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RESUMO 

O tempo de inteiração parasito-hospedeiro pode influenciar na resposta imune contra a 

infecção pelo T. cruzi. Porém suas particularidades ainda demandam de maiores estudos. 

No presente trabalho realizamos uma cinética das células que compõem a imunidade 

inata e as estimulamos in vitro com antígenos do T. cruzi nos tempos de 6 e 22 horas. Os 

dados foram obtidos por citometria de fluxo e a análise dos mesmos realizada utilizando 

o software Flow-Jo. Nossos dados demonstram que as subpopulações de monócitos e 

neutrófilos exercem uma participação no processo de defesa contra a infecção. O grupo 

dos monócitos inflamatórios foi encontrado nos pacientes IND, entretanto os neutrófilos 

não apresentaram diferenças. Outro ponto importante foi observado que as moléculas de 

reconhecimento, TLR- 2 e 4, apresentam diferenças nas expressões quando comparadas 

nos tempos de 6 e 22 horas, assim como CD-80 e HLA-DR principalmente nos pacientes 

IND, juntamente com uma maior produção de IL-10. Esses achados reforçam hipótese da 

imunoregulação nesses pacientes. Entretanto nossas analises nos pacientes CARD os 

receptores de reconhecimento se apresentaram diminuídos juntamente com a expressão 

da IL-12. De forma geral as maiores diferenças encontradas foi quando observadas na 

cultura após 22 horas. Podendo indicar que o tempo de contato do hospedeiro com o 

parasito influencia diretamente a modulação de uma resposta imune mais regulada ou 

exacerbada. 
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ABSTRACT 

 
The time of host-parasite interaction may influence the immune response against 

T. cruzi infection. But its peculiarities still demand more studies. In the present work we 

performed a kinetics of the cells that make up the innate immunity and stimulated them 

in vitro with T. cruzi antigens at times of 6 and 22 hours. The data were obtained by 

flow cytometry and  analyzed  using   Flow-Jo   software.   Our   data   demonstrate   

that subsets of monocytes and neutrophils exert a role in the defense against infection. 

The group  of  inflammatory monocytes was  found  in  the  IND  patients,  however  

the neutrophils showed no differences. Another important point was that the recognition 

molecules, TLR-2 and 4, showed differences in expressions when compared at 6 and 22 

hours, as well as CD-80 and HLA-DR, mainly in IND patients, together with higher 

production of IL-10. These findings reinforce the hypothesis of immunoregulation in 

these patients. However our analyzes in the CARD patients the recognition receptors 

were decreased along with IL-12 expression. In general, the greatest differences were 

observed when observed in the culture after 22 hours. It may indicate that the contact time 

of the host with the parasite directly influences the modulation of a more regulated or 

exacerbated immune response. 
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1 INTRODUCÃO 
 

A doença de Chagas ou Tripanossomíase Americana é uma doença parasitária 

sistêmica, causada pelo parasito flagelado Trypanosoma cruzi, descrita há mais de cem 

anos pelo médico e pesquisador brasileiro Carlos Chagas (Chagas,1909). Chagas 

descreveu os aspectos morfológicos, sinais clínicos e o modo de transmissão da doença. 

Ressaltando um feito único na pesquisa mundial (Rassi e Marin-Neto, 2010). 

Atualmente, a doença de Chagas é considerada um grave problema de 

saúde pública mundial. Estima-se que há cerca de oito milhões de pessoas infectadas em 

todo o mundo (WHO 2019) (Figura 1), principalmente na América Latina, onde cerca de 

25 milhões de pessoas estão sob risco de infecção (Stanaway e Roth, 2015). No Brasil, 

em torno de quatro milhões de pessoas podem estar infectadas e seis mil óbitos ocorram 

por ano (Stanaway e Roth, 2015). 

Desde o início da década de 90, as medidas mais eficazes para controlar a 

doença de Chagas na América Latina foram através de programas de controle de vetores 

e exames em bancos de sangue (Pérez-Molina e Molina, 2018). A Iniciativa do Cone Sul 

do Sul (INCOSUR) foi lançada em 1991 para eliminar o principal vetor, o Triatoma 

infestans, e a transmissão por transfusão de sangue na Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, 

Paraguai e Uruguai. Essa iniciativa levou a uma redução na transmissão do T. cruzi e sua 

interrupção foi certificada no Uruguai (1997), Chile (1999), Argentina (2001), Brasil 

(2000) e Paraguai (2002) (Incosur,2005; WHO 2015). 

A doença de Chagas representou a quarta principal causa de morte entre 

doenças infecciosas. No período de 2000 a 2011, a patologia esteve entre as treze doenças 

mais negligenciadas no mundo, trazendo sérios prejuízos socioeconômicos aos países e 

aos seus portadores (Hotez et al., 2007; Conners et al., 2016; Costa De Albuquerque et 

al., 2017). Devido ao grande fluxo migratório, a doença que era descrita somente em 

países endêmicos começa a se fazer presente em países da Europa, América do Norte, 

Ásia e Oceania (Schmunis e Yadon, 2010). 
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Figura 1. Estimativa dos casos globais da doença de Chagas. Em azul está representado parte 

do território do Europeu, onde os casos são poucos, podendo chegar a menos que novecentos (900). Em 

amarelo estão os países da América do Norte, Japão, Oceania e determinadas regiões da Europa, são 

estimados estão entre novecentos (900), casos de doença de Chagas podendo estar entre oitocentos, 

chegando até oitenta e nove mil (899.900). Já em vermelho esta representada a América Latina, onde há os 

maiores números de casos podendo ser superior a novecentos mil. (>900.000). Em cinza, a África e grande 

parte da Ásia, onde, oficialmente não se notificou nenhum caso da doença. 

Fonte:Perez; Lymbery; Thompson, 2015. 

O T. cruzi alterna seu ciclo de vida entre um hospedeiro invertebrado e 

hospedeiros vertebrados, dentre estes incluem o homem. Essa característica confere ao 

parasito estágios morfológicos complexos, permitindo sua sobrevivência a diferentes 

condições ambientais. A principal forma de transmissão da doença de Chagas ocorre por 

via vetorial (Figura 2), na qual o inseto vetor da subfamília dos Triatominadae, ao realizar 

o repasto sanguíneo no seu hospedeiro, libera fezes e/ou urina com as formas infectantes 

do parasito (Brener, 1973; Rassi e Marin-Neto, 2010). 

O ciclo se inicia quando as formas tripomastigotas metacíclicas entram na 

corrente sanguínea, invadindo uma série de células em vários tecidos (Figura 2). Dentro 

das células, as formas tripomastigotas se transformam na forma amastigota, aflagelada, 

dividindo-se por divisões binárias. Após a divisão, as formas amastigotas se transformam 

em tripomastigotas sanguíneos, que lisam as células e voltam a circular no sangue 

periférico. Na circulação, essas tripomastigotas sanguíneas podem infectar novas células 
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(g)	

(g) 
     (g)  

    (g)  

do hospedeiro ou outros barbeiros durante o repasto sanguíneo. No intestino dos 

triatomíneos, evoluem para as formas replicativas epimastigotas. E posteriormente, 

diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicas que serão liberadas junto as fezes/urina 

do barbeiro (Dias, 2000). 
 
 
 
 

 
Figura 2. Representação esquematica do ciclo biologico do Trypanosoma cruzi. 
(1)No intestino do inseto vetor (a), as formas epimastigotas (b), são liberadas nas fezes durante o repasto 
sanguineo. (2) A formas tripomastigotas metaciclicas (c) caem na corrente sanguínea e invadem as células 
do hospedeiro vertebrado. (3) Dentro das células, as tripomastigotas metacíclicos se transformam em 
amastigotas, forma aflagelada (d). (4). As formas amastigotas (d), passam por vários ciclos de divisão 
binária, que por fim rompendo a célula, são liberadas na corrente sanguínea como tripomastigotas 
sanguíneas (g). (5). Os tripomastigotas sanguineos (g), são disseminados por todo o hospedeiro vertebrado, 
esse periodo é definido como fase aguda, sendo caracterizado por uma alta parasitemia. (6) Após esse 
periodo da fase aguda, a fase crônica começa a ser estabelecida e o parasito pode se alojar em varios tecidos 
do hospedeiro, predominantemente encontrado na forma amastigota (d), principalmente no tecido cardiaco 
e orgãos como:esofago (e) e intestino (f). (7) O inseto vetor pode eventualmente se infectar com formas 
tripomastigotas sanguíneas (g) durante seu repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado infectado. O ciclo 
termina quando os tripomastigotas sanguíneos ingeridos se diferenciam novamente em epimastigotas (b) 
que colonizam o tubo digestivo de um novo inseto. 

