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RESUMO 

 

As células T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 (Treg) foram descritas como sendo células com 

capacidade de controlar a resposta imune através da supressão de células apresentadoras de 

antígeno e células T efetoras. Vários mecanismos supressores induzidos por estas células 

têm sido propostos na infecção causada pelo protozoário T. cruzi como, apoptose e secreção 

de citocinas. Contudo, o papel das células Treg na doença de Chagas humana ainda não foi 

estabelecido. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão de marcadores 

de apoptose em células T reguladoras CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 de pacientes com as formas 

clínicas IND e CARD (CCV). Para isso, foram coletadas amostras de sangue periférico de 

pacientes com as formas clínicas indeterminada (IND) e cardíaca (CARD) e em seguida 

avaliada a frequência de células T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
, bem como a expressão das 

seguintes moléculas de superfície e intracitoplasmáticas por estas células: CD39, CD95, 

CD95L, PD1, PD-1L e IL-17. O sangue de indivíduos não infectados (NI) foi utilizado 

como controle. Os resultados confirmaram a maior frequência de células T 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 em pacientes do grupo IND do que em pacientes dos grupos CARD 

e NI. A avaliação da expressão de CD39 e CD95L pelas células Treg, indicou maior 

expressão destas moléculas em pacientes do grupo IND se comparado com pacientes do 

grupo CARD ou NI. Já as células Treg de pacientes do grupo CARD apresentaram maior 

intensidade média de fluorescência para o receptor CD95 do que as células Treg de 

pacientes dos grupos IND ou NI. Observamos também correlação positiva na expressão das 

moléculas PD1 e PD1-L na superfície das células Treg de pacientes do grupo CARD. Com 

relação à expressão IL-17, os resultados mostraram maior frequência de células T 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
IL-17

+
 em pacientes do grupo IND. Por fim, identificamos que os 

monócitos são as células que mais sofrem apoptose em todos os grupos estudados. Diante 

disso, os dados permitiram concluir que a citocina IL-17 possui provavelmente papel 

importante no desenvolvimento da fase crônica da doença de Chagas. Além disso, a 

expressão diferencial de cada molécula indutora de apoptose e seus receptores sugere que 

mecanismos supressores distintos possam estar atuando em cada forma clínica da doença de 

chagas. 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas, apoptose e células T reguladoras. 
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ABSTRACT 

 

The regulatory T cells CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 (Treg) were described as cells with the 

capacity to control the immune response through the supression of antigen presenting cells 

and effector T cells. Many mechanisms induced by these cells have been proposed in the T. 

cruzi infection, as apoptosis and cytokines secretion. However, the role of Treg cells in 

human Chagas disease is not stablished yet. Then, the aim of this study was to evaluate the 

expression of apoptotic molecules in regulatory T cells CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 of patients 

with the clinical forms IND and CARD (CCCV). Thereunto, peripheral blood samples of 

patients with indeterminate form (IND) and cardiac form (CARD) were collected. 

Posteriorly, we evaluate the frequency of T cells CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
, as well as the 

expression of the following surface and intracitoplasmic molecules: CD39, CD95, CD95L, 

PD1, PD-1L e IL-17. Peripheral blood samples of non-infected individuals (NI) were used 

as control. The results confirmed the higher frequency of T cells CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 in 

patients of IND group than CARD and NI groups. The evaluation of CD39 and CD95L 

expression by Treg cells, showed higher expression of those molecules in patients of IND 

group than patients of CARD or NI groups. However, Treg cells of CARD patients 

presented higher mean intensity of fluorescence related to CD95 expression than Treg of 

IND or NI patients. We observed positive correlation in the expression of both PD1 and 

PD1-L in the surface of Treg of CARD patients. The results also showed higher frequency 

of T cells CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
IL-17

+
 in patients of the IND group. After all, we identified 

monocytes as the main cells that undergo apoptosis in the different studied groups. In 

conclusion, the secretion of IL-17 is probably important in the development of chronic phase 

of Chagas disease. Moreover, the differential expression of each apoptosis-inducing 

molecule and their receptors suggest that distinct mechanisms may be presented in each 

clinical form of Chagas disease.  

 

Keywords: Chagas Disease, apoptosis and regulatory T cells. 
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1.0 - INTRODUÇÃO 

 

1.1 - A Doença de Chagas 

 

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

por Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909). Atualmente, a doença afeta cerca de 14 

milhões de pessoas e 60 milhões de indivíduos estão em risco de infecção na América Latina 

(DE ALMEIDA, et. al., 2011). Apesar dos grandes avanços obtidos no controle da 

transmissão natural, cerca de 50.000 novos casos ocorrem a cada ano e cerca de 21.000 

pacientes morrem anualmente de causas relacionadas à doença de chagas (DIAS, et al., 

2008; ROCHA, et. al., 2009).  

A principal forma de transmissão da doença ao homem é a transmissão vetorial, 

considerada, ainda hoje, responsável por mais de 70% dos casos em países em que não 

existe controle vetorial sistemático (COURA & DIAS, 2009). É conhecida a existência de 

vetores da doença desde o sul dos Estados Unidos à Argentina (VINHAES & DIAS, 2000). 

São mais de cem espécies de vetores responsáveis pela transmissão natural da infecção pelo 

T. cruzi, intervindo diretamente na sua veiculação ao ambiente domiciliar (VINHAES & 

DIAS, 2000). O inseto se torna infectado após se alimentar do sangue de animais ou humano 

infectado. Uma vez no interior do vetor, os parasitos dividem rapidamente no intestino do 

inseto antes de serem eliminados nas fezes. Quando o inseto vetor inicia a ingestão de 

sangue novamente, ele defeca na pele do hospedeiro depositando, desta forma, o T. cruzi. O 

parasito é capaz de infectar o novo hospedeiro se houver ferida na pele - pela picada do 

inseto ou através de outros cortes ou abrasões ou mesmo através da mucosa dos olhos ou 

boca. Pode haver a infecção das células abaixo da pele e então entrar na corrente sanguínea e 

circular para alcançar outros tecidos do corpo (CLAYTON, 2010).  

Além da infecção vetorial, outras formas de transmissão podem ocorrer como por 

transmissão congênita, transfusão sanguínea, transplante de órgãos e em acidentes de 

laboratório (TOSO, et. al., 2011). Alternativamente, pessoas e animais podem se tornar 

infectados oralmente através da ingestão de alimentos e bebidas contaminados com as fezes 

do inseto vetor contendo o parasito (CLAYTON, 2010). Recentemente, ocorreram surtos da 

doença de Chagas após a ingestão de bebidas, como suco de cana e açaí, contaminados com 

as formas tripomastigotas. Essa contaminação ocorreu, provavelmente, no momento do 

preparo dos sucos quando os insetos vetores silvestres infectados foram triturados e/ou suas 
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fezes contaminaram o alimento. Este evento pode indicar a presença de insetos que albergam 

o parasito em áreas onde se acreditava já estar controlada a transmissão vetorial. Devido a 

essas formas de transmissão já detectadas, fica claro que deve existir um controle melhor 

dessa doença, seja em países onde ela é endêmica, como também nos países onde não existe 

endemia, uma vez que ela pode se tornar endêmica em decorrência das formas não vetoriais 

de infecção (STEINDEL, et. al., 2008). 

A doença de Chagas possui duas fases sucessivas: aguda e crônica. A fase aguda é 

caracterizada por alta parasitemia, detectada por esfregaço sanguíneo fresco, parasitismo de 

muitos tipos celulares, principalmente fibras musculares e inflamação (MONCAYO, 2003; 

TEIXEIRA, et. al., 2006). Frequentemente a fase aguda não é percebida pelos pacientes, 

visto que 95% dos casos são assintomáticos. Nos casos sintomáticos remanescentes, as 

manifestações são febre, mal estar, dor muscular, sonolência, cólicas e diarreia, edema, 

distúrbios respiratórios e cianose. A fase aguda da infecção pelo T. cruzi possui curta 

duração, que dura de seis a oito semanas, que geralmente entra em remissão 

espontaneamente e inicia-se, então, a fase crônica (MONCAYO, 2003, TEIXEIRA, et. al., 

2006).  

A fase crônica é caracterizada por escasso parasitismo tecidual e baixa parasitemia 

(ROCHA, et al., 2009). O diagnóstico é baseado na detecção de anticorpos parasito-

específicos por técnicas como ELISA, imunofluorescência indireta e hemaglutinação 

indireta (APT B, et. al., 2008; RODRIGUES, et. al., 2012). Os pacientes nesta fase podem 

ser classificados, baseado nos aspectos clínicos, como pertencentes à forma: indeterminada 

(IND), cardíaca (CARD), digestiva (DIG) ou cardiodigestiva (CDG) (WHO, 2000). 

A forma clínica IND é observada na maioria dos pacientes (50-60%), que podem 

permanecer assintomáticos por períodos de tempo longos e variáveis. Esses pacientes 

apresentam testes sorológicos e/ou parasitológicos positivos para o T. cruzi e exames 

clínicos, eletrocardiográficos e radiológicos (silhueta cardíaca, esôfago e cólon) normais 

(DIAS, 1989). No entanto, exames adicionais e mais sofisticados podem demonstrar nesses 

pacientes algumas alterações e anormalidades, geralmente discretas, que podem significar 

tanto evolução da morbidade associada à doença como apenas resquícios de processo agudo 

ou crônico inicial já cicatrizado e sem progressão clínica ou anatômica (DIAS, 2000; 

ROCHA, et. al., 2003). Estudos utilizando biópsias endomiocárdicas de pacientes 

indeterminados acometidos de morte súbita mostraram a presença de miocardite focal 

discreta, que se torna mais intensa com a progressão da doença para formas mais severas 
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(ANDRADE, 2005, ROCHA, et. al., 2009). Os focos inflamatórios que aparecem no 

coração durante a forma IND da doença de Chagas apresentam um ciclo evolutivo, com 

atração de células inflamatórias que aparecem como que inibidas no seu potencial agressivo, 

mas que se acumulam no tecido intersticial acompanhadas por certo grau de fibrose 

(ANDRADE, 2005). Após algum tempo, as células inflamatórias são removidas por 

apoptose, enquanto o ligeiro excesso de matriz sofre degradação e reabsorção. Com base 

nestes dados ultra-estruturais, as lesões da miocardite focal da forma clínica IND foram 

interpretadas como sujeitas a um ciclo evolutivo, autolimitado, equilibrado pelo 

aparecimento de algumas lesões e desaparecimento de outras, o que permite a longa 

sobrevida e ausência de sintomas do hospedeiro (ANDRADE, 2005). 

Entre as diferentes formas clínicas, a forma cardíaca é a mais expressiva 

manifestação da doença de Chagas, devido a sua severidade. Geralmente esta forma inicia 

entre a segunda e quarta décadas da vida (COURA, 2007). Cerca de 5 a 15 anos após o 

inicio da infecção, aproximadamente, 30 a 40% dos indivíduos podem apresentar arritmia, 

insuficiência cardíaca, bloqueios de ramo e tromboembolismo (DE REZENDE, 1979, 

COURA, 2007). Além disso, o coração dos pacientes cardíacos apresenta hipertrofia 

cardíaca e dilatação, frequentemente, se tornando duas vezes maior que o coração de um 

indivíduo não infectado (TEIXEIRA, et. al., 2006, MARCON, et. al., 2011). Estudos 

microscópicos demonstraram em pacientes da forma clínica cardíaca da doença de Chagas a 

presença de infiltrado inflamatório e lise de células alvo. Estes infiltrados inflamatórios são 

formados por macrófagos e linfócitos que migram para os vasos linfáticos dilatados e 

superfície do epitélio cardíaco. Estas células mononucleares do sistema imune invadem o 

coração e provocam a lise de células cardíacas não infectadas pelo parasito, visto que apenas 

10 a 20% dos casos crônicos apresentam ninhos da forma amastigota em células cardíacas e 

o parasito é encontrado frequentemente em áreas do miocárdio onde não há infiltrado 

inflamatório (TEIXEIRA, et. al., 2006). Contudo, a perda de cardiomiócitos e a consequente 

substituição por tecido fibrótico parecem induzir ruptura das fibras e fascículos do músculo 

estriado cardíaco. Estas mudanças podem causar insuficiência cardíaca e arritmias 

ventriculares (TOSTES, et. al., 2005). Danos ao sistema nervoso autônomo, especialmente o 

ramo parassimpático, podem também contribuir para um pior prognóstico entre esses 

pacientes (ROCHA, et. al., 2009).  

