrulhadores. Assim, 

semelhante aos resultados obtidos com linfócitos T CD4+, sugerimos que CD86 possua 

relação com o receptor CTLA-4, e não com CD28, expresso nas células CD8+ Treg, sendo 

essa interação importante para ativação dessa subpopulação celular.  
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Os principais resultados encontrados na presente tese se encontram sumarizados na 

figura 28.  

 

Figura 28. Resumo geral dos principais resultados encontrados na tese. CD86 interage diretamente com 

receptor CTLA-4 em células CD4+ e CD8+ Treg levando à ativação dessa subpopulação celular em pacientes IND. 

Enquanto CD80 interage com CTLA-4 apenas em células Th2 e Th17 nesses pacientes. CD80 interage com CD28 

em célul as Th1 e com CTLA-4 em células Treg em pacientes CARD. Esses pacientes também apresentam maior 

frequência de linfócitos Th2 e Th17. Além disso, pacientes IND apresentam redução na expressão de TLR e HLA-

DR e equilíbrio na produção de IL-12 e IL-10 por monócitos. Por outro lado, pacientes CARD apresentam alta 

expressão de IL-12. 
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7 CONCLUSÃO 
___________________________________________________________________________ 
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O presente trabalho apresenta a caracterização das subpopulações de monócitos em pacientes 

com a doença de Chagas e sua associação com as diferentes subpopulações de linfócitos Th1, 

Th2, Th17 e Treg. Concluímos que os linfócitos Th2 e Th17 podem ser ativados através da 

interação entre os receptores CD80/CTLA-4 em pacientes assintomáticos. Por outro lado, 

sugerimos que linfócitos Th1 são ativados por meio da interação entre os receptores 

CD80/CD28 em pacientes CARD. Além disso, propusemos que o receptor CD86 possa estar 

envolvido na imunorregulação pela sua associação com CTLA-4, sendo decisivo na ativação 

de linfócitos Treg apenas pacientes assintomáticos. Todavia, células Treg de pacientes CARD 

podem ser ativadas de forma alternativa, via interação entre os receptores CD80/CTLA-4.  

 

Concluímos que CD86 é uma molécula chave na interação com CTLA-4 e ativação dos 

linfócitos reguladores principalmente em pacientes assintomáticos, podendo representar uma 

nova estratégia para controlar a inflamação e os danos teciduais em pacientes com doença de 

Chagas.  
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Anexo A – Carta de aprovação do Comitê de Ética do IRR 
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