 
Além da via vetorial, existem outras formas de transmissão da doença de 

Chagas e essas contribuem para sua disseminação, tais como transfusão sanguínea, via 

congênita, transplante de órgãos, acidentes laboratoriais e via oral. Esta última vem 

ganhando grande destaque epidemiológico em varias regiões do Brasil e em alguns outros 

países (Coura et al., 2007). Diferentes tipos de alimentos como: suco de cana, açaí, sopas, 

carnes de caça ou caldos foram descritos contendo os insetos vetores triturados durante o 

preparo (Dias et al., 2006). No Brasil foram registrados 1252 casos da doencça de Chagas 
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entre 2007 e 2014 pelo Ministerio da saúde (Brasil, 2019). Dentre essas, 70 % foram em 

decorrencia da transmissao oral (Andrade et al., 2014; Dario et al., 2016). 

 

1.1 Evolução clinica da doença de Chagas 
 

Naturalmente, a doença de Chagas tem dois desfechos clínicos que 

apresentam características bem distintas: fase aguda e crônica. A fase aguda pode durar 

de 2 a 4 meses. Onde a elevada parasitemia e parasitismo tecidual acontecem, devido a 

intensa multiplicação do parasito (Coura e Dias, 2009; Rassi e Marin-Neto, 2010). 

Durante a essa fase, o diagnostico parasitológico é facilmente realizado, devido a grande 

quantidade de parasitos circulantes, sendo evidente pela demonstração de 

tripomastigotas. Podendo ser realizados com observação de exames de sangue a fresco, o 

mais utilizado é o esfregaço de gota espessa (Chiari et al., 1989; Leiby et al., 2000). 

Os sinais clínicos são variáveis, desde sinais locais como o sinal de Romanã 

e/ou chagoma de inoculação. Podem ser observados também quadros de febre, 

hepatoesplenomegalia, fraqueza e adenomegalia (Rassi e Marin-Neto, 2010). A presença 

do T. cruzi induz a liberação de mediadores inflamatórios que são responsáveis pela 

miocardite aguda, intensa e difusa (Andrade., 1999). Nessa fase, pode-se observar 

ativação de linfócitos T e B,, altos níveis de citocinas e anticorpos no plasma dos 

pacientes, o que leva a redução gradual da parasitemia, levando ao início da fase crônica 

(Coura e Dias, 2009). Já nessa fase, o diagnóstico pode ser feito através da detecção de 

anticorpos específicos por testes sorológicos ou indiretos, como os testes de hemocultura, 

ELISA e reação da cadeia da polimerase (PCR) (Chiari et al., 1989; Leiby et al., 2000). 

Os pacientes na fase crônica podem ser classificados de acordo com as 

manifestações clinicas apresentadas, podendo ser: indeterminada (IND), digestiva (DIG), 

cardíaca (CARD) ou cardiodigestiva (CDG) (Macedo, 1980; Dias, 1989; Andrade et al. 

2011). 

A forma clínica IND é observada em aproximadamente 60% dos portadores 

da doença de Chagas. Os pacientes apresentam os testes sorológicos, parasitológicos ou 

ambos positivos para o T. cruzi, sem apresentar sintomas clínicos em decorrência da 

infecção. Contudo, cerca de 40% dos pacientes IND irão desenvolvem alguma 

sintomatologia ao longo dos anos de infecção (WHO,2019; Macedo, 1980; Dias, 1989). 

Dentre as manifestações da doença de Chagas, a forma CARD apresenta característica 

mais expressiva, afetando cerca de 30% dos pacientes (Marin-Neto; Simões 
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1999). Essa forma possui maior gravidade e progressão lenta, levando a falência cardíaca, 

arritmias, eventos trombóticos, bloqueios cardíacos de ordem variáveis, além de levar a 

morte súbita em alguns casos (Marin-Neto et al., 2007). 

A forma clinica DIG acomete em média 8% dos pacientes infectados 

(Coura e Dias, 2009). É caracterizada por intenso dano ao sistema digestivo, com 

presença de infiltrado de linfócitos, desenvolvimento de megacólon e megaesôfago. Que 

pode ser acompanhado pela destruição neuronal no sistema entérico (Resende e 

Moreira;2004). 

Aproximadamente 2% dos pacientes podem desenvolver concomitantemente 

alterações cardíacas e digestivas, sendo classificados como pacientes da forma CDG. 

Os mecanismos específicos envolvidos com o estabelecimento e/ou controle das 

diferentes formas clínicas da doença de Chagas são complexos. Não se sabe explicar 

como alguns indivíduos infectados desenvolvem formas graves da doença e nem o fato 

das manifestações clínicas serem tão heterogêneas. Acredita-se que estas manifestações 

são consequências de múltiplos fatores ligados ao T. cruzi (cepa, virulência, 

antigenicidade, tropismo, tamanho do inóculo) e ao hospedeiro (idade, sexo, raça, perfil 

da resposta imune) (Dias, 2000). 

 

1.2 Resposta imune na doença de Chagas. 
 

O T. cruzi interage com a resposta imune inata e adaptativa de uma maneira 

intima e complexa. A capacidade da interação do protozoário com o hospedeiro permitiu 

que o mesmo pudesse resistir ao sistema imune e estabelecer uma infecção crônica 

(Acevedo et al., 2018). Dentro do contexto da doença de Chagas, a resposta imune inata 

é amplamente conhecida e definida em dois momentos da infecção aguda: no controle da 

replicação do T. cruzi. E o processo inflamatório nos locais de infecção, que constitui 

principal causa de dano nos tecidos e perda funcional de órgãos (Brener e Gazzinelli, 

1997; Junqueira et al., 2010). Em relação à resposta imune adaptativa, a ativação de 

células B levando a produção de níveis substanciais de anticorpos e ativação adequada de 

linfócitos T CD4+ e CD8+ são essenciais para a diminuição de parasitemia na fase aguda 

e controle da infecção da fase crônica (Rottenberg et al., 1993). 

A resposta imune inata tem seu início quando células apresentadoras de 

antígenos (APC’s) reconhecem antígenos do parasito através de receptores de 

reconhecimento padrão (PPR’s). Os PPR’s reconhecem padrões moleculares associados 
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a patógenos (PAMP’s) (Kawai e Akira, 2010; Stahl et al., 2013). PAMP é um termo 

utilizado para definir um alvo não próprio ao sistema imune inato, e geralmente são 

expressos em uma série de microrganismos, porém ausente nas células do hospedeiro. 

Dentre os PAMP’s que podem ser encontrados em protozoários, as ancoras de glicosil- 

fosfatidil-inositol (GPI) são altamente expressos e ancoram proteínas na superfície dos 

parasitos que são agonistas de receptores tipo Toll(Campos et al., 2001; Akira et al., 2006; 

Buscaglia et al., 2006) 

Os receptores tipo toll (TLR) (Figura 3) são os mais estudados dentro da 

doença de Chagas (Aoki et al., 2012). Localizados na superfície celular ou vesículas 

intracelulares são amplamente distribuídos em células apresentadoras de antígenos 

(APC’s), como macrófagos e células dentriticas (Stahl et al., 2013). 

Os receptores TLR-2 -4 e-9 compõem o grupo de maior destaque (Aoki et al., 

2012), pois apresentam grande importância para o controle do parasitismo (Ropert et al., 

2002; Junqueira et al., 2010). Sua atuação consiste na ativação de duas vias principais de 

sinalização: MyD88 (myeloid differentiation primary-response-gene-88) –dependente e 

uma cascata TRIF (Toll/IL1R- domain containing adaptor protein inducing IFN beta) - 

dependente. Quando ativados induzem produção de citocinas inflamatórias, recrutam 

células fagocíticas para o local da infecção. Que são importantes não só para o controle 

inicial da infecção, como na potencialização da resposta imune adaptativa (Takeuchi e 

Akira, 2010). 
 
 

 
Figura 3. Cascatas de sinalização dos receptores da imunidade inata (Toll Like Receptor-TLR). 
Após o reconhecimento de Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMP’s) pelos receptores do tipo Toll, 
estes sofrem mudanças conformacionais, permitindo o recrutamento de moléculas adaptadoras, como Myd88 e 
TRIF. O tipo de sinalização depende da combinação de diferentes PAMP’s, resultando no recrutamento de 
diferentes moléculas adaptadoras. Estas, por sua vez, podem ativar NFκB, membros da família das MAP quinases 
e JUN quinases, induzindo a produção de mediadores inflamatórios, como IFN-g. 
Fonte: Uematsu & Akira 2006-modificado Yama & Takeda 2010 
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Estudos experimentais usando animais knock-out para TLR-2 demostraram 

elevada síntese de citocinas, após a infecção pelo T. cruzi, demonstrando um perfil 

imunoregulatório durante a infecção aguda (Bafica et al., 2006). Entretanto, (Gravina et 

al., 2013) sugeriram que a ativação de TLR-2 estimula funções diferentes de acordo com 

o tipo celular envolvido no hospedeiro. Dessa forma, esses autores mostraram que 

macrófagos podem induzir produção de TNF por células dentriticas com características 

imunoregulatórias, o que pode consequentemente influenciar a resposta imune adquirida 

e a produção de anticorpos contra o parasito. 