Com relação à forma clínica digestiva da doença, as manifestações clínicas resultam 

da disfunção do peristaltismo do esôfago e do colón causada pela destruição de plexos 
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entéricos que consequentemente ocasionam o megaesôfago e o megacólon (COURA, 2007). 

Estas alterações resultam de infiltrados inflamatórios das camadas internas e externas de 

células musculares lisas da parede do trato digestivo. Desta forma, lesões inflamatórias 

afetam principalmente neurônios parassimpáticos no interior da parede das vísceras 

(TEIXEIRA, et. al., 2006). Estudos sugerem que a denervação do trato digestivo levaria a 

perda da coordenação motora, acalásia esfincteriana, hipertrofia muscular e dilatação, com 

consequente perda do peristaltismo esofagiano e falta de relaxamento do esfíncter inferior às 

deglutições (ANDREOLLO & MALAFAIA, 2009). A prevalência das manifestações 

digestivas durante a fase crônica da doença varia consideravelmente em diferentes áreas 

endêmicas (LAGES-SILVA, et. al., 2001). A forma clínica cardiodigestiva é menos comum, 

estando associada a alterações tanto no sistema cardiovascular como no sistema digestivo 

(Moncayo, 2003; Andrade, 1999). 

Acredita-se que estas diferentes manifestações da doença de Chagas são 

consequência de múltiplos fatores ligados tanto ao parasito (cepa, virulência, antigenicidade, 

tropismo, tamanho do inoculo) como ao hospedeiro humano (idade, sexo, raça, perfil da 

resposta imune) (DIAS, 2000). 

 

1.2 - A resposta Imune na infecção pelo T. cruzi  

 

A resposta imune do hospedeiro possui papel importante na infecção pelo T. cruzi, 

causando o controle da parasitemia durante a fase aguda e/ou a participação no 

desenvolvimento patológico durante a fase crônica (D’ÁVILA, et. al., 2009).  

Logo após o início da infecção aguda, componentes do T. cruzi incluindo o DNA e a 

membrana glicoconjugada desencadeiam a resposta inata através de receptores do tipo Toll 

2, 4 e 9 em macrófagos e células dendríticas (CUNHA-NETO, et. al., 2009). Após ativação 

estas células secretam citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, regulam positivamente a 

expressão de receptores co-estimulatórios, aumentam a endocitose e a morte intracelular dos 

parasitos através da secreção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (VESPA, et. al., 

1994; CUNHA-NETO, et. al., 2009). Citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, IL-12, 

IL-18, IL-27, TNF-α são secretadas e ativam outras células inflamatórias (CUNHA-NETO, 

et. al., 2009). 

A resistência do hospedeiro na infecção aguda experimental pelo T. cruzi é 

dependente de ambas as respostas inata e adquirida mediada por macrófagos, células natural 
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killer (NK), células T CD4
+
, células T CD8

+
 e células B (REYES, et. al., 2006). Macrófagos 

e células dendríticas endocitam os parasitos e elicitam subsequentemente a resposta 

adquirida contra o T. cruzi.(CUNHA-NETO, et. al., 2009). Camundongos deficientes em 

células B ou linfócitos auxiliares e citotóxicos são altamente susceptíveis à infecção 

(MARINHO, et. al., 1999; TARLETON, et. al., 1992). Vários estudos demonstraram a 

importância dos anticorpos para a sobrevivência e eliminação dos parasitos. Contudo, tem 

sido descrito que células B de camundongos infectados agudamente com T. cruzi mostraram 

uma reduzida reatividade a antígenos do parasito in vitro. Minoprio et. al. (1986) 

propuseram que a imunossupressão humoral ao parasito observada durante a fase aguda da 

infecção ocorre devido ao fato de células B específicas para o T. cruzi estarem excedidas em 

número por células policlonais ativadas que produzem anticorpos não específicos e falham 

ao tentar se ligar em antígenos do parasito (ZUÑIGA, et. al., 2000). Apesar disto, células B 

produzem diferentes citocinas após estimulação, como interferon- (IFN-IL-10 e IL-12 

(MENGEL, et. al., 1992; PANG, et. al., 1992). Consequentemente, células B podem 

contribuir com a regulação da diferenciação funcional de células T em células T auxiliares 1 

(Th1) ou células T auxiliares 2 (Th2) (CARDILLO, et. al., 2007). 

As células B participam da ativação de células T durante a fase aguda da doença de 

chagas. Desta forma, células T específicas para o T. cruzi produtoras de IFN- são então 

geradas e migram junto com outros leucócitos para o sitio de inflamação induzido pelo 

parasito (TEIXEIRA, et. al., 2002; CUNHA-NETO, et. al., 2009). IFN-tem a capacidade 

de ativar macrófagos e inibir a replicação intracelular do parasito, através da indução de 

espécies reativas de nitrogênio (SILVA, et. al., 1992; VESPA, et. al., 1994; ALIBERTI, et. 

al., 1996; CARDILLO, et. al., 1996; BOGDAN, 2001). O papel protetor do IFN-sugere 

que o controle do parasito é dependente de células Th1 na resposta imune (MARINHO, et. 

al., 1999). Estas células T inflamatórias levam ao controle, mas não a completa eliminação 

do parasitismo tecidual e sanguíneo (CUNHA-NETO, et. al., 2009).  

Interessantemente, o parasito está presente em pacientes assintomáticos e pacientes 

com a forma clínica cardíaca da doença de Chagas (JONES, et. al., 1993; BOCCHI, et. al., 

1996; ZHANG & TARLETON, 1999; ELIAS, et. al., 2003). A persistência do parasito 

depende de uma combinação de fatores, incluindo liberação de moléculas que interferem 

com a resposta imune. Alguns estudos demonstraram que o T. cruzi suprime a ativação de 

linfócitos, um evento que depende da quantidade de parasitos (DOS REIS, et. al., 2011). 

Além disso, a depleção de células T pode ser observada durante o pico da parasitemia. Desta 
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forma, a manutenção do parasito em tecidos do hospedeiro é o resultado de estratégias 

evasivas utilizadas pelo T. cruzi.(MAYA, et. al., 2010). 

Durante infecção crônica, a resposta imune adaptativa tem sido considerada por 

décadas como a mais importante. Porém, estudos recentes sugerem a importância da 

resposta imune inata como mecanismo regulatório no controle da morbidade. Souza et. al. 

(2007) relataram a capacidade do T.cruzi em induzir a expressão diferencial de moléculas 

co-estimuladoras por monócitos nas diferentes formas clínicas da doença de Chagas. 

Monócitos de pacientes nas formas clínicas indeterminada e cardíaca após estimulação com 

T. cruzi apresentaram aumentada expressão de CD80 e reduzida expressão de CD86 apenas 

por monócitos dos pacientes da forma clínica cardíaca (SOUZA, et. al., 2007). Além disso, 

os monócitos dos pacientes na forma clínica cardíaca após estimulação com T. cruzi 

expressam altos níveis de TNF-α e podem estar relacionados com a resposta inflamatória 

(SOUZA, et. al., 2004).  

Vitelli-Avellar et. al. (2005) demonstraram frequência aumentada de células NK em 

pacientes com a forma clínica indeterminada, sugerindo possível papel protetor desta 

população celular. A capacidade citotóxica das células NK pode então contribuir com o 

controle do parasitismo tecidual em pacientes com a forma clínica indeterminada, evitando a 

resposta deletéria relatada em pacientes com a forma clínica cardíaca e realizada pelas 

células T CD8
+ 

. 

Com relação à resposta imune celular, pacientes com as formas clínicas 

indeterminada e cardíaca apresentam alta frequência de células T ativadas na corrente 

sanguínea (DUTRA, et. al., 1994). Além disso, células T ativadas são o principal 

componente do infiltrado inflamatório de pacientes cardíacos (REIS, et. al., 1993). Existem 

fortes evidências do envolvimento dessas células no desenvolvimento da patologia (DUTRA 

& GOLLOB, 2008). Villani et. al. (2010) mostraram que as células T CD4
-
CD8

-
 (DN) 

apresentam papel importante na doença de Chagas, uma vez ocorre expansão desta 

população celular de pacientes com as formas clínicas indeterminada ou cardíaca após 

estimulação com T. cruzi. Contudo, células T DN αβ produzem citocinas inflamatórias em 

ambas às formas clínicas da doença e as células T DN γδ apresentam expressão aumentada 

de IL-10 em pacientes com a forma clínica indeterminada (VILLANI, et. al., 2010).  

O infiltrado cardíaco de pacientes com a forma clínica cardíaca apresenta uma razão 

de 2:1 de células T CD8
+
 em relação às células T CD4

+
, sugerindo o papel da citotoxicidade 

no dano tecidual cardíaco (HIGUCHI, et. al., 1993). Vitteli-Avelar et. al. (2006) 
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demonstraram que linfócitos T CD8
+
 de pacientes com a forma clínica indeterminada 

possuem um elevado potencial migratório, o que seria importante no controle do parasitismo 

tecidual. Além disso, pacientes com a forma clínica indeterminada apresentam maior 

frequência de células T CD8
+
 HLA-DR

+
 do que indivíduos não infectados e pacientes com a 

forma clínica cardíaca (VITTELI-AVELAR, et. al., 2006). Porém, estes pacientes também 

apresentam maior atividade de células da imunidade inata (VITTELI-AVELAR, et. al., 

2006). Os pacientes com a forma clínica cardíaca também apresentam maior frequência de 

células T CD8
+
 HLA-DR

+
 se comparado com indivíduos não infectados (VITTELI-

AVELAR, et. al., 2006). Além disso, pacientes na fase crônica da doença de chagas 

apresentam percentual aumentado de células T CD8
+
CD28

-
 (DUTRA, et. al., 1996). Estudos 

mostram que a expressão de CD28 está relacionada com a função citotóxica exacerbada 

(AZUMA, et. al., 1993). Desta forma, Menezes et. al. (2004) identificaram correlação 

negativa entre a produção de citocinas inflamatórias e a frequência de células T CD8
+
CD28

+
 

em pacientes com a forma clínica cardíaca, ou seja, quanto menor a frequência destas 

células, maior a expressão de citocinas inflamatórias (MENEZES, et. al., 2004). 

Estudos também demonstraram que os linfócitos T CD4
+
 de pacientes com as 

diferentes formas clínicas da doença de chagas são os maiores produtores de IFN- 

(GOMES, et. al., 2003). Outros trabalhos demonstraram em pacientes com a forma clínica 

cardíaca, que quanto maior o grau de acometimento do coração, maior é a relação IFN-/IL-

10 após a estimulação de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) por antígenos 

de T. cruzi. No entanto, pacientes portadores da forma clinica indeterminada apresentam os 

menores valores da relação IFN-/IL-10 quando comparados aos demais grupos de pacientes 

(GOMES, et. al., 2003). Outros estudos também relatam uma expressão diferencial de 

citocinas inflamatórias em lesões cardíacas, especialmente TNF-α e IFN-REIS, et. al., 

1993; HIGUCHI, et. al., 1993). Considerando a natureza de longa duração da cardiopatia 

chagásica e o fato de pacientes com a forma clínica indeterminada também serem capazes de 

produzir citocinas inflamatórias, apesar da ausência da detecção de patologia, é claro que 

mecanismos imunorreguladores estão presentes durante a infecção e podem influenciar na 

evolução clínica da doença (DUTRA & GOLLOB, 2008).  
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1.3 - Imunorregulação e as células T reguladoras 

 

O sistema imune possui potentes mecanismos para eliminação de microrganismos 

patogênicos e células infectadas e mecanismos reguladores em paralelo para manter células 

efetoras sobre controle durante condições fisiológicas e após ativação induzida por um 

processo inflamatório. A regulação efetiva do processo inflamatório é necessária para 

reduzir dano tecidual causado por uma ativação imune excessiva (KONDĔLKOVÁ, 2010). 

Em 2003, um subtipo de célula T chamadas de células T reguladoras (Treg) foi 

identificado como parte essencial para o controle de processos inflamatórios. 