O TLR-9, localiza-se em vesículas intracelulares, e é capaz de reconhecer 

fragmentos de DNA ou RNA do parasito. À medida que o T. cruzi invade a célula 

hospedeira e atinge o ambiente do fagolisossomo, moléculas de DNA dos parasitos 

lisadas estimulam a ativação de TLR- 9, levando à produção de citocinas pró- 

inflamatórias (Bartholomeu et al., 2008; Cardoso et al., 2015). Contudo, os estudos in 

vivo demostraram que TLR-2 e TLR-9 exercem funções diferentes na infecção pelo T. 

cruzi. Ao passo que o TLR-2 não afeta a parasitemia e a mortalidade dos animais. O 

receptor TLR-9 tem participação direta no controle da replicação parasitária e 

sobrevivência do camundongo (Gravina et al., 2013). Apesar de alguns dados 

demostrarem que os camundongos knock-out para TLR-4 apresentam alta taxa de 

parasitemia e baixos níveis de produção de citocinas, que poderia indicar uma 

participação nos momentos iniciais da infecção, sua atuaçao ainda continua pouco 

esclarecida (Cardoso et al., 2015). 

Sendo assim, os receptores do tipo TLR tem papel fundamental na resistência 

do hospedeiro a infecção pelo T. cruzi. A suscetibilidade do parasito está associada a 

produção de citocinas como a IL-12 e IFN-g, essas direcionam uma resposta imune 

protetora, do tipo Th1 (Campos et al., 2004), que incluem a mobilização de moléculas de 

adesão e co-estimulatórias (Akira et al., 2006). 

As moléculas de co-estimulação, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), localizadas 

nas APC’s tem como receptor CD28 na superfície das células T (Thompson, 1995; 

Sharpe, 2009). A inteiração entre essas moléculas resulta na proliferação linfocitária, 

produção de citocinas e controle da parasitemia (Linsley e Ledbetter, 1993; Miyahira et 

al., 2003; Martins et al., 2004). As moléculas CD80 e CD86 podem ter suas funções 

diretamente relacionadas ao tempo que são expressas nas células. Visto que a molécula 

CD86 é a primeira a se mobilizar e pode mediar a resposta imune inicial em uma 
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inteiração com o receptor CD28. Contudo a molécula CD80, pode desempenhar uma 

função importante na inflamação crônica (Pinto, Medeiros, Fontes-Cal, et al., 2018). A 

molécula CD28 também pode se ligar ao seu homólogo CTLA-4 (antígeno 4 associado 

ao linfócito T citotóxico) (Riley et al., 2002). Essa ligação com CTLA-4 irá bloquear a 

produção de IL-12, juntamente com a progresso do ciclo celular, na fase G0 para G1, o 

que consequentemente levará a apoptose, diminuindo a resposta imune (Linsley et al., 

1994). As interações entre CD80 ou CD86 com CD28 ou CTLA-4 pode refletir na 

ativação dos linfócitos T e consequentemente na produção de citocinas. 

As citocinas certamente estão envolvidas tanto na resistência contra o 

parasito quanto em mecanismos que contribuem para o desenvolvimento da progressão 

da doença (Vitelli-Avelar et al., 2008). O TNF-a, é produzido pelos macrófagos, e exerce 

uma importante função no controle do parasito nos primeiros momentos da infecção. 

Entretanto, a produção elevada de TNF-a pode resultar em uma resposta imune 

exacerbada, acarretando danos teciduais severos (Lannes-Vieira et al., 2011). 

De grande relevância para o controle da doença de Chagas, a IL-12 

(Interleucina 12), tem sua atuação nas células Natural killers (NK), potencializando a 

ação citolítica e aumentando a síntese de inteferon-gama ( IFN- g) (Michailowsky et al., 

2001). O IFN- g, aumenta a capacidade triponomicida dos macrófagos por conter a 

replicação intracelular, através da produção de oxido nítrico (Silva et al., 1992). 

Por outro lado, a produção de moléculas regulatórias pelos macrófagos, como 

a interleucina (IL)-10, por exemplo, tem a capacidade de reduzir a ativação promovida 

pelo IFN- g, inibindo a liberação de NO (Silva et al., 1992). 

Em estudos realizados por (Gomes et al., 2003; Gomes et al., 

2005),demostraram que existe um perfil diferente na produção de citocinas entre os 

pacientes IND e CARD. Nos indivíduas com a forma clinica CARD observa-se níveis 

elevados de citocinas inflamatórias TNF-a e IFN-g e baixa produção de IL-10. Em 

contrapartida, os pacientes IND apresentam um perfil inflamatório modulado, onde o 

diferencial é a presença de células produzindo níveis elevados de IL-10. 

Assim, a hipótese que melhor explica as diferenças nas formas clinicas tão 

heterogêneas tem seu ponto central na imunoregulação. Onde os pacientes IND 

apresentam resposta imune capaz de eliminar os parasitos de forma eficiente ainda 

durante a fase aguda. Sendo essa resposta regulada, capaz de limitar a progressão da 

doença. Porém, os pacientes da forma clinica CARD, apresentam carga parasitária 
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controlada, contudo não conseguem desenvolver mecanismos imunoregulatórios 

efetivos, sendo alvos de inflamação persistente (Dutra e Gollob, 2008). 

Ademais, quando se considera todas a inteirações imunes existentes, que são 

originadas durante a infecção pelo parasito, maiores esclarecimentos se fazem 

necessários. Sobretudo a cerca das populações e subpopulações celulares envolvidos, que 

muitas vezes possuem um envolvimento direto com a resistência e susceptibilidade ao T. 

cruzi. Além do repertorio celular da imunidade adaptativa, os neutrófilos e monócitos, 

ambas células do sistema imune inato, atuam no processo de tentar eliminar o parasito 

(Bonney e Engman, 2008). 

Os neutrófilos exercem função microbiocida através da fagocitose, 

degranulação de proteínas líticas, produção de reativos intermediários de oxigênio, e 

recentemente através de NETosis - produção/liberação de NET’s (neutrophil 

extracellular traps) que aprisionam e eliminam o patógeno de forma extremamente 

efetiva (Brinkmann et al., 2004; Tecchio et al., 2014). Essa população celular vem 

ganhando destaque nos processos inflamatórios crônicos, através da produção de 

citocinas, quimiocinas e proteases (Tecchio et al., 2014). Na doença de Chagas, observou- 

se que os neutrófilos podem desempenhar funções de proteção e exacerbação da infecção, 

quando observados em linhagens diferentes de camundongos, possivelmente através da 

resposta Th1/Th2 (Chen et al., 2001). Corroborando com esse achado (Gomes et al., 

2012), inferiram que neutrófilos de portadores da doença de Chagas não apresentam 

diferenças na capacidade fagocítica, quando comparados com indivíduos não infectados 

(NI). Contudo, neutrófilos dos pacientes IND apresentaram diminuição na produção de 

citocinas, que poderia influenciar na capacidade fagocítica dessa população de células 

nestes pacientes. 

Já os monócitos fazem parte de uma subpopulação com uma plasticidade 

admirável, diferenciando em subpopulações celulares que podem executar funções 

variadas durante a infecção.(Geissmann et al., 2010; Xiong e Pamer, 2015). Essas células 

possuem a capacidade de processar e apresentar antígenos, produzir citocinas e induzir 

sinais através de moléculas co-estimulatórias. Essas são algumas funções que 

demonstram a atuação para iniciar os eventos que desencadeiam a resposta imune (Souza 

et al., 2007). No contexto da doença de Chagas, os monócitos de pacientes IND, 

apresentaram resposta reguladora, através da alta produção de IL-10, e um estado de 

ativação baixo, devido a expressão reduzida de HLA-DR (Souza et al., 2007). Em 

contrapartida, os monócitos dos pacientes CARD, apresentaram expressão elevada de 
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TNF-a e HLA-DR, o que pode estar envolvido na indução da resposta inflamatória. Essa 

hipótese pode ser confirmada, devido aos monócitos de pacientes IND, apresentam baixa 

capacidade fagocítica, em relação a indivíduos NI. Entretanto, pacientes com IND 

apresentam a expressão de níveis elevados de oxido nítrico (NO), capaz de controlar a 

replicação parasitaria (Gomes et al., 2012). Além disso, foi demostrado por (Souza et al., 

2007) que a infecção pelo T. cruzi pode induzir a produção de citocinas, que 

consequentemente desencadeia menor expressão de moléculas CD80 e CD86 por 

monócitos, afetando a resposta dos linfócitos T, sendo essa uma das razões da 

sobrevivência do parasito no hospedeiro. 

Recentemente, tem sido bem investigado o papel das subpopulações de 

monócitos na doença de Chagas (Pinto, Medeiros, Teixeira-Carvalho, et al., 2018; Pérez- 

Mazliah et al., 2018). Essas subpopulações foram classificadas de acordo com expressão 

de receptores CD14 (receptores de Lipopolissacarídeo) e CD16 (receptores da porção Fc 

para IGg) (Passlick et al., 1989). Uma dessas populações de células, os monócitos CD14+ 

CD16+, são dotados da habilidade de produzir IL-10 e TNF in vitro. Os monócitos 

CD14lowCD16+ possuem a habilidade de produzir citocinas inflamatórias, tais como o 

TNFα, e IL-1β após estímulos com LPS (Belge et al., 2002). 

Sendo assim, as subpopulações de monócitos ficaram assim classificadas. 

Monócitos clássicos (CD14++ CD16-) esses apresentam alta capacidade de fagocitose, 

perfil pró-inflamatório. E em condições normais, representam 85-90% dos monócitos, 

além  de  possuir  a capacidade de migrar para locais de lesão e infecção, onde se 

diferenciam em macrófagos inflamatórios (Thomas et al., 2015). Os monócitos 

patrulheiros (CD14+CD16++) mostram um perfil anti-inflamatório e um comportamento 

de patrulha in vivo, participando também dos processos de cicatrização (Cros et al., 2010). 

E também os monócitos intermediários (CD14++ CD16+) esses, expressam 

os maiores níveis do complexo de histocompatibilidade principal de classe II (Wong et 

al., 2011; Pinto, Medeiros, Teixeira-Carvalho, et al., 2018). 

Nosso grupo demonstrou que após serem estimulados com antígenos do T. 

cruzi in vitro, os pacientes da forma clinica CARD, expressaram uma maior frequência 

dos monócitos intermediários em relação aos NI e IND. Sugerindo que pacientes com 

formas clinicas distintas da doença de Chagas, podem expressar frequências diferentes 

de subpopulações de monócitos (Pinto, Medeiros, Teixeira-Carvalho, et al., 2018). 

Adicionalmente, Medeiros et al., (2019), mostraram que os monócitos clássicos e 
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inflamatórios dos pacientes CARD, apresentam uma maior expressão de HLA-DR, 

quando comparados ao grupo NI. Foi possível ainda constatar que os monócitos clássicos 

do grupo IND apresentaram maior expressão de CD86, também em relação aos NI. 

Entretanto os monócitos patrulheiros não apresentaram diferenças nas suas moléculas de 

ativação em nenhum dos grupos de pacientes. 

Apesar das subpopulações de monócitos possuírem funções diferentes 

(Linsley et al., 1994). suas funções na doença de Chagas não foram totalmente elucidadas. 

A maioria dos trabalhos publicados envolvem os mecanismos específicos de monócitos 

e linfócitos na resposta imune contra o T. cruzi, e não focam no papel das subpopulações 

para o estabelecimento das formas clinicas na doença de Chagas (Pinto, Medeiros, 

Teixeira-Carvalho, et al., 2018). 

 

1.3 Interação parasito-hospedeiro 
 

A superfície do parasito é recoberta por glicoproteínas da superfamília gp85 

e mucinas ancoradas a membranas, através de moléculas glicosil-fosfatidil-inositol. A 

gp85 está associada com o processo de adesão celular do parasito pelo reconhecimento 

de proteínas celulares tais como: laminina, fibronectina, colágeno e citoqueratinas 

presentes na matriz extracelular ou na célula do hospedeiro. Essas interações 

desencadeiam uma cascata de sinalização intracelular com mobilização do cálcio nas 

células do hospedeiro e do parasito (Burleigh e Woolsey, 2002; Epting et al., 2010). 

Após o processo de adesão, a invasão celular se dá pela internalização através 

da fagocitose ou endocitose. No processo de fagocitose, a célula emite pseudópodes com 

a participação ativa de filamentos de actina. Ao contrário, do processo de endocitose, 

onde a invaginação não depende da emissão de pseudópodes, mesmo assim há a 

contribuição direta dos filamentos de actina (Fernandes e Andrews, 2012; Barrias et al., 

2013). 

Vários estudos relatam a participação dos lisossomos na formação do vacúolo 

parasitóforo no momento da invasão em células não fagocíticas (Figura 6), (Tardieux et 

al., 1992; Andrade e Andrews, 2005), uma vez que sua característica ácida permite ativar 

a molécula formadora de poro (TC-TOX) (Andrews e Whitlow, 1989). Além de 

contribuir para a transformação dos tripomastigotas metacíclicos em amastigotas no 

citoplasma (Cardoso et al., 2015). Contudo, independente da forma de invasão do parasito 

na célula, a fusão lisossomal é essencial para a retenção da mobilidade parasitaria. 
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Entretanto, o parasito escapa do ambiente extracelular, no qual possui menor 

possibilidade de sobrevivência (Andrade e Andrews, 2005). 

Quando expostas ao T. cruzi in vitro, as APC’s profissionais expressam 

moléculas efetoras e pró-inflamatórias, sugerindo que a inteiração entre o TLR- T.cruzi, 

potencializa e direciona a qualidade da resposta imune adaptativa (Campos et al., 2004). 

Além de atuar na ativação de outros tipos celulares da resposta imune inata como as 

Natural Killers. Em modelos experimentais com infecção em camundongos Knock-out 

para MyD 88, nota-se menor produção de (IL-12, TNF-a, IFN-g), juntamente com 

elevação da parasitemia e mortalidade (Campos et al., 2004; Bafica et al., 2006). Dessa 

forma fica claro que a ativação da resposta imune inata é crucial para o controle do 

parasitismo por T. cruzi, suprimindo a infecção e replicação do parasito. 

Apesar de vários trabalhos mostrarem a importância da resposta imune inata 

e adaptativa no controle e/ou desenvolvimento da cardiopatia, ainda é pouco conhecido 

como a interação parasito e células do hospedeiro podem levar as diferentes formas 

clínicas. Dessa forma, acreditamos que o tempo de inteiração do parasito com as células 

do sistema imune inato pode influenciar o mecanismo imune que leva a perda ou não das 

funções reguladoras. Pouco se sabe sobre o tempo de interação parasito-células da 

imunidade inata, portanto nosso estudo tem como proposta uma cinética das células da 

imunidade inata em pacientes com diferentes formas clínicas da doença de Chagas após 

estímulo com antígenos do Trypanosoma cruzi. 
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Figura 4. Processo de invasão celular e diferenciação do T. cruzi. 
(1) Oligopeptidase B (OPB) envolvida na sinalização de cálcio e regulação da exocitose lisossomal. 
Cruzipan (CZP) gera bradicinina que se liga ao receptor de bradicinina do tipo B (B2R). (2-3) 
Transialidase/gp85 participam da invasão celular ligando-se a citoqueratina, laminina e vimetina na célula 
do hospedeiro. (4-5) O escape do vacúolo fagolisossomal é atribuído a atividade da transialidase e a 
expressão da hemolisina TcTox. (6) Diferenciação para formas amastigotas é realizada por fosfolipase C 
(PPLC), fosfatase 2ª (PP2A) e proteossomos.(7) Calpaínas estão envolvidas na proliferação das formas 
amastigotas. 
Fonte: Adaptado de Osorio., et al (2012) 

 
Nossa hipótese é que o tempo de inteiração entre monócitos e neutrófilos 

com antígenos de T. cruzi influencia a produção de citocinas, moléculas co-estimulatórias 

e de ativação nessas células imunes inatas. Dessa forma, acreditamos que tentar desvendar 

os aspectos dessa relação parasito-hospedeiro, contribuirá para maiores esclarecimentos 

dos mecanismos imunoregulatórios envolvidos na manutenção da doença de Chagas. 
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2 OBJETIVOS 
 
 

2.1 Objetivo geral 
 

Avaliar o perfil imunofenotípico em neutrófilos e subpopulações de monócitos 

por cinética celular após estimulação com antígenos de T. cruzi. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

I- Avaliar a expressão de citocinas, moléculas de ativação e reconhecimento em 

neutrófilos e subpopulações de monócitos de pacientes portadores da doença de Chagas 

após a estimulo com antígenos do T. cruzi nos tempos de 6 e 22 horas. 
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3 POPULAÇÃO DE ESTUDO E MÉTODOS 
 
 

3.1 Aspectos 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. Todos os indivíduos incluídos no estudo 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A) aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa do Centro de Pesquisa René Rachou (CPqRR) da Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (Anexo B) e da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG) (No 14/2006) (Anexo C). 

 
3.2 População de estudo 

 
Os pacientes portadores da doença de Chagas foram recrutados no 

Ambulatório de Referência em Doença de Chagas Alda Falcão do Instituto René Rachou 

(IRR), sob os cuidados da Dra. Silvana Eloi-Santos. Os critérios e descrição das formas 

clínicas foram baseados de acordo com Rocha et al., 2007. Os pacientes não infectados 

são pertencentes ao convívio pessoal, sua procedência demográfica é conhecida. 

Grupo de indivíduos não infectados (NI): Constituído por indivíduos saudáveis que 

apresentarem pelo menos dois resultados negativos para a doença de Chagas, juntamente 

com ausência de sinais clínicos da doença de Chagas e ausência de alterações cardíacas. 

Grupo de pacientes com a forma clínica indeterminada (IND): Constituído por 

pacientes que apresentam positividade sorológica e/  ou parasitológica para doença  

de Chagas; ausência de sintomas e/ ou sinais da moléstia; eletrocardiograma (ECG) 

convencional normal; estudos radiológicos do coração, esôfago e cólon normais. 