(KONDĔLKOVÁ, 2010). Recentemente tem se observado a participação de células T 

reguladoras exercendo papel protetor durante infecções (RAGHAVAN & HOLMGREN, 

2004). A presença de células T co-expressando CD4 e altos níveis da molécula CD25 foi 

descrita como sendo células caracterizadas como anérgicas em respostas a estímulos 

policlonais, com elevada capacidade de suprimir a produção de citocinas e a proliferação 

celular (BAECHER-ALLAN, et. al., 2001).  

Outras moléculas também podem ser utilizadas para o estudo destas células e 

caracterização de seu fenótipo regulador. Dentre essas moléculas destacam-se CTLA-4, 

CD103, CD62L, CD45RO (BAECHER-ALLAN, et. al., 2001). Além disso, o receptor 

induzido por glicocorticóide (GITR), da família do TNFR (SHIMIZU, et. al., 2002; YI, et. 

al., 2006), a baixa expressão de uma subunidade do receptor de IL-7, chamada de CD127 e o 

fator de transcrição FOXP3 (FONTENOT, et. al., 2003; KONDĔLKOVÁ, et. al., 2010) são 

marcadores adicionais. A alta expressão do gene FOXP3 em células CD4
+
CD25

high
 e a baixa 

expressão deste gene em células T virgens e em células T CD4
+
CD25

-
 recém ativadas, 

sugerem que a expressão de FOXP3 é fator determinante no desenvolvimento das células T 

reguladoras (FONTENOT, et. al., 2003; KHATTRI, et. al., 2003; HORI & SAKAGUCHI., 

2004). Esta função foi claramente demonstrada em animais “knockout” para FOXP3, visto 

que ocorre perda da regulação e desenvolvimento de doença autoimune (HORI, et. al., 2003; 

FONTENOT, et. al., 2003). 

Existem duas populações de células T reguladoras: as induzidas (ou adaptativas) e as 

naturais (ou constitutivas) (MILLS, 2004). A população de células T reguladoras induzidas 

inclui diferentes subtipos de células T: células T reguladoras 1 (Tr1), que secretam altos 

níveis de IL-10, nenhuma secreção de IL-4 e nenhum ou baixos níveis de IFN-, além de 

não expressarem FOXP3 e as células T helper 3 (Th3), que secretam altos níveis de TGF-β 
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(MILLS, 2004). Acredita-se que as células Th3 e Tr1 sejam a mesma célula secretando 

diferentes citocinas dependendo do estado de ativação, sítio de ativação e localização 

tecidual (BATTAGLIA, et. al., 2002). 

A função primária das células T reguladoras foi originalmente definida como 

prevenção de doenças auto-imunes através da manutenção da tolerância (SAKAGUCHI, et. 

al., 1995). No decorrer dos anos, várias funções adicionais têm sido sugeridas, entre elas 

está à supressão de processos alérgicos e asma, indução de tolerância quanto a antígenos 

alimentares, prevenção ou limitação da reatividade a antígenos próprios e patógenos, 

supressão de células efetoras e consequente redução da intensidade de inflamação e 

manutenção da homeostase antígeno específica de células T (CORTHAY, 2009; LAW, et. 

al., 2009). 

Recentemente, vários estudos têm demonstrado o duplo papel das células T 

reguladoras, por um lado controlando a exacerbação da inflamação e o dano tecidual e por 

outro lado auxiliando na persistência do patógeno (MILLS, 2004). O equilíbrio entre 

mecanismos efetores e reguladores pode determinar o progresso da infecção e em alguns 

casos ser mutuamente benéfico para o parasito e para o hospedeiro (MENDEZ, et. al., 

2004). Estes dados são confirmados através de estudos feitos em modelos de camundongos 

infectados com Plasmodium yoelli, onde a depleção de células T reguladoras protege o 

camundongo da morte, pois restaura o número de células efetoras contra o parasito, 

controlando a infecção (HISAEDA, et. al., 2004). Estudos realizados em camundongos 

infectados com Candida albicans mostram ainda que a redução de células T reguladoras 

induz um melhor controle da infecção, entretanto, aumenta a inflamação patológica 

gastrointestinal (MONTAGNOLI, et. al., 2002). 

Por outro lado, em algumas situações o aumento no número de células T reguladoras 

pode conduzir para a reativação da doença. Estudos demonstram que em camundongos 

portadores da infecção crônica por Leishmania, a transferência de células T reguladoras 

purificadas derivadas de outros camundongos, também na fase crônica da infecção, é 

suficiente para disparar a reativação da doença e inibição da resposta efetora de memória 

(MENDEZ, et. al., 2004). Estudos adicionais em camundongos portadores da infecção por 

Leishmania confirmam que a produção de IL-10 por células T reguladoras contribui 

diretamente para a persistência do parasito através da modulação da função de células 

apresentadoras de antígeno ou inibição da produção de citocinas por células to tipo Th1, 

sugerindo que o equilíbrio estabelecido entre células T reguladoras e efetoras nos sítios da 



29 

 

infecção crônica podem refletir estratégias de sobrevivência tanto do parasito quanto do 

hospedeiro (BELKAID, et. al., 2002). 

Com relação à infecção pelo T. cruzi, Kotner & Tarleton (2007) relataram que 

camundongos infectados com T. cruzi apresentam células T reguladoras no sangue periférico 

e em todos os tecidos linfóides e não linfóides por eles analisados, como tecido muscular, 

baço e linfonodos. Outro estudo demonstrou que as células T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 

migram para o coração de camundongos infectados com T. cruzi e suprimem células T CD4
+
 

e CD8
+
 (MARIANO, et. al., 2008). Além disso, ao bloquear moléculas específicas expressas 

pelas células T reguladoras como CD25 ou GITR ocorre aumento da mortalidade dos 

animais. O bloqueio da molécula GITR causa também aumento da migração de células 

CD4
+
 e CD8

+
, aumenta a produção de TNF-α e o parasitismo tecidual (MARIANO, et. al., 

2008). Desta forma, as células T reguladoras demonstram estar envolvidas no controle da 

inflamação cardíaca, replicação do parasito e resistência do hospedeiro à infecção 

(MARIANO, et. al., 2008). 

Na doença de chagas humana, observa-se que pacientes com a forma clínica 

indeterminada apresentam frequência aumentada de células FOXP3
+
 no tecido cardíaco, se 

comparado com indivíduos não infectados e pacientes com a forma clínica cardíaca (DE 

ARAÚJO, et. al., 2011b). Ao avaliar a cinética de expressão de FOXP3 em células T 

reguladoras na presença e ausência do antígeno T. cruzi, um estudo revelou expressão 

diferencial deste marcador em células de pacientes com a forma clínica indeterminada e 

cardíaca da doença de chagas, sendo que as células T reguladoras dos pacientes com a forma 

clínica cardiaca da doença apresentaram expressão reduzida de FOXP3 após o terceiro dia 

de estimulo em comparação com as células T reguladoras dos pacientes com a forma clínica 

indeterminada (DE ARAÚJO, et. al., 2012).  

Corroborando com a maior expressão de FOXP3 no tecido cardíaco de pacientes 

com a forma clínica indeterminada, pacientes com esta forma clínica também apresentam 

maior frequência de células T reguladoras CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 no sangue periférico (DE 

ARAÚJO, et. al., 2007, 2011, 2012). Portanto, com o intuito de avaliar a atividade 

supressora destas células, De Araújo et. al. (2012) demonstraram que PBMC de pacientes 

com as diferentes formas clínicas da doença de chagas são capazes de proliferar após 

estimulo com mitógeno fitohemaglutinina (PHA) e em menor magnitude na presença das 

células T reguladoras. Contudo, antígenos inespecíficos não são capazes de aumentar a 
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frequência deste fenótipo celular em ambas as formas clínicas da doença de chagas, como 

ocorre após estímulo com antígeno T. cruzi (DE ARAÚJO, et. al., 2012). 

Ao relacionar parâmetros clínicos com a frequência de células T reguladoras, é 

possível observar uma correlação positiva entre a frequência das células T reguladoras e dois 

parâmetros clínicos de função cardíaca: fração de ejeção ventricular esquerda (LVEF) e o 

diâmetro diastólico ventricular esquerdo (LVDD). Estes parâmetros distintos estão 

diretamente e inversamente correlacionados com a melhor função cardíaca, respectivamente. 

De Araújo et. al. (2012) demonstraram correlação positiva entre a elevada LVEF e a maior 

frequência de células T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 e correlação negativa entre o baixo LVDD e 

a alta frequência de células T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
. Estes resultados sugerem que as 

células T reguladoras apresentam um papel imunorregulatório importante que leva a melhor 

função cardíaca em pacientes com a forma clínica indeterminada da doença de chagas (DE 

ARAÚJO, et. al., 2012). Contudo, os estudos deixam uma questão sem resposta: Quais são 

os mecanismos envolvidos na imunorregulação mediada por células T reguladoras na 

doença de Chagas e qual sua associação com o desenvolvimento da patologia desta infecção 

(DE ARAÚJO, et. al., 2012). 

 

1.4 - Os Mecanismos de supressão das células T reguladoras 

 

Existem vários estudos relacionados aos mecanismos de supressão utilizados pelos 

linfócitos T reguladores. Diante destes trabalhos, torna-se claro que as células Treg não 

utilizam apenas um mecanismo de supressão, mas têm um arsenal de mecanismos 

reguladores à disposição. Estes podem ser divididos em quatro mecanismos de ação, tais 

como: citocinas inibitórias, citólise, ruptura metabólica e modulação da função das células 

apresentadoras de antígeno (APC) (WORKMAN, et. al., 2009). 

As citocinas inibitórias IL-10, TGF-β e IL-35 são expressas pelos linfócitos T 

reguladores e são consideradas o principal mecanismo de supressão utilizado por essas 

células (WORKMAN, et. al., 2009). As citocinas IL-10 e TGF-β são bem conhecidas por 

suas atividades reguladoras, podendo ser produzidas por células T reguladoras 

CD4
+
CD25

high
 ou indiretamente por T CD4

+
 CD25

- 
em situações de tolerância à infecções 

(LIU, et. al., 2003).  

Recentemente foi demonstrado que células T reguladoras também são capazes de 

secretar IL-17 (BERIOU, et. al., 2009; VOO, et. al., 2009). De acordo com Voo et. al. 
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(2009) o tecido linfoide humano possui uma subpopulação de células T reguladoras 

CD4
+
FOXP3

+
 que expressam CCR6 e tem a capacidade de produzir IL-17 após ativação. 

Estas células co-expressam FOXP3 e o fator de transcrição RORt críticos para 

diferenciação e função de células T reguladoras e células Th17. Estudos demonstraram que 

estas células CD4
+
FOXP3

+
 produtoras de IL-17 mantém a função supressora (VOO, et. al., 

2009). 

Várias moléculas de superfície possuem papel como mediadoras da resposta 

supressora mediada por células T reguladoras. CD25, uma subunidade do receptor de IL2 

(IL2R) está suprarregulado em células T efetoras e é constitutivamente expresso em altos 

níveis em células T reguladoras. Apesar de indispensável na homeostase de células T 

CD4
+
CD25

high
, a elevada expressão de IL2R pode privar células T efetoras de IL-2 e assim 

inibir a proliferação destas células (JOSEFOWICZ, et. al., 2012). 

Outro mecanismo utilizado pelas células T reguladoras para suprimir células alvo é 

através da molécula CTLA-4. A expressão desta molécula nas células T CD4
+
CD25

high
 leva 

a inibição da ativação de células T por indução de um sinal negativo que coincide com a 

estimulação do TCR ou por co-estimulação inibitória competitiva devido à alta afinidade em 

ligar-se B7-1 e B7-2 quando comparado com CD28 (BAECHER-ALLAN, et. al., 2001). 

CTLA-4 bloqueia a transmissão de sinal do TCR através da inibição da formação de ZAP-

70, levando a uma mobilização de cálcio reduzida, o que limita a capacidade de proliferação 

das células T. Entre outros mecanismos propostos está a indução da atividade da 

indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO), que degrada triptofano (WING, et. al., 2010; 

MCGRATH & NAJAFIAN, 2012). A falta desse aminoácido essencial tem sido mostrada 

como causa da inibição da ativação de células T e, consequentemente, a apoptose dessas 

células (FALLARINO, et. al., 2003). 