Grupo de pacientes que apresentam a forma clínica cardíaca (CARD): Constituído 

por pacientes que apresentam positividade sorológica e/ ou parasitológica para doença 

de Chagas, ECG com alterações avançadas, extra-sístoles ventriculares frequentes, 

aumento do diâmetro do ventrículo esquerdo em diástole e uma silhueta cardíaca 

aumentada. 
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3.3 Critérios de inclusão 
 

Após avaliação clínica, eletrocardiográfica e laboratorial, os pacientes 

chagásicos 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, hemoaglutinação 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. 
 
 

3.4 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. 

3.5 Desenho experimental 
 

A figura 5 representada pela linha do tempo indica o desenho experimental realizado 

nesse trabalho. 

Figura 5: Desenho experimental. Nos quadrados estão todas as etapas percorridas para realização do 

trabalho, desde a coleta até as analises estatísticas. 
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3.6 Preparação dos antígenos derivados da forma tripomastigota do T. cruzi 

(TRYPO) 

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 a 21.000g 5 

vezes por 60 segundos cada, com 30 segundos de intervalo em banho de gelo. 

Subsequentemente, as suspensões foram centrifugadas a 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 (Thermo Scientific) e a concentração final utilizada foi de 

20µg/mL. 

 
3.7 Amostras 

 
O sangue periférico dos pacientes que participaram do estudo foi coletado em 

tubo Vacuntainer estéril contendo heparina. O plasma foi separado por centrifugação após 

a coleta e congelado a -80°C até a quantificação das moléculas. 

 

3.8 Culturas do sangue total 
 

As culturas realizadas no referido trabalho seguiram tempos distintos, porém 

a mesma metodologia como descrita a seguir. Alíquotas de 1mL de sangue total foram 

adicionadas a tubos de polipropileno de 14mL (Falcon, E.U.A). O sangue periférico foi 

incubado na presença de meio Rosweel Park Memorial Institute - RPMI (Gibco), 

recebendo a denominação de cultura controle (Controle) ou na presença de antígenos 

solúveis derivados da forma tripomastigota do T. cruzi (TRYPO), com uma concentração 

final de 20µg/mL, recebendo a denominação de cultura com estímulo específico 

(TRYPO). Os tubos foram previamente incubados durante 6/18 horas em estufa úmida 

com 5% de CO2 a 37oC (Forma Scientific EUA). Em seguida, foram adicionados a todos 

os tubos de cultura 20µl de Brefeldina A (Sigma, EUA) na concentração de 1mg/mL. As 

amostras foram incubadas por mais 2/4 horas em estufa nas mesmas condições acima. A 
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utilização da Brefeldina assegura a retenção das moléculas no interior da célula, uma vez 

que essa substância interfere no transporte intracelular quando rompe o aparelho de Golgi. 

Após a incubação, 200µL de EDTA (Sigma, EUA) na concentração final de 2mM foram 

adicionados diretamente às culturas. Os tubos contendo as amostras foram incubados por 

15 minutos em estufa úmida com 5% de 37 CO 2 a 37oC. Esse procedimento bloqueia o 

processo de ativação posterior das células e garante a obtenção de resultados 

padronizados e comparáveis. 

 

3.9 Aquisição em citometria de fluxo 
 

Nos tubos da cultura de sangue total foi adicionado 3mL de PBS-W (PBS pH 

7,4, contendo 0,5% BSA e 0,1% de azida sódica) e foram centrifugados a 400g por 10 

minutos a 18oC. O sobrenadante foi aspirado deixando um volume final de 2mL. Foram 

transferidos 200µL deste sangue para tubos de poliestireno de 5mL (Falcon, EUA) 

previamente identificados e com os anticorpos de superfície (Tabela 1) correspondentes 

e, em seguida, incubados por 30 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente, 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. 

Para a detecção dos marcadores intracitoplasmáticos foi acrescentado aos 

tubos 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. 

Após a incubação foi adicionado 20µL de solução anticorpo intracitoplasmático 

conjugado com fluorocromos (Tabela1) e PBS-P a concentração 1:5 aos respectivos 

tubos, e posteriormente incubado por 30 minutos à temperatura ambiente, na ausência de 

luz. Após a incubação, as células foram primeiramente lavadas com 1mL de PBS-P e em 

seguida, com 1mL de PBS-W. No final, foram adicionados 200µL de solução fixadora – 

MFF (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 citometro de fluxo (FACSAria - BD, E.U.A). 

Foram analisados em torno de 100.000 eventos totais. 
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3.10 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, APCCy7, PE-Cy7 e BV421, simultaneamente. A identificação de populações 

celulares de interesse, bem como a determinação do valor percentual destas populações e 

subpopulações, foram feitas através do software FlowJo. Foram coletados 60.000 eventos 

dentro da população de linfócitos (Figura 8). 
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(B)	 CD16	APC-Cy-7	 (	C	)	 IL-12 APC 
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(	D	)	 HLA-DR FITC-A (	E	)	 CD16	APC-Cy-7	
	

Figura 6: Estratégias de análise das populações de neutrófilos e subpopulações de 
monócitos. A imagem “A”, representa a seleção do gate de neutrófilos e monócitos, por granulosidade 
(SSC) x versus densidade de fluorescência- CD14. A imagem “B”, indica Gráfico de dispersão pontual de 
densidade de fluorescência (CD14 PerCP) versus densidade de fluorescência-1 (CD16 APCCy7), 
selecionando os neutrófilos. A imagem “C”, indica os histogramas com intensidade media de fluorescência 
das moléculas de interesse. As imagens “D e E”, indicam os gráficos de dispersão pontual de densidade de 
fluorescência (CD14 PerCP) versus densidade de fluorescência-1 (HLA-DR FITC-A) e CD14 PerCP) x 
CD16 APCCy7.para definição das subpopulações de monócitos: Monócitos clássicos CD14++ CD16- 

(MC), inflamatórios CD14++ CD16+ (MI) e patrulheiros CD14+ CD16 ++ (MP). 
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Tabela 1. Anticorpos de superfície e intracitoplasmáticos para citometria de fluxo. 
 

Anti Clone Marca Fluorescência Tipo Isotipo Fonte 
CD14 MφP9 BD 

Bioscience 
PerCP Monoclonal IgG2b, 

k 

Mouse 

CD 16 3G8 BD 
Bioscience 

APCCy7 Monoclonal IgG1, k Mouse 

CD282 TL2.1 eBioscience PECy7 Monoclonal IgG2a, 
k 

Mouse 

CD284 HTA125 BioLegend BV421 Monoclonal IgG2a, 
k 

Mouse 

CD-80       

CD-86 2331(FUN1) BD 
Bioscience 

APC Monoclonal IgG1, k Mouse 

HLA-DR G46-6 BD 
Bioscience 

FITC Monoclonal IgG2a, 
k 

Mouse 

IL-8 E8N1 BioLegend APC Monoclonal IgG1, k Mouse 

IL-10 127107 RnD 
systems 

APC Monoclonal IgG1 Mouse 

IL-12 C11.5 BioLegend APC Monoclonal IgG1, k Mouse 
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3.11 Análise Estatística 

 
As análises estatísticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 

5.0 (San Diego, CA). Foi realizado o teste de normalidade e os dados apresentaram 

distribuição não paramétrica. Para verificar diferenças estatísticas entre as culturas sem 

estímulo e as culturas com estímulo de TRYPO foi realizada análise pareada empregando 

o teste de Wilcoxon. 
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4 RESULTADOS 

 
 

4.1 Analise da frequência de neutrófilos e subpopulações de monócitos 
 

A figura 7 representa a frequência dos neutrófilos e subpopulações de 

monócitos de indivíduos NI e pacientes com as formas IND e CARD, após 6 e 22 horas 

de estimulação in vitro com TRYPO. Observa-se que não houve diferenças significativas 

na frequência dos neutrófilos (A), monócitos clássicos (B) e patrulheiros (D) nos grupos 

de pacientes estudados (Figura 9). Porém a análise dos dados demonstra uma redução 

significativa na frequência dos monócitos inflamatórios (C) no grupo de indivíduos NI e 

pacientes com a forma CARD, após 22 horas de cultura de estimulação antigênica (Figura 

7). 
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Figura 7. Análise da frequência de neutrófilos e monócitos (A), Monócitos clássicos (B), 
Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos analisados foram indivíduos não 
infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas apresentando as formas clínicas 
indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), após 6 e 22 horas de estimulo 
com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A frequência das populações celulares está representada pela razão 
TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados (NI, preto, n= 6), 
pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, vermelho, n=9). 
Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados de Wilcoxon 
foram indicadas por linhas e asterisco (*). 

 
 

4. 2 Analise da expressão de receptores de reconhecimento 
 

Os dados na figura 8 estão representados pela intensidade média de fluorescência 

(MFI) da molécula TLR-2 através razão TRYPO/Controle. A análise dos dados não 

indicou nenhuma diferença significativa na expressão de TLR-2 nos indivíduos NI e nos 

pacientes IND (Figura 8 A, B e D). Já os pacientes CARD demonstraram uma queda 

significativa da expressão dessa molécula nos monócitos inflamatórios após cultura de 22 

horas (Figura 8C). 
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Figura 8: Avaliação da expressão do receptor CD-282. Em neutrófilos (A), Monócitos clássicos 
(B), Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos analisados foram indivíduos não 
infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas apresentando as formas clínicas 
indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), após 6 e 22 horas de estimulo 
com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A intensidade das moléculas representada pela razão 
TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados (NI, preto, n= 6), 
pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, vermelho, n=9). 
Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados de Wilcoxon 
foram indicadas por linhas e asterisco (*). 

 
 
 

Os dados na figura 9 estão representados pela intensidade média de fluorescência 

(MFI) da molécula TLR-4 através razão TRYPO/Controle. A análise dos dados indicou 

uma redução significativa na expressão de TLR-4 nos neutrófilos de pacientes CARD 

após cultura de 22 horas comparado a cultura de 6h (Figura 9A). Nas demais 

subpopulações celulares não se observou diferenças significativas nos indivíduos NI e 

pacientes IND e CARD entre os tempos de cultura avaliados (Figura 9A-B-C-D). 
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Figura 9: Avaliação da expressão do receptor CD-284. Em neutrófilos (A), Monócitos clássicos 
(B), Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos analisados foram indivíduos não 
infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas apresentando as formas clínicas 
indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), após 6 e 22 horas de estimulo 
com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A intensidade das moléculas representada pela razão 
TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados (NI, preto, n= 6), 
pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, vermelho, n=9). 
Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados de Wilcoxon 
foram indicadas por linhas e asterisco (*). 

 
 
 

Os dados na figura 10 estão representados pela intensidade média da 

molécula TLR-9 da através razão TRYPO/Controle. A análise dos dados demostrou que 

não houve diferenças significativas na expressão de TLR-9 nas populações celulares entre 

os tempos de 6 e 22 horas nos grupos avaliados (Figura 10A-B-C-D). 
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Figura 10. Avaliação da expressão do receptor CD-289. Em neutrófilos (A), Monócitos 
clássicos (B), Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos analisados foram 
indivíduos não infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas apresentando as formas 
clínicas indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), após 6 e 22 horas de 
estimulo com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A intensidade das moléculas representada pela razão 
TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados (NI, preto, n= 6), 
pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, vermelho, n=9). 
Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados de Wilcoxon 
foram indicadas por linhas e asterisco (*). 

 
 

4.3 Analise da expressão de moléculas de ativação 
 

Os dados na figura 11 estão representados pela MFI de HLA-DR através da 

razão TRYPO/Controle. Observa-se o aumento significativo de HLA-DR nos monócitos 

inflamatórios e patrulheiros em NI após estimulação na cultura de 22 horas (Figura 11C- 

D). Diferenças significativas não foram observadas nas em neutrófilos e monócitos 

clássicos entre os tempos para os grupos avaliados (Figura 11 A-B). 
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Figura 11. Avaliação da expressão da molécula de ativação HLA-DR. Em neutrófilos (A), 
Monócitos clássicos (B), Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos analisados 
foram indivíduos não infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas apresentando as 
formas clínicas indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), após 6 e 22 horas 
de estimulo com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A intensidade das moléculas representada pela razão 
TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados (NI, preto, n= 6), 
pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, vermelho, n=9). 
Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados de Wilcoxon 
foram indicadas por linhas e asterisco (*). 

 
 

Os dados na figura 12 estão representados pela MFI da molécula CD80 

através da razão TRYPO/Controle. Observa-se a redução significativa da expressão de CD80 

em neutrófilos dos indivíduos NI, na cultura de 22 horas (Figura 12 A). Contudo, a expressão 

de CD80 nos monócitos inflamatórios e patrulheiros em IND apresentou um aumento 

significativo após estimulação na cultura de 22 horas (Figura 12C-D). Diferenças 
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significativas não foram observadas em monócitos clássicos entre os tempos para os grupos 

avaliados (Figura 14 B). 
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Figura 12. Avaliação da expressão da molécula de co-estimulação CD80. Em neutrófilos 
(A), Monócitos clássicos (B), Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos 
analisados foram indivíduos não infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas 
apresentando as formas clínicas indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), 
após 6 e 22 horas de estimulo com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A intensidade das moléculas 
representada pela razão TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados 
(NI, preto, n= 6), pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, 
vermelho, n=9). Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados 
de Wilcoxon foram indicadas por linhas e asterisco (*). 

 
 

Os dados na figura 13 estão representados pela MFI da molécula CD86 através 

da razão TRYPO/Controle. A análise dos dados demostrou que não houve diferenças 

significativas na expressão da molécula de co-estimulação CD86 nas populações celulares 

de indivíduos entre os tempos nos grupos avaliados (Figura 13 A-B-C-D). 
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Figura 13. Avaliação da expressão da molécula de co-estimulação CD86. Em neutrófilos 
(A), Monócitos clássicos (B), Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos 
analisados foram indivíduos não infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas 
apresentando as formas clínicas indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), 
após 6 e 22 horas de estimulo com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A intensidade das moléculas 
representada pela razão TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados 
(NI, preto, n= 6), pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, 
vermelho, n=9). Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados 
de Wilcoxon foram indicadas por linhas e asterisco (*). 

 
 

4.4 Analise da expressão de citocinas 
 

A expressão de IL-8 apresentou redução significativa nos monócitos clássicos 

de NI após cultura de 22 horas (Figura 14 B). Nas demais subpopulações celulares não se 

observou diferenças significativas entre os tempos nos grupos avaliados (Figura 14 A-C- 

D). 
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Figura 14. Avaliação da expressão da molécula IL-8. Em neutrófilos (A), Monócitos clássicos 
(B), Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos analisados foram indivíduos não 
infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas apresentando as formas clínicas 
indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), após 6 e 22 horas de estimulo 
com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A intensidade das moléculas representada pela razão 
TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados (NI, preto, n= 6), 
pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, vermelho, n=9). 
Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados de Wilcoxon 
foram indicadas por linhas e asterisco (*). 

 
 
 

Considerando a expressão de IL-10, os monócitos clássicos de NI e 

inflamatórios de IND demonstram um aumento significativo dessa citocina após cultura 

de 22 horas (Figura15 B). Nas demais subpopulações celulares não se observou 

diferenças significativas entre os tempos nos grupos avaliados (Figura 15 A-C-D). 
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Figura 15. Avaliação da expressão da molécula IL-10. Em neutrófilos (A), Monócitos 
clássicos (B), Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos analisados foram 
indivíduos não infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas apresentando as formas 
clínicas indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), após 6 e 22 horas de 
estimulo com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A intensidade das moléculas representada pela razão 
TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados (NI, preto, n= 6), 
pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, vermelho, n=9). 
Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados de Wilcoxon 
foram indicadas por linhas e asterisco (*). 
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Os dados na figura 17 estão representados pela intensidade média da molécula 

IL-12 através da razão TRYPO/Controle. A análise dos dados indica uma redução 

significativas na expressão de IL-12 nos monócitos clássicos dos pacientes IND e CARD na 

cultura de 22 horas (Figura 16 B). Quando observamos neutrófilos e monócitos inflamatórios 

e patrulheiros diferenças estatísticas não foram observadas entre os tempos nos grupos 

avaliados (Figura 16 A-C-D). 
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Figura 16. Avaliação da expressão da molécula IL-12. Em neutrófilos (A), Monócitos clássicos 
(B), Monócitos inflamatórios (C) e Monócitos patrulheiros (D). Os grupos analisados foram indivíduos não 
infectados (NI, preto, n = 6) e pacientes com doença de Chagas apresentando as formas clínicas 
indeterminada (IND, verde, n = 9) e cardíaca (CARD, vermelho, n = 10), após 6 e 22 horas de estimulo 
com antígenos do T. cruzi (TRYPO). A intensidade das moléculas representada pela razão 
TRYPO/Controle. O gráfico de pontos pareados indicam indivíduos não infectados (NI, preto, n= 6), 
pacientes com a forma clínica indeterminada (IND, verde, n= 10) e cardíaca (CARD, vermelho, n=9). 
Diferenças estatísticas significativas (p < 0.05) detectadas pelo teste dos pontos pareados de Wilcoxon 
foram indicadas por linhas e asterisco (*). 
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5 DISCUSSÃO 
 
 

A resistência ao T. cruzi observada em humanos e em modelos experimentais 

é, em parte, devido à resposta imune celular, responsável pela produção de citocinas, 

quimiocinas e intermediários de oxigênio e nitrogênio (Campos et al., 2001). 