Além disso, as células T reguladoras também podem controlar a função das células 

apresentadoras de antígeno através do CTLA-4 (FIGURA 1) (WING, et. al., 2010). TANG 

et. al. (2006) mostraram que células T reguladoras in vivo formam duradouras interações 

com as células dendríticas (DCs) logo após entrarem nos linfonodos, e isso enfraquece a 

capacidade das DCs para, subsequentemente, ativar células T efetoras, indicando que, in 

vivo, células Treg naturais podem inibir a resposta das células T indiretamente, pela 

modulação da função das APCs. 
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FIGURA 1: Mecanismo de supressão induzido pelas células T reguladoras através da molécula 

CTLA-4. A interação do CTLA-4 de células T reguladoras pode desencadear a sinalização através 

de CD80/CD86 em células apresentadoras de antígeno. Além da modulação da expressão de 

CD80/CD86, estes sinais podem ativar a idoleamina 2-3 dioxigenase (IDO), que gera o mediador 

imunosupressor quinurenina. Estes sinais podem também promover a localização do fator de 

transcrição FOXO, que suprime a ativação de genes codificadores de IL-6 e a fosforilação do fator 

de necrose tumoral P. Modificado de WING et. al., 2003. 

 

Células T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+ 
expressam altos níveis do receptor de fator de 

necrose tumoral induzido por glicocorticoide (GITR). GITR é um receptor que pertence a 

família dos receptores de TNF e é seletivamente ativado por seu ligante GITRL. O contato 

entre GITR expresso por células T reguladoras e GITRL modula a função das células 

dendríticas. Desta forma, modulando a atividade de células dendríticas pode alterar 

indiretamente a atividade de células T efetoras. Por outro lado, a interação entre GITR e 

GITRL de células T reguladoras e células T efetoras pode gerar 4 efeitos distintos: inibição 

por um curto período de tempo da atividade supressora de células T reguladoras por impedir 

a expressão de moléculas necessárias para atividade supressora; diminuição da sensibilidade 

de células T efetoras a supressão causada por células T reguladoras; indução de uma deleção 

parcial de células T CD4
+
CD25

high
 e promoção da proliferação de células T reguladoras 
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funcionalmente ativas (KRAUSZ, et. al., 2007). Contudo, o bloqueio de GITR, utilizando 

anti-GITR inibe a função supressora de células T reguladoras in vitro e causa indução de 

autoimunidade (YANG, 2008). 

Uma das moléculas altamente expressas em células CD4
+
CD25

high 
e que tem sua 

expressão reduzida via GITR é a granzima B (GONDEK, et. al., 2005). Granzima B é uma 

serino protease, descoberta em 1986, secretada principalmente por células NK e células T 

citotóxicas. Contudo, estudos recentes mostraram que células humanas CD4
+
 também são 

capazes de sintetizar granzima B e perforina. Além disso, outros estudos demonstraram a 

alta expressão de granzima B em células T reguladoras ativadas (GONDEK, et. al., 2005; 

ZHOU, 2010). 

Uma questão interessante é como a granzima B pode causar apoptose de células alvo 

(FIGURA 2). Caspases 2, 3, 7, 8, 9 e 10 são substratos da granzima B. Desta forma, elas 

podem amplificar e conduzir a via de sinalização da apoptose (ZHOU, 2010 ). Contudo, a 

apoptose não pode ser completamente bloqueada utilizando inibidores de caspase. Isto 

sugere que existe uma via apoptótica independente de caspase entre células efetoras e 

células alvo. O domínio de interação apoptótico BH3 da proteína chamada de BID é alvo 

direto da granzima B. BID destrói a integridade da membrana externa mitocondrial e causa a 

liberação do citocromo C, endonuclease G e da serino protease mitocondrial HtrA2/OMI, 

moléculas pró-apoptóticas quando clivadas pela granzima B (ZHOU, 2010 ). HtrA2 /OMI é 

uma serino protease que pode bloquear a proteína inibidora de apoptose. Estudos também 

demonstraram que a granzima B é capaz de romper a membrana mitocondrial através de vias 

independentes de caspase e BID. A proteína X associada com Bcl-2 (BAX) e a proteína 

antagonista de Bcl-2 (BAK) estão relacionadas ao dano mitocondrial mediado por BID 

(ZHOU, 2010). No entanto, fibroblastos de camundongos com deficiência de BID, BAX e 

BAK podem ter a transmembrana mitocondrial rompida após tratamento com granzima B e 

perforina. Isto sugere que a granzima B realiza sua função apoptótica através de duas vias 

independentes de caspase. Uma via que necessita da participação de BID e outra via de ação 

direta sem a participação de mediadores citosólicos (ZHOU, 2010). 

A granzima B pode, também, ativar diretamente nucleases apoptóticas responsáveis 

pela fragmentação do DNA. A proteína mitocondrial ENDOG que é liberada após a ação de 

granzima B via BID pode levar ao dano no DNA oligonucleosomal. Desta forma, a 

granzima B pode causar a fragmentação do DNA mesmo quando a ativação de caspases está 

inibida (ZHOU, 2010). 
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FIGURA 2: Mecanismo de supressão induzido pelas células T reguladoras através das 

moléculas granzima B e perforina. A granzima B entra no citosol da célula alvo por um 

mecanismo pouco conhecido que envolve a perforina. Dois alvos da granzima B são BID (Domínio 

de interação agonista de morte celular-BH3) e pro-caspase 3. Após a clivagem do BID, ocorre a 

destruição da membrana mitocondrial e causa a liberação do citocromo c (essencial para ativação 

da caspase 9), HtrA2/OMI (que bloqueia os inibidores da apoptose) e ENDOG (que ativa o dano ao 

DNA). O citocromo c liberado se liga a APAF1 que recruta pro-caspase 9. Desta forma, a caspase 9 

é ativada e pode ativar parcialmente a caspase 3. A caspase 3 parcialmente ativada pode finalizar 

sua ativação. Granzima B também pode romper o potencial da transmembrana mitocondrial e clivar 

diretamente ICAD (inibidor de CAD). CAD então é responsável por causar a fragmentação do DNA. 

Modificado de LIEBERMAN, 2003. 

 

As células T reguladoras expressam as moléculas de superfície CD39 e CD73. Estas 

moléculas são duas ectoenzimas altamente expressas por células T CD4
+
CD25

high
 

(JOSEFOWICZ, et. al., 2012). CD39 é responsável pela hidrólise de ATP extracelular, 

formando ADP ou AMP. Já a molécula CD73 é responsável por degradar AMP, formando 

adenosina. Através da interação entre adenosina e o receptor de adenosina A2A ocorre a 

inibição de células dendríticas, bem como de células T ativadas (FIGURA 3) (SCHMIDT, 

et. al., 2012). 
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FIGURA 3: Mecanismo de supressão induzido pelas células T reguladoras através das 

moléculas CD39 e CD73. Células T reguladoras produzem adenosina após a degradação 

sequencial de ATP/ADP via CD39 e CD73. Adenosina ativa receptores A2A em células T efetoras e 

inibem a sinalização mediada pelo receptor de células T (TCR) evitando a fosforilação de ZAP-70 e 

ativação do fator de transcrição ativador de proteína 1 (AP1). Esta redução na sinalização mediada 

pelo TCR causa a redução na produção da citocina IL-2 e na expressão de CD25, resultando na 

redução da proliferação de células T efetoras. Modificado de HASKÓ, et. al., 2008.  

 

Outras moléculas também descritas por estarem associadas com a função das células 

Treg em induzir apoptose de células alvo são CD95, CD95L (STRAUSS, et. al., 2009). 

Células CD4
+
CD25

high
 humanas expressam CD95 (FAS) e CD95L (FASL). Portanto, a 

utilização desta via pelas células T reguladoras como mecanismo de supressão é esperada e 

baseada nas suas características fenotípicas. A supressão mediada por FAS e FASL resulta 

na apoptose de células efetoras. Além disso, células T reguladoras podem se tornar 

susceptíveis a apoptose mediada por FAS/FASL durante a interação com células T efetoras 

(STRAUSS, et. al., 2009).  

A interação entre FAS/FASL causa rapidamente a junção de um complexo de 

sinalização intracelular indutor de apoptose (DISC), que contém protease de cisteina 

aspartato especifica, adaptador/ativador de FADD e seu modulador c-FLIP (proteína 

inibitória FLICE). A interação entre FAS e FADD requer ligação de domínios homotípicos 

de “domínios de morte” (DD), que estão presentes em ambas as regiões intracelulares de 

FAS e FADD. O recrutamento da caspase 8 pelo FADD é mediado pela interação 

homotípica de “domínios de morte efetores” (DED) que estão presentes em ambas as 

proteínas. A ativação da caspase 8 no complexo de sinalização intracelular indutor de 
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apoptose ocorre em duas etapas. Primeiro, o recrutamento de FADD para a região 

intracelular do FAS promove dimerização e alteração conformacional da caspase 8, o que 

permite a caspase 8 obter completa atividade enzimática. Segundo, a caspase 8 ativa passa 

por um processo auto-proteolítico, que permite a enzima deixar o DISC e ter acesso a 

substratos em outros compartimentos celulares. Desta forma, a caspase 8 ativa pode ativar 

caspases efetoras, tais como caspase 3 e caspase 7 e isto pode contribuir diretamente com a 

apoptose pela proteólise de certas proteínas celulares (FIGURA 4). É importante citar que 

em algumas células humanas a ativação de FAS também causa o recrutamento da caspase 10 

para o DISC e em certas células a ativação de caspase 10 contribui na via da apoptose. 

Durante as últimas etapas do processo de apoptose, caspases efetoras realizam a proteólise 

de proteínas celulares vitais, tais como componentes estruturais e também podem ativar 

certos processos que desmontam constituintes celulares não proteicos (GUICCIARDI & 

GORES, 2009; STRASSER, et. al., 2010). 
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FIGURA 4: Mecanismo de supressão induzido pelas células T reguladoras através das 

moléculas CD95 e CD95L. A interação de CD95 com CD95L leva a ativação da caspase 8 que é 

responsável por clivar outras caspases efetoras. As caspases efetoras, por fim, irão causar a ruptura 

de proteínas celulares, levando a célula a apoptose. Modificado de POPE, 2002. 
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A molécula de morte programada 1 (PD-1) expressa por células CD4
+
CD25

high
 

também têm emergido como importante na regulação imune. PD-1 é uma molécula co-

estimuladora negativa da família do CD28, expresso principalmente por células ativadas T, 

B e células da linhagem mieloide. A interação de PD-1 com seus ligantes pode regular 

negativamente a ativação de células T. A sinalização ocorre através do contato entre PD-1 

com o ligante de morte programada 1 (PD1L) ou o ligante de morte programada 2 (PD2L), 

que são expressos por um grande número de células, incluindo células mielóides, linfóides e 

não-linfóides. A interação entre PD-1/PD1L ou PD-1/PD2L inibe a ativação de células T e a 

produção de citocinas, especialmente IL-2 e IFN-(WANG, et. al., 2009; GUTIERREZ, et. 

al., 2011). 

Enquanto ambos, PD1-L e PD2-L possuem caudas citoplasmáticas curtas e sem 

motivos de sinalização conhecidos, o domínio citoplasmático de PD-1 possui dois motivos 

estruturais. Próximo à membrana celular está um motivo chamado de imunoreceptor 

inibitório baseado em tirosina (ITIM) e distante da membrana celular está o outro motivo 

chamado de imunoreceptor ativador baseado em tirosina (ITAM). A interação do PD-1 com 

um dos seus ligantes resulta na fosforilação de domínios de tirosina citoplasmáticos e o 

recrutamento de SHP-2, uma tirosina fosfatase específica para a região C-terminal do ITSM 

que contém tirosina. Assim SHP-2 desfosforila o TCR associado a CD3 e o ZAP-70, 

resultando na inibição da sinalização. Especificamente, a ativação de fosfatidilinositol 3 

quinase é bloqueada, o que afeta a regulação positiva do gene de sobrevivência celular Bcl-

xL e reduz a produção de IL-2 (FIGURA 5) (RILEY, 2009; FRANCISCO, et. al., 2010; 

HOFMEYER, et. al., 2011). 