Já é de conhecimento que os neutrófilos estão entre as primeiras células a 

serem recrutadas para o local da infecção e são importantes no controle da defesa do 

hospedeiro através de mecanismos oxidantes e protease-dependentes, além de fornecerem 

uma ligação importante entre a imunidade inata e adaptativa durante infecções 

parasitárias (Faurschou e Borregaard, 2003; Appelberg, 2007) . Apesar da importância 

dos neutrófilos no controle da infecção por diferentes parasitos (Ribeiro-Gomes et al., 

2004;  Abi Abdallah e  Denkers, 2012), pouco  se sabe sobre o  papel  dessas células   

na infecção humana pelo T. cruzi. Demonstrou-se que os neutrófilos podem destruir 

formas intracelulares do parasito (Molina e Kierszenbaum, 1989). No entanto, os 

neutrófilos ativados têm uma vida útil curta e sofrem apoptose constitutiva, levando à sua 

remoção fagocítica por macrófagos (Savill, 1997). Essa população celular vem ganhando 

certa notoriedade no contexto da doença de Chagas (Luna-Gomes et al., 2014), 

observaram in vitro que a fagocitose de neutrófilos apoptoticos por macrófagos pode 

suprimir a inflamação, favorecendo a replicação intracelular de parasitas através da 

liberação de mediadores anti-inflamatórios. 

Nossos dados não revelaram diferenças significativas nos neutrófilos, 

entretanto os diferentes ciclos de vidas dos parasitos intracelulares são cruciais para os 

efeitos exercidos sobre o hospedeiro principalmente nas vias apoptoticas. Os protozoários 

dependem das células dos hospedeiros intactas para se reproduzir, incluindo Leishmania 

spp., Trypanosoma cruzi e Toxoplasma gondii, que usam mecanismos evoluídos para 

suprimir ou atrasar a apoptose em células hospedeiras infectadas (Schaumburg et al., 

2006). Também avaliamos a frequência das subpopulações de monócitos, e observamos 

reduções significativas em monócitos inflamatórios, dos grupos NI e CARD. Foi descrito 

que a presença dos monócitos clássicos e inflamatórios nos casos de cardiopatia chagásica 

(Thomas et al., 2015). 

Poucos trabalhos mostram atividade das subpopulações de monócitos na 

doença de Chagas (Magalhães et al., 2015; Pinto, Medeiros, Teixeira-Carvalho, et al., 
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2018; Medeiros et al., 2019). A infecção por T. cruzi induz uma ativação constante do 

sistema imune do hospedeiro, sinais inflamatórios são exacerbados, possivelmente 

levando a alterações nas frequências de subpopulações de monócitos (Pérez-Mazliah et 

al., 2018). Nossos achados sugerem que pacientes sem sinais de disfunção cardíaca ou 

doença cardíaca leve têm um perfil de monócitos mais equilibrado, com capacidade de 

reparo tecidual pró-inflamatório e anti-inflamatório. 

Recentemente, (Pérez-Mazliah et al., 2018) demostrou que o perfil de 

pacientes menos graves da doença de Chagas é composto por monócitos patrulheiros, 

indo de encontro com os achados desse trabalho. Sugerimos que exista uma maior 

presença dessas subpopulações transacionando no momento em que exista a modulação 

para a resposta equilibrada nos pacientes IND. Observamos, também, uma maior 

frequência de monócitos clássicos. Esses dados revelam que o aumento de monócitos 

clássicos em pacientes não infectados pode ser uma condição fisiológica normal, 

encontrada em indivíduos saudáveis, sugerindo que indivíduos doentes podem apresentar 

um aumento desses monócitos clássicos durante a fase aguda, para contribuir com o 

aumento da fagocitose e capacidade de eliminação do parasito (Pinto, Medeiros, Teixeira- 

Carvalho, et al., 2018). 

Nossos dados para os receptores toll, de forma geral, indicam uma menor 

expressão dos receptores tipo toll 2 e 4 nos grupos pacientes CARD em neutrófilos e 

monócitos inflamatórios, nas culturas após 22 horas. Já foi demostrado a importância dos 

receptores Toll em diversas outras doenças como malária (Gowda, 2007), leishmaniose 

(Faria et al., 2012), toxoplasmose (Yarovinsky, 2008). O receptor TLR desempenha 

papel na internalização do parasito através da fagocitose, e induz a resposta imune para 

reduzir a replicação do parasito a partir de células do sistema imune. 

Os TLR-2 e 4, são cruciais para os momentos iniciais da infecção (Gravina et 

al., 2013). Diferenças na expressão ou ativação desses receptores, podem ser responsáveis 

pelo perfil predominante de citocinas pró-inflamatórias ou regulatórias apresentado por 

pacientes com forma sintomática ou indeterminada (Mendes Da Silva et al., 2017). 

Embora os neutrófilos e monócitos apresentem uma capacidade fagocitária semelhante 

(Silva e Correia-Neves, 2012), sabe-se que a expressão de TLR-2, é maior nos monócitos 

(Kurt-Jones et al., 2002). Esta diferença na expressão de Toll-2 pode ser responsável pela 

menor intensidade de infecção de neutrófilos, desde a sua ativação ate estar relacionada 

com a internalização de T. cruzi (Aoki et al., 2012). 
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A expressão TLR-4 é considerada crítica no controle de parasitos durante a 

fase aguda. Tem sido demonstrado que a sinalização TLR-4 desencadeia um evento 

importante parasiticida precoce contra T. cruzi. Outro dado reportado recentemente 

acerca do TLR-4 sugere uma maior capacidade de reconhecimento de antígenos após 

estímulos in vitro nos pacientes IND e CARD nas primeiras horas de cultura (Medeiros 

et al., 2019). Essa redução dos receptores pode ser justificada pelo tempo de exposição 

ao TRYPO, visto que os TLR atuam para estimular o inicio da resposta imune, servindo 

como elo entre a imunidade inata e adquirida, podendo, com o passar do tempo, reduzir 

sua expressão e consequentemente sua inteiração com o antígeno. De forma 

complementar Sousa-Rocha et al (2007), demonstraram que tripomastigotas e antígenos 

solúveis de T. cruzi são capazes de induzir liberação de NET’s em neutrófilos humanos 

pela ativação de TLR2 e 4, e que esta resposta depende da ativação do “burst” respiratório 

e da produção de espécies reativas de oxigênio. Essas NET’s não possuem capacidade 

tripanocida, pois não afetam a viabilidade do parasito, mas são capazes de reduzir sua 

infectividade induzindo tripomastigotas a diferenciarem-se em amastigotas no ambiente 

extracelular. 

(Medeiros et al., 2019) demonstraram que neutrófilos de pacientes IND e 

CARD expressam menos HLA-DR e por isso podem ter a o aumento da expressão de 

HLA-DR nos monócitos intermediários e patrulheiros nos indivíduos NI pode estar 

relacionado com a maior capacidade fagocítica para tentar impedir a progressão da 

doença, já os patrulheiros podem estar tentando reduzir os danos nos tecidos. 

Estudos sugerem Souza et al., (2004); Soares et al., (2016),o envolvimento 

dos monócitos totais na doença de Chagas nesses foi observado uma maior expressão da 

molécula CD80 em indivíduos NI, IND e CARD após exposição com parasitos de T. cruzi 

vivos e com antígenos flagelares. Entretanto, as subpopulações de monócitos atuando na 

doença de Chagas permanecem obscuras. Nossos dados revelam um aumento na 

expressão de CD80 nos monócitos inflamatórios e patrulheiros do grupo IND, após 22 

horas. CD80, parece ser essencial para a ativação dos linfócitos após inteiração com o 

receptor CD28 em pacientes com doença de Chagas, independente da forma clinica 

(Pinto, Medeiros, Teixeira-Carvalho, et al., 2018). Ainda sobre as moléculas de co- 

estimulação, estudos anteriores mostraram que a exposição de monócitos ao T. cruzi leva 

a um aumento na expressão de CD80 em monócitos de pacientes IND e CARD (Soares 

et al., 2016). O aumento de CD80 em monócitos pode ser explicado devido os monócitos 

clássicos saírem da medula óssea para a corrente sanguínea, onde dão origem a monócitos 
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intermediários, que posteriormente se diferenciam em monócitos patrulheiros (Yang et 

al., 2014; Patel et al., 2017). 

Recentemente (Pérez-Mazliah et al., 2018) demonstraram que o perfil de 

pacientes menos graves da doença de Chagas é composto por monócitos patrulheiros, 

indo de encontro com os achados desse trabalho. O CD86 é mais fortemente expresso em 

pacientes IND, e o envolvimento de CD86/CTLA-4 pode ser crucial para regular a 

resposta imune e evitar a inflamação exacerbada em pacientes com a forma IND (Pinto, 

Medeiros, Teixeira-Carvalho, et al., 2018; Medeiros et al., 2019). Contudo, nossos dados 

não revelaram diferenças significativas nessa molécula. 

Outros estudos sugerem que os indivíduos infectados com T. cruzi que 

apresentam a forma indeterminada da doença crônica têm um perfil modulatório de 

citocinas produzidas por monócitos, com predominância na produção de IL-10 (Souza et 

al., 2004; Vitelli-Avelar et al., 2006; Medeiros et al., 2017). Nossos resultados confirmam 

a presença da IL-10 em monócitos clássicos e inflamatórios dos grupos NI e IND, após 

estimulação de 22 horas. Por outro lado, a citocina anti-inflamatória IL-10 parece ser 

prejudicial na infecção precoce (Roffê et al., 2012). Dados experimentais sugerem que a 

expressão de citocinas anti-inflamatórias inibe o IFN-g, diminuindo a atividade 

tripanocida de macrófagos (Silva et al., 1992).Parece que apenas pacientes assintomáticos 

regulam a resposta inflamatória pela produção da IL-10, evitando assim a progressão da 

inflamação (Pinto, Medeiros, Teixeira-Carvalho, et al., 2018). 

Ainda avaliando o perfil de citocinas, nossos achados indicaram uma redução 

da IL-12 no grupo de monócitos clássicos nos pacientes IND e CARD. Sabe-se que a IL- 

12 desencadeia a expressão de IFN-g, o que é importante para o controle do T . cruzi em 

modelos experimentais (Gravina et al., 2013). Um estudo sugeriu que os monócitos de 

pacientes IND e CARD induzem uma resposta inflamatória através da produção de 

citocinas pró-inflamatórias como a IL-12 por exemplo (Pinto, Medeiros, Teixeira- 

Carvalho, et al., 2018). Esses resultados corroboram com esses achados, visto que um 

equilíbrio entre IL-10 e IL-12 foi observado podendo indicar um perfil modulador entre 

pacientes IND e CARD. Confirmando nossos dados observamos uma redução da IL-8 em 

monócitos clássicos de indivíduos NI. É de conhecimento que a IL-8 está envolvida no 

recrutamento de monócitos e neutrófilos e no processo de ativação de sítios de resposta 

inflamatória aguda (Oliveira et al 2001). Apresentando certa longevidade nesses locais, 

sendo produzida no início da resposta inflamatória e ativa por um longo período de tempo 

(Oliveira et al 2001). 
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Desse modo nossos achados mostram que o tempo pode influenciar a 

expressão de moléculas que exercem importantes funções na modulação da resposta imune 

contra o parasito. O estimulo in vitro induz maiores diferenças na resposta após 22 horas. 

Confirmando um perfil mais regulador nos pacientes IND, mas em contrapartida uma menor 

ativação de receptores de reconhecimentos nos CARD. 
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6 CONCLUSÃO 
 
 

A duração da interação in vitro de células inatas com antígenos do T. cruzi é 

crucial para a expressão de moléculas de reconhecimento e ativação celulares, 

especialmente TLR-2, TLR-4, CD80 e HLA-DR. A expressão de moléculas efetoras 

também parece ser alterada de acordo com o tempo de interação com antígeno. O tempo 

de cultura induziu uma resposta imune regulatória em células de pacientes IND, com 

aumento da expressão de IL-10 e CD80. Por outro lado, em células de pacientes CARD, 

o tempo de cultura diminuiu a expressão de receptores de reconhecimento. Portanto, o 

tempo de interação entre monócitos e neutrófilos com antígenos de T. cruzi influencia a 

produção de citocinas e a resposta imune reguladora ou inflamatória. 
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7 ANEXOS 
 
 

Anexo A – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
 
 
 
 

FACULDADE DE MEDICINA 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE: INFECTOLOGIA E 

MEDICINA TROPICAL 
Av. Prof. Alfredo Balena 190/sala 533 Belo Horizonte – MG - CEP 30.130-100 

Fone: (031) 3409-9641 FAX: (31) 3409-9642 
 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Projetos de Pesquisa 

TÍTULO: 

• Avaliação dos mecanismos imunorreguladores envolvidos no controle da miocadiopatia 
chagásica. 

 
• Associação da expressão fenotípica de marcadores imunológicos com a morbidade 
cardíaca na doença de Chagas. 

 
• Identificação de marcadores imunológicos associados com a disfunção cardíaca na 
doença de Chagas 

 
Você está sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa clínica, e antes de aceitar é 
necessário que você leia e compreenda a seguinte explicação sobre o que se propõe a ser feito. 
Esta declaração descreve o objetivo, procedimentos, benefícios, riscos e desconfortos do estudo. 

 
Descrição da Pesquisa: 

 
OBJETIVOS: O estudo tem como objetivo avaliar os mecanismos imunológicos presentes em 
pacientes chagásicos, auxiliando na compreensão do aparecimento das lesões e da evolução 
da doença e, consequentemente, no manejo clínico dos pacientes. 

 
DESCRIÇÃO DO ESTUDO: Será colhida pequena amostra de sangue (20ml) em tubos estéreis. 
Os exames de sangue têm como propósito a realização do hemograma e caracterização das 
células de defesa do organismo para auxiliar no entendimento dos mecanismos imunológicos 
envolvidos na doença. 

 
BENEFÍCIOS: Os participantes terão seu estado imunológico avaliado através do hemograma e 
de outros exames a serem realizados. Além disso, a participação nesse estudo poderá contribuir 
para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na doença de Chagas, podendo colaborar 
para a melhoria do tratamento desta doença. Os resultados das avaliações clínicas e 
laboratoriais serão fornecidos e explicados para cada participante do estudo. 

 
RISCOS EM POTENCIAL: Os riscos para os participantes são mínimos. Existe a possibilidade 
de ocorrer desconforto pela picada da agulha no momento da retirada do sangue; no entanto, a 
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coleta será realizada por profissional de enfermagem treinado e experiente, que poderá auxiliar 
o participante no caso de ocorrência de algum desconforto. 
PERMISSÃO PARA A REVISÃO DOS DADOS (CONFIDENCIALIDADE): Todas as informações 
serão tratadas de modo confidencial e sigiloso, ficando restritas aos pesquisadores e ao 
participante, se assim desejar. 

 
CONFIDENCIALIDADE: Os resultados de seus exames serão analisados em sigilo até onde é 
permitido pela lei. No entanto, o pesquisador, o orientador da pesquisa e, sob certas 
circunstâncias, o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG e do Centro de Pesquisas René 
Rachou (CPqRR) - FIOCRUZ, poderão ter acesso aos dados confidenciais que o identificam pelo 
nome. Qualquer publicação dos dados não o identificará. Ao assinar este formulário de 
consentimento, você autoriza o pesquisador a fornecer seus registros para o orientador e para o 
Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG e do CPqRR-FIOCRUZ. 

 
 

DESLIGAMENTO: A sua participação neste estudo é voluntária e sua recusa em participar do 
estudo não acarretará penalidades ou perda de benefícios aos quais você tem direito. Você 
poderá cessar sua participação a qualquer momento, sem prejuízo para a continuidade de seu 
acompanhamento. 

 
EQUIPE RESPONSÁVEL: 
Coordenador: Prof. Dr. Manoel Otávio da Costa Rocha (UFMG) 

 
Coordenadores adjuntos: Dr. Rodrigo Corrêa Oliveira (FIOCRUZ) 
Profa. Dra Juliana de Assis Silva Gomes (UFMG) 

 
Colaboradores: Dra Ana Thereza Chaves 
Dra Fernanda Fortes 
Dra Rafaelle Christine Gomes Fares Dra Ester Roffe Santiago 
Ms Giovane Rodrigo de Sousa Nayara Ingrid de Medeiros 

 
Se precisar de maiores informações sobre o trabalho que está sendo realizado, você deverá 
entrar em contato com Professor Manoel Otávio da Costa Rocha no CTR-DIP Orestes Diniz, às 
terças e sextas feiras pela manhã, ou pelo telefone (31) 3409-9547. Caso tenha alguma dúvida 
sobre os seus direitos como paciente de pesquisa, informações podem ser obtidas no Comitê de 
Ética em Pesquisa (COEP) na Av. Antônio Carlos, 6627 Unidade Administrativa II - 2º andar - 
Sala 2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG - Brasil 31270-901 ou pelo telefone (0XX) 31- 
3409 4592, OU NO Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou 
(FIOCRUZ) pelo telefone 31- 3349-7825. Caso haja necessidade, poderá ser solicitada cópia do 
projeto. 

 
CONSENTIMENTO: Com base no exposto, estou ciente que a minha participação é voluntária e 
será restrita à doação de amostras de sangue. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas 
as minhas dúvidas foram respondidas a contento. Fui informado de que poderei, a qualquer 
momento, me retirar do projeto de pesquisa, por qualquer motivo, sem que isso acarrete qualquer 
prejuízo ao prosseguimento de meu acompanhamento médico no Ambulatório de Referência em 
doença de Chagas do CTR-DIP. 

 
 

Belo Horizonte,   de  de   
 

Ass. do paciente ou responsável:   
 

Ass. da 1ª testemunha:__   
 

Ass. da 2ª testemunha:   
 

Ass. do pesquisador:    



52  

Anexo B – Carta de aprovação do comitê de ética do IRR 
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Anexo C – Carta de aprovação do comitê de ética da UFMG 
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