PD-1 é altamente expresso por células T de pacientes com infecções virais e 

contribui para a deficiência na capacidade proliferativa e prejuízo da função efetora 

(WANG, et. al., 2009). A regulação positiva de PD-1 e seus ligantes não facilita apenas a 

persistência de patógenos em infecções crônicas, mas também está associada com a evasão 

imune e resposta tumoral do hospedeiro. Estudos mostraram que o bloqueio da interação 

entre PD-1 e PD1L restaurou a resposta de células T CD8
+
 efetoras em infecções crônicas 

(WANG, et. al., 2009). Além disso, o bloqueio desta via impede a regulação imune mediada 

por células T reguladoras in vitro e a indução da tolerância in vivo (WANG, et. al., 2009; 

BROWN, et. al., 2010). Outro estudo envolvendo camundongos com cardiomiopatia 

dilatada e deficiência de PD-1 demonstrou redução do movimento das paredes cardíacas e 
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espaço ventricular esquerdo aumentado em ambas às fases diastólica e sistólica, resultando 

na redução da fração de ejeção (OKAZAKI & HONJO, 2007). 
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FIGURA 5: Mecanismo de supressão induzido pelas células T reguladoras através das 

moléculas PD1 e PD1-L. A interação de PD1 com PD1L causa a fosforilação do ITIM e do ITSM 

do PD1. A ligação entre ITSM e SHP-1 ou SHP-2 resulta na desfosforilação de moléculas de 

sinalização próximas e aumentam a expressão de PTEN. Isto reduz a ativação das vias de PI3K e 

Akt. A via de sinalização de PD1 pode resultar na diminuição da proliferação de células T, indução 

da apoptose, além da redução na síntese de proteínas e de IL-2. Modificado de FRANCISCO, et. al., 

2010. 

 

É importante citar que nenhum dos mecanismos de supressão mencionados pode ser 

considerado individualmente no controle da imunidade mediada por células T reguladoras. 

Além disso, o programa supressor dependente de FOXP3 implementado pelas células T 

CD4
+
CD25

high
 mantém a verificação de vários tipos de resposta imune efetora a antígenos 

próprios e patógenos (JOSEFOWICZ, et. al., 2012). Contudo, não está claro se células T 
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reguladoras implementam um programa universal para limitar diferentes tipos de imunidade 

ou modulam programas de supressão adaptados para inibir uma classe particular de resposta 

imune. Nos últimos anos, evidências experimentais têm sugerido que distintos mecanismos 

supressores são característicos em tecidos específicos e reações inflamatórias 

(JOSEFOWICZ, et. al., 2012). 
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2.0 - JUSTIFICATIVA: 

 

Recentemente, tem sido relatado que a atividade imunossupressora mediada por 

células T reguladoras que suprimem/modulam a proliferação e ativação de células T 

efetoras, apresentam uma nova dimensão na identificação dos mecanismos de regulação 

celular. Estudos in vitro utilizando células T reguladoras de camundongos e humanos 

favorecem a hipótese de que os mecanismos pelos quais estas células exercem supressão 

dependem do contato celular e/ou dependem da produção de citocinas. Outros trabalhos 

demonstram que a apoptose via granzima e perforina seria um possível mecanismo supressor 

induzido por essas células (APPAY, et. al., 2002; GONDEK, et. al., 2005). 

Apesar de inúmeros estudos, em vários modelos, o papel das células T reguladoras 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 na doença de Chagas humana ainda não foi completamente 

estabelecido. Estudos realizados por nosso grupo mostraram que as células Treg de 

pacientes com a forma clínica IND são capazes de suprimir a proliferação celular, entretanto 

o mecanismo utilizado por essas células parece não ser via IL-10 ou CTLA-4 (DE 

ARAÚJO, et. al., 2012). Diante disso, o trabalho visou avaliar a apoptose como possível 

mecanismo envolvido na atividade imunossupressora das células T reguladoras 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+ 
em pacientes com doença de Chagas apresentando diferentes graus 

de acometimento cardíaco. Nossa hipótese foi que células T reguladoras utilizam a apoptose 

como mecanismo para suprimir a atividade de células efetoras nos indivíduos 

indeterminados. Desta forma, são responsáveis pela menor resposta inflamatória e ausência 

de manifestações clínicas. Por outro lado, as células reguladoras de pacientes cardíacos 

morrem por apoptose ou se diferenciam em outra subpopulação de célula T, ocasionando 

maior resposta inflamatória nestes pacientes. 
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3.0 - OBJETIVOS: 

 

3.1 - Objetivo Geral: 

 

Avaliar a apoptose como possível mecanismo envolvido na atividade 

imunossupressora das células T reguladoras CD4
+
CD25

high
FOXP3

+ 
em pacientes com 

doença de Chagas apresentando as formas clínicas indeterminada e cardíaca (CCCV). 

 

3.2 - Objetivos específicos: 

 

Em pacientes com as formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença de chagas, 

avaliar: 

 

- O perfil fenotípico das células T reguladoras através da expressão de moléculas de 

superfície (CD4, CD25, CD39, CD95, CD95L, PD-1 e PD1-L) e moléculas 

intracitoplasmáticas (FOXP3, IL-17) após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi; 

- A apoptose de linfócitos T CD4
+
, CD8

+
 e monócitos através da expressão de caspase 3 

ativa após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi; 

- A co-expressão de moléculas indutoras de apoptose e seus ligantes por células T 

reguladoras CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
; 

- A correlação entre a expressão de moléculas associada com a apoptose em células T 

reguladoras, com a frequência de linfócitos T CD4
+
, CD8

+
 e monóticos em apoptose. 
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4.0 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 - Caracterização da população de estudo: 

  

  A população estudada neste trabalho constou de pacientes portadores da fase 

crônica da doença de chagas e indivíduos não-infectados (NI), com a idade variando entre 

29-70 anos (TABELA 1). Estes pacientes foram provenientes do Ambulatório de referência 

em doença de chagas do Centro de treinamento e Referência em Doenças Infecciosas e 

parasitárias (CTR-DIP) do hospital das clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade 

Federal de Minas Gerais. Todos os pacientes foram acompanhados clinicamente pelo 

Professor Manoel Otávio da Costa Rocha. 

Antes de iniciar a coleta de amostras da população de estudo, este projeto foi 

aprovado pelos Comitês de ética do Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ-MG). 

(CAAE - 0025.0.245.000.08) e da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (CAAE - 

0.502.0.203.000-11) 

 

TABELA 1: Características da população estudada 

Forma Clínica Sigla Total de 

indivíduos 

Sexo M/F Idade 

Não infectados NI 10 4/6 29-55 

Indeterminada IND 10 5/5 30-70 

Cardíaca CARD 10 7/3 30-70 

 

Após avaliação clínica, eletrocardiográfica e laboratorial, os pacientes foram 

selecionados de acordo com os seguintes critérios: diagnóstico sorológico de doença de 

Chagas, caracterizado pela presença de pelo menos duas reações sorológicas positivas dentre 

as três técnicas empregadas (Elisa, hemaglutinação indireta, imunofluorescência indireta), 

idade compreendida entre 15 e 70 anos; presença de alterações eletrocardiográficas 

compatíveis com associação do bloqueio completo do ramo direito e hemibloqueio anterior 

esquerdo; níveis de tensão arterial dentro de faixa da normalidade (sistólica < 140 mmHg e 

diastólica < 90 mmHg); ausência de evidências clínicas e complementares como 

acometimento cardíaco não-chagásico, e ausência de condições clínicas que possam alterar a 
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função cardiocirculatória; conclusão dos exames propostos; consentimento voluntário de 

participação na pesquisa. 

  Os pacientes que preencherem os critérios de inclusão foram selecionados e 

agrupados da seguinte forma: 

Grupo 1: Constituído por pacientes portadores da forma clínica indeterminada. Os 

critérios utilizados para definição destes pacientes foram: positividade sorológica e/ ou 

parasitológica para doença de Chagas; ausência de sintomas e/ ou sinais da moléstia; 

eletrocardiograma convencional normal; estudos radiológicos do coração, esôfago e cólon 

normais.  

Grupo 2: Constituído por pacientes com a forma clínica cardíaca grau V. Os 

indivíduos separados apresentavam todas (ou parciais) manifestações anteriormente 

descritas, porém possuíam aumento do diâmetro do ventrículo esquerdo em diástole (Ved > 

55 mm) e uma silhueta cardíaca aumentada (índice cárdio-torácico – ICT – acima de 0.5 

mm). 

Grupo 3: Constituído por indivíduos não-infectados, definidos por apresentarem no 

mínimo dois resultados negativos, além de ausência de indícios clínicos e epidemiológicos 

do diagnóstico de doença de Chagas. 

 

4.1.1 - 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. 

* Evidências clínicas ou laboratoriais de hipo ou hipertireoidismo; 
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* 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 420 g de etanol (média 

diária acima de 60 g 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; 

* Utilização de antiinflamatórios. 

 Os pacientes avaliados neste estudo foram voluntários e assinaram um Termo de 

Consentimento. Todas as dúvidas referentes à pesquisa foram esclarecidas, inclusive quanto 

à doação de sangue. 

 

4.2 - Obtenção do antígeno solúvel de Trypanosoma cruzi (TRIPO) 

 

As formas tripomastigotas foram obtidas de cultura de células Vero mantidas em 

meio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os parasitos da 

cepa Y 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 20.000 rpm 5 vezes por 60 segundos cada, 

com 30 segundos de intervalo em banho de gelo. Subseqüentemente, as suspensões foram 

centrifugadas a 50000g durante 60 minutos a 4C contra PBS. O fluido sobrenadante 

límpido foi coletado, dialisado por 48 horas a 4C, esterilizado por filtração em filtro 

Millipore 0.45m e mantido em pequenas alíquotas (1mL) a -70°C até o uso. 
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4.3 - Análise da expressão de marcadores de superfície e citocinas intracitoplasmáticas 

em linfócitos T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
, células efetoras emonócitos após estimulação in 

vitro por antígeno do T. cruzi 

 

O sangue periférico dos pacientes que participaram deste estudo foi coletado em tubo 

Vacuntainer estéril contendo o anticoagulante heparina (Becton Dickinson, CA, USA). 

Alíquotas de 1 mL de sangue total foram adicionadas em tubos de polipropileno de 12 mL 

(Falcon, E.U.A). É importante salientar que esse procedimento foi realizado em 

quadriplicata. As células do sangue periférico foram incubadas na presença de meio RPMI-

1640 (GIBCO, E.U.A), recebendo a denominação de cultura controle (C) ou na presença de 

antígenos solúveis das formas tripomastigotas (TRIPO) do T. cruzi, na concentração final de 

25µg/mL, recebendo a denominação de cultura estimulada. Os tubos foram previamente 

incubados durante 18 horas em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37°C (Forma Scientific 

E.U.A). Em seguida, foram adicionados a todos os tubos de cultura 20µL de Brefeldina A 

(SIGMA, E.U.A), 1mg/mL (concentração final de 10µg/mL). As amostras foram incubadas 

por mais quatro horas em estufa nas mesmas condições acima. A utilização da Brefeldina 

assegura a retenção das citocinas no interior das células, uma vez que essa substância 

mantém a citocina no complexo de Golgi. Após a incubação, 220µL de EDTA (SIGMA, 

E.U.A) 20mM, obtidos de uma solução estoque de 200mM, diluída 1/10 (concentração final 

de 2mM) foram adicionados diretamente às culturas. Os tubos contendo as amostras foram 

incubados por 15 minutos em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37°C. Este procedimento 

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

padronizados e comparáveis. Posteriormente, foram adicionados as amostras de sangue 3mL 

de PBS-W e estas foram centrifugadas a 800g por 10 minutos a 18°C. O sobrenadante foi 

aspirado deixando um volume final de 2 mL. Foram transferidos 200µl deste sangue para 

tubos de poliestireno de 5mL (FALCON, E.U.A) previamente identificados e com os 

anticorpos correspondentes, como mostrado na TABELA 2 e em seguida, incubados por 30 

minutos à temperatura  ambiente. Em seguida, as amostras foram lisadas e fixadas em 2mL 

de solução de lise comercial (FLS - BD, E.U.A) por 10 minutos à temperatura ambiente, ao 

abrigo da luz. As células foram lavadas com 1mL de PBS-W e centrifugadas a 400g, por 10 

minutos à 18°C. O conteúdo foi emborcado e 300µl de solução fixadora - MFF adicionada 

aos tubos. 
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Para a detecção de citocinas intracitoplasmáticas foram acrescentados 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) por 10 minutos à temperatura ambiente. Seguidos da adição de 20µL de 

anticorpos anti-citocina PE, diluídos 1:50 em PBS P aos respectivos tubos, e posteriormente 

incubados 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 300µl de solução fixadora MFF. As amostras contendo 

suspensão celular foram utilizadas para aquisição de dados em citômetro de fluxo 

(FACSCANTO II - BD, E.U.A). Foram analisados em torno de 100.000 eventos dentro da 

população de linfócitos totais. 

 

TABELA 2 - Relação dos anticorpos usados para a caracterização das células T 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
, linfócitos T CD4

+
 e CD8

+
 e monócitos 

Nome Clone Concentração Função 

CD4 PERCP-CY5.5 SK3 1,5µg Identificação de linfócitos T 

auxiliares 

CD4 FITC SK3 0,5µg Identificação de linfócitos T 

auxiliares 

CD25 APC 2A3 12µg Receptor da cadeia de IL-2, 

associado com CD122 e CD132 

CD25 V450 M-A251 0,5µg Receptor da cadeia de IL-2, 

associado com CD122 e CD132 

FOXP3 PE-CY7 PCH101 0,125µg Fator de transcrição altamente 

expresso por células T reguladoras 

FOXP3 APC 236A/E7 0,125µg Fator de transcrição altamente 

expresso por células T reguladoras 

PD-1 FITC MIH4 0,5µg Receptor de PD-1L/PD2L. A 

interação com os ligantes resulta 

na inibição da proliferação 

secreção de citocinas 

PD-1L PE-CY7 MIH1 0,2mg Inibe a proliferação e altera a 

síntese de citocinas após interação 

com seu receptor PD1 

CD39 PE TU66 0,5µg Ectoenzima que degrada ATP a 

AMP, e pode colaborar com a 

apoptose de células através de 
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adenosina pericelular 

CD95 (FAS) FITC DX2 0,5µg Após interação com CD95L 

eventos causam a apoptose de 

células que expressam esta 

molécula 

CD95L (FAS-L) PE NOK-1 0,25µg Induz apoptose de células que 

expressam o receptor CD95 

IL-17 PERCP-CY5.5 SCPL1362 0,5µg Citocina pró-inflamatória que 

fornece resposta imune protetora 

contra alguns patógenos 

CD8 FITC G42-8 0,5mg Identificação de linfócitos T 

citotóxicos 

CD14 PERCP MφP9 25µg Identificação de monócitos no 

sangue periférico 

CASPASE 3 PE C92-605 0,5µg Protease que identifica células em 

apoptose 

 

4.4 - Obtenção e análise dos dados no citômetro de Fluxo 

 

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

equipado com três lasers, laser azul (488nm), laser vermelho (633nm) e laser violeta 

(605nm) que permitem a avaliação básica de 10 parâmetros: tamanho (FSC) e granulosidade 

(SSC), fluorescência do tipo 1 (FL1), fluorescência do tipo 2 (FL2), fluorescência do tipo 3 

(FL3), fluorescência do tipo 4 (FL4), fluorescência do tipo 5 (FL5), fluorescência do tipo 6 

(FL6), fluorescência do tipo 7 (FL7), fluorescência do tipo 8 (FL8). FL1, FL2, FL3, FL4, 

FL5, FL6, FL7, FL8 correspondem respectivamente a sinais luminosos emitidos pela 

excitação de FITC, PE, PERCP (PERCP-Cy5.5), PE-Cy7, APC, APC-Cy7, Pacific blue 

(V450) e AmCyan. A identificação de populações celulares de interesse, bem como a 

determinação do valor percentual destas populações e sub-populações, foram realizadas 

através de um sistema de computador e do software “FlowJo” que fornece o perfil de células 

de acordo com tamanho e granulosidade. 

A análise de células T reguladoras (FIGURA 6) foi feita segundo protocolo proposto 

por BAECHER-ALLAN et. al. (2001). Primeiramente foi selecionada a população de 

linfócitos totais, denominada R1, baseada em gráficos de distribuição puntual de tamanho 

(FSC) versus granulosidade (SSC) (FIGURA 6A). Em seguida, gráficos de FL3 (CD4) 
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versus FL6 (CD25) foram construídos para identificar a população CD4
+
CD25

high
  (R2) 

(FIGURA 6B). 

O próximo passo constituiu na combinação das populações de R1 e R2, uma vez que 

foi pedido o histograma de FL4 (FOXP3) dentro da população R2 (FIGURA 6C). Então, foi 

realizada a identificação de células FL4 positivas (R3) e negativas (R4). Na população de 

células R3 foram pedidos outros histogramas para os seguintes marcadores: PD-1, PD-1L, 

CD39 (FIGURA 6D), CD95, CD95L e IL-17 na população de células 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 (R3). 

Na análise de linfócitos T CD4
+
, linfócitos T CD8

+
 ou monócitos expressando 

caspase 3 ativa foi selecionada a população de linfócitos T CD4
+
, CD8

+ 
ou monócitos versus 

SSC (FIGURAS 7A, 7B e 7C respectivamente) e logo após foi pedido o histograma de FL2 

(caspase 3) (FIGURA 7D).  
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FIGURA 6: Estratégia de análise dos linfócitos T CD4
+
CD25

high 
FOXP3

+ 
do sangue periférico 

expressando moléculas de superfície/intracitoplasmáticas por citometria de fluxo através de 

gráficos de distribuição de pontos coloridos artificialmente pelo software Flow Jo. 

A figura 6A representa o perfil celular obtido no contexto pós-estímulo, característico de gráficos de 

tamanho versus granulosidade. A figura 6B representa um perfil celular obtido em um gráfico de 

fluorescência 3 (CD4 – PerCP-Cy 5.5) versus fluorescência 5 (anti-CD25 –APC), abordagem 

utilizada para delimitar a população celular de interesse, CD4
+
CD25

High 
. A figura 6C demonstra o 

perfil celular obtido pelo gráfico de histograma de (FOXP3 - PE-Cy7). A figura 6D demonstra o 

perfil celular obtido pelo gráfico de histograma de (CD39 - PE), abordagem utilizada para verificar 

os níveis de expressão da molécula indutora de apoptose CD39. 
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FIGURA 7: Estratégia de análise do percentual de linfócitos T CD4
+
, linfócitos T CD8

+ 
e 

monócitos do sangue periférico expressando caspase 3 ativa por citometria de fluxo através de 

gráficos de distribuição de pontos coloridos artificialmente pelo software Flow Jo. 

A figura 7A representa o perfil celular obtido no contexto pós-estímulo, característico de gráficos de 

FL3 (CD4) versus granulosidade. A figura 7B representa o perfil celular obtido no contexto pós-

estímulo, característico de gráficos de FL1 (CD8) versus granulosidade. A figura 7C representa o 

perfil celular obtido no contexto pós-estímulo, característico de gráficos de FL3 (CD14) versus 

granulosidade. A figura 7D demonstra o perfil celular obtido pelo gráfico de histograma de 

(CASPASE 3 - PE). Abordagem utilizada para verificar os níveis de expressão da molécula caspase 

3 por linfócitos T CD4
+
, CD8

+
e monócitos

 
. 
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4.5 - Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados pelo teste t não pareado, com objetivo de detectar 

diferenças entre os grupos comparando expressão de moléculas entre culturas não 

estimuladas e entre culturas estimuladas. Foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-

Whitney para detectar diferenças entre culturas estimuladas e não estimuladas. Todas as 

análises foram realizadas através do programa GraphPad Prism 5.0 e o nível de significância 

definido foi de p < 0,05 (San Diego,CA). Foram realizadas também análises de correlação, 

utilizando o teste de spearman, para avaliar  correlação entre a frequência de expressão de 

moléculas indutoras de apoptose e seus receptores, bem como entre estas moléculas e a 

apoptose de linfócitos T e monócitos através do programa JUMP 5.0.1 (SAS Institute Inc, 

Cary, USA). 
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5.0 - RESULTADOS 

 

Os dados obtidos no presente estudo serão apresentados na seguinte ordem: 

Avaliação do percentual de células T reguladoras CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
; avaliação da 

apoptose de linfócitos T CD4
+
, CD8

+
 e monócitos na presença e ausência de estimulo in 

vitro por antígenos do T. cruzi (TRIPO); caracterização das células T reguladoras quanto a 

expressão de moléculas indutoras de apoptose e seus receptore;, além da expressão da 

citocina intracitoplasmática IL-17 em cada forma clínica e entre as diferentes formas clínicas 

estudadas. 

 

5.1 - Avaliação do percentual de células T reguladoras CD4
+
CD25

High
FOXP3

+ 
 do 

sangue periférico de indivíduos não infectados e pacientes com as formas clínicas 

cardíaca e indeterminada após estimulação in vitro por antígenos do T. cruzi 

 

 Células T reguladoras expressam o marcador de superfície CD25 e o fator de 

transcrição FOXP3. Entretanto, a expressão de CD25 na superfície de células T não é 

suficiente para determinar o perfil fenotípico das células T reguladoras, uma vez que esta 

molécula está presente também em outras populações de células T ativadas (BAECHER-

ALLAN, et. al., 2001). Além disso, o fator de transcrição FOXP3 foi descrito como 

principal marcador de identificação das células T reguladoras (KONDĔLKOVÁ, et. al., 

2010). 

 A análise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 no grupo IND em relação ao grupo NI e ao grupo CARD após 

cultura na ausência de estímulo (FIGURA 8A). O mesmo foi observado ao avaliar a 

frequência destas células após cultura na presença do estimulo com antígeno de T. cruzi 

(FIGURA 8B). 

Estes resultados sugerem que as células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 participam da 

resposta imune ao T. cruzi e possuem papel importante no desenvolvimento das diferentes 

formas clínicas da doença de chagas. 
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FIGURA 8: Análise do percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 no sangue periférico de 

indivíduos não infectados (NI = 10) e pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada 

(IND = 10) e cardíaca (CARD = 10). (A) representa o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 na ausência dos antígenos do T. cruzi. (B) representa o percentual de 

células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 após estimulação in vitro por antígenos de T. cruzi. As diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos estão representadas pelo p valor. 

 

5.2 - Avaliação da apoptose de linfócitos T CD4
+
, CD8

+
 e células CD14

+
 através da 

expressão de caspase 3 na presença de antígenos do T. cruzi em cada grupo de 

indivíduos não infectados e de pacientes com a forma clínica indeterminada e cardíaca 

da doença de chagas 

 

 A avaliação do percentual de cada população celular estudada expressando caspase 3 

após cultura estimulada por antígenos do T. cruzi nos indivíduos do grupo NI mostrou que o 

percentual de células CD14
+
 caspase 3

+
 é maior do que o percentual de células T CD4

+
 

caspase 3
+ 

. Maior também é o percentual de células T CD8
+
 caspase 3

+
 em relação ao 

percentual de células T CD4
+
 caspase 3

+
 no grupo NI (FIGURA 9A).  

Com relação aos pacientes do grupo IND, também foi observado maior percentual de 

células CD14
+
 caspase 3

+
 do que células T CD4

+
 caspase 3

+
 e maior percentual de células T 

CD8
+
 caspase 3

+
 do que células T CD4

+
 caspase 3

+
 na cultura estimulada com antígenos do 

T. cruzi (FIGURA 9B). Por fim, os resultados mostraram que pacientes do grupo CARD 

apresentaram maior frequência de células CD14
+
 caspase 3

+
 em relação às células T CD4

+
 

caspase 3
+
 na cultura estimulada com antígeno de T.cruzi (FIGURA 9C). 
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Desta forma, os resultados mostram que o percentual de células CD14
+
 capase 3

+
 é 

maior do que a frequência de células T CD4
+
 caspase 3

+
 e/ou células T CD8

+
 caspase 3

+
 em 

todos os grupos estudados. Assim, a apoptose destas células pode estar relacionada com uma 

tentativa de suprimir a atividade inflamatória nas diferentes formas clínicas e assim controlar 

uma possível resposta imune exacerbada. 
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FIGURA 9: Análise do percentual de células T CD4
+
 caspase 3

+
, células T CD8

+
 caspase 3

+ 
e 

células CD14
+
 caspase 3

+
 no sangue periférico de indivíduos não infectados (NI = 10) e 

pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada (IND = 10) e cardíaca (CARD = 10) 

após estimulação por antígenos do T. cruzi. (A) representa o percentual de cada população 

celular de indivíduos não infectados (B) representa o percentual de cada população celular de 

pacientes do grupo IND (C) representa o percentual de cada população celular de pacientes do 

grupo CARD. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos estão 

representadas pelo p valor. 

 

 

 



55 

 

5.3 - Caracterização de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 quanto a expressão de 

moléculas indutoras de apoptose e seus receptores do sangue periférico de indivíduos 

não infectados e pacientes apresentando a forma clínica indeterminada e cardíaca após 

estimulação in vitro por antígenos do T. cruzi  

 

 Após observar diferença no percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 entre 

indivíduos não infectados e pacientes com as diferentes formas clínicas e ao considerar o 

papel supressor das células T reguladoras, foi avaliada a expressão de diferentes moléculas 

indutoras de apoptose e seus ligantes, tais como CD39, PD-1/PD-1L e CD95/CD95L 

(FIGURAS 10, 12, 14, 16, 18). Em paralelo, foram feitas correlações entre a expressão das 

moléculas indutoras de morte celular e a apoptose de células T CD4
+
, CD8

+
 e CD14

+
 

(FIGURAS 11, 13, 15, 17, 19).  

 A avaliação da expressão da molécula indutora de apoptose CD39 na superfície de 

células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+ 
mostrou um aumento significativo dessas células no grupo 

IND em relação ao grupo NI e uma redução no grupo CARD em relação ao grupo IND após 

cultura na ausência dos antígenos do T. cruzi (FIGURA 10A). Foi observada também uma 

redução significativa no percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+ 
no

 
grupo 

CARD em relação ao grupo IND após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi 

(FIGURA 10B).  

Com o intuito de verificar se a presença da molécula CD39 em células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 poderia estar associado com a indução de apoptose em linfócitos T e 

monócitos após estimulação in vitro por antígenos do T. cruzi, analises de correlação foram 

realizadas entre a frequência de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+
 e a

 
frequência de 

linfócitos T e monócitos caspase 3
+
. Correlação positiva e estatisticamente significativa foi 

observada entre o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+
 e a frequência de 

células CD14
+
 caspase 3

+
 em pacientes do grupo indeterminado após estimulação in vitro 

por antígenos do T. cruzi (FIGURA 11). Não foram observadas outras correlações 

estatisticamente significativas entre o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+
 

e a apoptose de células T CD4
+
, CD8

+
 e CD14

+
 nas diferentes formas clínicas estudadas e 

considerando a presença ou ausência de estimulação com antígeno T. cruzi. 

A frequência aumentada de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+ 
em pacientes do 

grupo IND, bem como a correlação positiva entre estas células e o percentual de células 

CD14
+ 

caspase 3
+
 sugere que a expressão de CD39 seja um possível mecanismo indutor de 
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apoptose utilizado pelas células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 de pacientes com a forma clínica 

indeterminada. 
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FIGURA 10: Análise do percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+
 no sangue 

periférico de indivíduos não infectados (NI = 10) e pacientes apresentando as formas clínicas 

indeterminada (IND = 10) e cardíaca (CARD = 10). (A) representa o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+
 na ausência dos antígenos do T. cruzi. (B) representa o percentual de 

células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+
 após estimulação in vitro por antígenos do T. cruzi. As 

diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos estão representadas pelo p valor. 
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FIGURA 11: Análise de correlação entre a frequência de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+
 e de células CD14

+
 caspase 3

+
 de pacientes apresentando a forma 

clínica indeterminada (IND = 10), após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi. O 

gráfico representa correlação positiva e estatisticamente significativa entre percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+
 e a apoptose de monócitos de indivíduos do grupo IND após 

estimulação in vitro com antígeno de T. cruzi. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) 

está representada pelo p valor. 

 

 Quanto a expressão de PD-1L em células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 não foram 

observadas diferenças significativas entre os diferentes grupos estudados considerando a 

cultura não estimulada e estimulada com os antígenos do T. cruzi (Figura 12A e 12B). 

 Entretanto, nas análises de correlação entre o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 com o percentual de células T CD4

+ 
caspase 3

+
, CD8

+
 

caspase 3
+
 e CD14

+
 caspase 3

+
, observa-se correlação negativa e estatisticamente 

significativa entre o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 e o percentual 

de células CD14
+
 caspase 3

+
 por pacientes do grupo CARD após cultura na ausência do 

antígeno de T. cruzi (FIGURA 13A). Foi verificado ainda correlação negativa e 

estatisticamente significativa entre o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 

e o percentual de células T CD8
+
 caspase 3

+
 por pacientes do grupo CARD após estimulação 

in vitro por antígenos do T. cruzi (FIGURA 13B). 
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FIGURA 12: Análise do percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 no sangue 

periférico de indivíduos não infectados (NI = 10) e pacientes apresentando as formas clínicas 

indeterminada (IND = 10) e cardíaca (CARD = 10). (A) representa o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 na ausência dos antígenos do T. cruzi. (B) representa o percentual de 

células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi.  
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FIGURA 13: Análise de correlação entre células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 e células 

CD14
+
 caspase 3

+
 e células CD8

+
 caspase 3

+
de pacientes apresentando a forma clínica cardíaca 

(CARD = 10), na ausência dos antígenos e após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi. 

(A) representa correlação negativa estatisticamente significativa entre percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 e o percentual de células T CD14

+
 caspase 3

+
 na ausência dos 

antígenos do T. cruzi. (B) representa correlação negativa e estatisticamente significativa entre 

percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 e o percentual de células T CD8

+
 caspase 3

+
 

após estimulação com antígenos do T. cruzi. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) 

estão representada pelo p valor. 
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 Com relação à expressão do receptor de PD-1, por células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
, 

foi observado aumento significativo no percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-

1
+
 pelo grupo CARD comparado com o grupo NI na ausência de estimulo por antígenos de 

T. cruzi (FIGURA 14A). Porém, não foram observadas diferenças estatísticas no percentual 

de células CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1

+
 entre os grupos após a estimulação por antígenos do 

T. cruzi (FIGURA 14B).  
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FIGURA 14: Análise do percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1

+
 no sangue 

periférico de indivíduos não infectados (NI = 10) e pacientes apresentando as formas clínicas 

indeterminada (IND = 10) e cardíaca (CARD = 10). (A) representa o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1

+
  na ausência dos antígenos do T. cruzi. (B) representa o percentual de 

células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1

+
 após estimulação por antígenos do T. cruzi. As diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos estão representadas pelo p valor. 

 

 Foi observada ainda correlação positiva e estatisticamente significativa entre o 

percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1

+
 e o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 pelo grupo CARD na cultura não estimulada com antígeno 

(FIGURA 15). Este resultado sugere que a expressão das duas moléculas PD-1 e PD-1L 

pelas células T reguladoras de pacientes na forma clínica Cardíaca possa ser um mecanismo 

de “suicídio”, o que reduziria a frequência e consequentemente a atividade supressora desta 

população celular e ocasionaria menor controle da resposta inflamatória. 
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FIGURA 15: Análise de correlação entre células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1

+
 e células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
PD-1L

+
 de pacientes com a forma clínica cardíaca (CARD = 10), após 

cultura na ausência dos antígenos do T cruzi. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) 

está representada pelo p valor. 

 

 Outro mecanismo supressor avaliado foi a expressão CD95L (FAS-L) e seu receptor 

CD95 (FAS) pelas células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
. A interação de FAS/FAS-L ativa a via 

das caspases e induz assim a apoptose das células que expressam o receptor CD95. 

 A análise da expressão de CD95L na superfície das células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 

não mostrou diferença significativa entre os diferentes grupos na ausência (FIGURA 16A) 

ou presença dos antígenos do T. cruzi (FIGURA 16B). Ao correlacionar o percentual de 

células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 e o percentual de células T CD4

+
 caspase 3

+
, 

CD8
+
 caspase 3

+
 e CD14

+
 caspase 3

+
 na presença ou ausência dos antígenos do T. cruzi, foi 

observada correlação positiva e estatisticamente significativa entre o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 e o percentual de células T CD14

+
 caspase 3

+
 de pacientes 

do grupo IND na presença dos antígenos do parasito (FIGURA 17). Isto indica outro 

provável mecanismo supressor das células T reguladoras no controle da inflamação em 

pacientes com a forma clínica indeterminada da doença de chagas.  
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FIGURA 16: Análise do percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 no sangue 

periférico de indivíduos não infectados (NI = 10) e pacientes apresentando as formas clínicas 

indeterminada (IND = 10) e cardíaca (CARD = 10). (A) representa o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 na ausência dos antígenos do T. cruzi. (B) representa o percentual 

de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 após estimulação por antígenos do T. cruzi. As 

diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos estão representadas pelo p valor. 
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FIGURA 17: Análise de correlação entre células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 e células 

CD14
+
 caspase 3

+
 de pacientes apresentando a forma clínica indeterminada (IND = 10), após 

estimulação por antígenos do T cruzi. O gráfico representa correlação positiva e estatisticamente 

significativa entre o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 e o percentual de 

células CD14
+
 caspase 3

+
 de indivíduos do grupo IND após estimulação in vitro com antígenos do 

T. cruzi. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) está representada pelo p valor. 
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 Em seguida, foi avaliada a intensidade média de fluorescência do receptor de 

CD95L, CD95, uma vez que está molécula é expressa constitutivamente na superfície de 

células T. A análise dos dados mostrou aumento estatisticamente significativo de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 na ausência do estimulo por antígenos do T. cruzi ao 

comparar pacientes do grupo NI e CARD e entre pacientes do grupo IND e CARD 

(FIGURA 18A). As células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 de pacientes do grupo CARD 

foram as que apresentaram maior intensidade média de fluorescência se comparado com os 

outros grupos. Também foi observado um aumento na intensidade média de fluorescência de 

células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 na presença de estimulo por antígenos do T. cruzi 

entre os grupos NI e IND, entre os grupos NI e CARD e entre os grupos IND e CARD 

(FIGURA 18B). 

 A maior intensidade média de fluorescência das células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+ 
 de pacientes do grupo CARD sugere que estas células podem 

estar morrendo por apoptose e assim contribuindo com a menor atividade destas células em 

pacientes na forma clínica cardíaca da doença de chagas. 

 Ao correlacionar a intensidade média de fluorescência de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 com o percentual de células T CD4

+
 caspase 3

+
, células T 

CD8
+
 caspase 3

+
 e células CD14

+
 caspase 3

+
 na presença ou ausência dos antígenos do T. 

cruzi, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas. Porém, foi encontrada 

uma correlação negativa e estatisticamente significativa entre a intensidade média de 

fluorescência de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 e o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 na presença do antígeno em pacientes do grupo CARD 

(FIGURA 19). Este resultado mostra que ocorre aumento na expressão de CD95 e redução 

na expressão de CD95L, ou seja, existe uma tendência das células T reguladoras de 

pacientes do grupo CARD de não causar a morte celular e sim sofrer apoptose. Além disso, 

a correlação negativa indica que este não seria um mecanismo de “suicídio” das células T 

reguladoras.  
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FIGURA 18: Análise da intensidade média de fluorescência de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 no sangue periférico de indivíduos não infectados (NI = 10) e 

pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada (IND = 10) e cardíaca (CARD = 10). 

(A) representa o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 após cultura na ausência 

dos antígenos do T. cruzi. (B) representa o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 

após estimulação por antígenos do T. cruzi. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) 

entre os grupos estão representadas pelo p valor. 
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FIGURA 19: Análise de correlação entre a intensidade média de fluorescência de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 e o percentual de células CD4

+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 de 

pacientes apresentando a forma clínica cardíaca (CARD = 10), após cultura celular na 

presença dos antígenos do T. cruzi. O gráfico representa correlação negativa e estatisticamente 

significativa entre a intensidade média de fluorescência de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95

+
 

e o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95L

+
 de indivíduos do grupo CARD após 

estimulação in vitro por antígenos do T. cruzi. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) 

está representada pelo p valor. 
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5.4 - Avaliação da expressão de IL-17 por células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+ 
 do sangue 

periférico de indivíduos não infectados e pacientes apresentando a forma clínica 

indeterminada e cardíaca após estimulação in vitro por antígenos do T. cruzi  

 

 Estudos recentes mostraram que células T reguladoras CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 são 

capazes de secretar IL-17 e manter a atividade supressora (VOO, et. al., 2009). Contudo, 

pouco se sabe sobre o papel desta citocina na doença de chagas. Diante disso, avaliamos o 

percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 no sangue periférico de pacientes nas 

diferentes formas clínicas da doença de chagas. 

 A análise dos dados obtidos neste estudo mostra que pacientes do grupo IND 

possuem maior frequência de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 tanto após cultura não 

estimulada ou estimulada por antígenos do T. cruzi, quando comparado aos pacientes do 

grupo CARD (FIGURA 20).  
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FIGURA 20: Análise do percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 no sangue 

periférico de indivíduos não infectados (NI = 10) e pacientes apresentando as formas clínicas 

indeterminada (IND = 10) e cardíaca (CARD = 10). (A) representa o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 após cultura na ausência dos antígenos do T. cruzi. (B) representa o 

percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 após cultura na presença dos antígenos do T. 

cruzi. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos estão representadas 

pelo p valor. 
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Os resultados mostraram ainda correlação positiva estatisticamente significativa 

entre o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 e o percentual de células T 

CD4
+
 capase 3

+
 de pacientes do grupo IND tanto na ausência quanto na presença de 

estimulo por antígenos do T. cruzi (FIGURAS 21A e 21B). Também foi observada 

correlação positiva e estatisticamente significativa entre o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 e o percentual de células T CD8

+
 capase 3

+
 de pacientes do 

grupo IND na ausência de estimulo com antígeno do T. cruzi (FIGURA 21C). 
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FIGURA 21: Análise de correlação entre o percentual células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 e 

o percentual de células CD4
+
 caspase 3

+
 ou células CD8

+
 caspase 3

+
de pacientes apresentando a 

forma clínica indeterminada (IND = 10), após cultura celular na presença ou ausência dos 

antígenos do T cruzi. (A) representa correlação positiva estatisticamente significativa entre 

percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 e o percentual de células T CD4

+
 caspase 3

+
 

na ausência dos antígenos do T. cruzi. (B) representa correlação positiva estatisticamente 

significativa entre percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 e o percentual de células T 

CD4
+
 caspase 3

+
 após estimulação por antígenos do T. cruzi. (C) representa correlação positiva 

estatisticamente significativa entre percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 e o 

percentual de células T CD8
+
 caspase 3

+
 na ausência de estimulo por antígenos do T. cruzi. As 

diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) estão representadas pelo p valor. 

 

No grupo CARD, foi observada correlação positiva entre o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 e o percentual de células T CD8

+
 caspase 3

+
 na ausência de 

estimulo por antígenos do T. cruzi (FIGURA 22).  
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FIGURA 22: Análise de correlação entre o percentual de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-

17
+
 e o percentual de células CD4

+
 caspase 3

+
 de pacientes apresentando a forma clínica 

cardíaca (CARD = 10), após cultura celular na ausência dos antígenos do T. cruzi. O gráfico 

representa correlação positiva estatisticamente significativa entre o percentual de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 e o percentual de células T CD8

+
 caspase 3

+
 de indivíduos do grupo 

CARD na ausência de estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi. A diferença estatisticamente 

significativa (p<0,05) está representada pelo p valor. 

 

Diante dos resultados de maior frequência de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
IL-17

+
 

em pacientes do grupo IND e das correlações positivas anteriormente descritas, pode-se 

perceber que estas células estão provavelmente relacionadas com menor resposta 

inflamatória e portanto com o desenvolvimento da forma clínica indeterminada da doença de 

chagas.  
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6.0 - SUMÁRIO DOS RESULTADOS 

 

 Baseado na literatura, os resultados obtidos neste estudo podem ser resumidos na 

figura abaixo (FIGURA 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 23: Sumário dos resultados encontrados neste estudo, referente a atividade 

supressora de células T reguladoras de pacientes com as formas clínicas indeterminada e 

cardíaca da doença de Chagas. Células T reguladoras de pacientes com a forma clínica 

indeterminada induzem a apoptose de monócitos e células T efetoras através da expressão das 

moléculas CD39, responsável por gerar adenosina pericelular e através da interação entre CD95 e 

CD95L. Além disso, a maior expressão de IL-17também parece ter papel importante em pacientes 

com a forma clínica indeterminada. Por outro lado, as células T reguladoras de pacientes com a 

forma cardíaca sofrem apoptose através da expressão da molécula CD95 e através da interação 

entre PD1 e PD1-L, ambos expressos na superfície das células T reguladoras. Contudo, 

independente do mecanismo de supressão, os monócitos são as células que mais sofrem apoptose 

nas diferentes formas clínicas. 
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7.0 - DISCUSSÃO 

 

Entre os fatores que envolvem a doença de Chagas, o mais intrigante está 

relacionado à evolução clínica diferencial entre indivíduos cronicamente infectados. Sabe-se 

que a infecção pelo Trypanosoma cruzi desencadeia vários mecanismos que levam ao 

desenvolvimento da resposta imune inata e adquirida. No entanto, as evidências 

experimentais em modelo experimental e no homem mostram que os mecanismos são ainda 

pouco definidos. 

A resposta imune inicial durante a infecção humana pelo T. cruzi (aguda recente, 

aguda tardia e crônica recente) não é completamente entendida, apesar da sua função crucial 

no direcionamento das diferentes formas clínicas da infecção crônica. Estudos demonstram 

que o T. cruzi induz uma forte ativação do sistema imune durante a fase aguda e que os 

diferentes mecanismos imunes induzidos durante os estágios iniciais da infecção 

representam componentes essenciais da atividade imune presente na fase crônica 

(ANDRADE, 1991; BRENER & GAZZINELLI, 1997; MARINHO, et. al., 1999; 

SATHLER-AVELAR, et. al., 2003; GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). De fato, a 

infecção pelo T. cruzi causa alterações no sistema imune, como a ativação policlonal e a 

imunossupressão (MINOPRIO, et. al., 1986, 1987; D'IMPERIO LIMA, et. al., 1986) 

verificada na fase aguda, podendo assim alterar os processos de regulação.  

A resposta imune contra diferentes patógenos pode ser regulada por vários 

mecanismos supressores do hospedeiro. Neste contexto, tem se observado a participação de 

células T reguladoras exercendo papel protetor durante diversas infecções (MILLS, 2004). A 

identificação de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 e sua função tem sido objeto de intenso 

estudo devido ao seu papel crítico na manutenção da autotolerância, bem como na defesa 

contra patógenos (SAKAGUCHI, et. al., 1995; SAKAGUCHI, 2004; PICCIRILLO, 2008). 

Além disso, os mecanismos de supressão utilizados pelas células T reguladoras 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 ainda não estão bem esclarecidos (SHEVACH, 2009). 

A regulação da resposta imune por células T reguladoras in vivo é um processo 

complexo envolvendo múltiplos mecanismos de supressão. Alguns autores defendem a 

hipótese de que as células T reguladoras CD4
+
CD25

+
 suprimem células efetoras através do 

contato celular pela molécula CTLA-4 (READ, et. al., 2000; TAKAHASHI, et. al., 2000; 

MALOY & POWRIE, 2001; BATTAGLIA, et. al., 2002). Adicionalmente, estudos 

demonstram que o mecanismo de supressão das células TCD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 parece 
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envolver a indução de apoptose de células efetoras (STRAUSS, et. al., 2009; 

CZYSTOWSKA, et. al., 2010). Por outro lado, outros autores defendem a hipótese de que 

IL-10 e TGF-β também podem estar envolvidos no efeito supressor in vivo das células T 

reguladoras CD4
+
CD25

high
 (HARA, et. al., 2001; LIU, et. al., 2003).  

Apesar de não existirem evidências a respeito dos mecanismos supressores induzidos 

por essa população celular na doença de Chagas, nossos dados mostram que pacientes com a 

forma clínica IND apresentam um aumento significativo no percentual de células T 

CD4
+
CD25

high
 FOXP3

+
 quando comparado aos pacientes com a forma clínica CARD e 

indíviduos não infectados (FIGURAS 8A e 8B). Este resultado está de acordo com dados 

anteriores encontrados pelo nosso grupo (DE ARAÚJO, et. al., 2012), o que demonstra a 

participação importante destas células no controle da resposta imune induzida pelo parasito e 

consequentemente da patogênese chagásica. 

Uma vez que foi observado uma frequência diferencial de células T reguladoras 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 nos pacientes com as diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas, questionamos se a apoptose seria um mecanismo de imunorregulação induzido 

pelas células T reguladoras na doença de chagas. 

A ocorrência de apoptose e os mecanismos que participam da modulação desse 

fenômeno estão bem documentados na fase aguda da infecção experimental pelo T. cruzi 

(HAREL-BELLAN, et. al., 1983; LOPES, et. al., 1995a; LOPES, et. al., 1995b; LOPES & 

DOSREIS, 1996; MARTINS, et. al., 1998; LOPES, et. al., 1999; SILVA, et. al., 2005; 

SILVA, et. al., 2007; GUILLERMO, et. al., 2007; GUILLERMO, et. al., 2008; DOSREIS 

& LOPES, 2009), embora não se saiba se os mecanismos apoptóticos podem estar presentes 

no estabelecimento, no desenvolvimento, e/ou controle das formas graves da doença de 

Chagas. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi compreender melhor os mecanismos 

imunorreguladores envolvidos no controle da miocardiopatia, através da avaliação da 

apoptose como mecanismo supressor induzido pelas células T reguladoras CD4
+
CD25

high
 

FOXP3
+
 nas diferentes formas clínicas da doença de chagas.  

 Avaliamos a expressão da ectoenzima CD39 por células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 

(FIGURA 10). Observamos maior expressão desta molécula por células T reguladoras de 

pacientes com a forma clínica indeterminada em relação aos pacientes com a forma clínica 

cardíaca (FIGURAS 10A e 10B). Além disso, observamos uma correlação positiva e 

estatisticamente significativa entre a frequência de células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD39

+
 e 

a frequência de células CD14
+
 caspase 3

+
 em pacientes do grupo IND após estimulação 
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(FIGURA 11). Isto sugere que provavelmente esse seria um mecanismo envolvido na 

supressão de monócitos e assim no controle da resposta inflamatória em pacientes com a 

forma clínica indeterminada.  

Diversos estudos descrevem a relação entre a expressão de CD39 com a supressão da 

resposta imune em diversas patologias. Segundo Tang et. al. (2012), pacientes 

assintomáticos infectados pelo vírus da hepatite B apresentam maior frequência de células T 

reguladoras expressando CD39 do que pacientes com a hepatite B crônica ativa. Outro 

trabalho relatou o mecanismo supressor relacionado com a expressão de CD39 a progressão 

da infecção de pacientes pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) (NIKOLOVA, et. 

al., 2011). Com relação à doença de chagas, Santos et. al. (2009) demonstraram que o 

Trypanosoma cruzi expressa enzimas ectonucleotidases (família do CD39) e que este 

mecanismo seria responsável pela infectividade e virulência do parasito, uma vez que cliva o 

ATP e reduz a resposta inflamatória infecção. Já Souza et. al. (2012) avaliou os níveis de 

ATP, AMP e adenosina no soro de pacientes com a forma clínica indeterminada da doença 

de chagas, com o intuito de verificar a atividade da enzima ecto-nucleosídeo trifosfato 

difosfohidrolase 1 (CD39) e da enzima ecto-adenosina deaminase (responsável por clivar 

adenosina) em linfócitos. Este estudo demonstrou que pacientes com a forma clínica 

indeterminada da doença de chagas possuem baixos níveis séricos de ATP e altos níveis de 

AMP e adenosina. Desta forma, os dados de Souza et. al. (2012) corroboram com o 

resultado encontrado neste estudo e indicam também associação do mecanismo supressor 

que envolve a expressão de CD39 com a adaptação do hospedeiro ao parasito e a prevenção 

do progresso clínico da doença (SOUZA, et. al., 2012). 

 A interação entre PD-1 e PD-1L é outro mecanismo supressor utilizado pelas células 

T reguladoras que tem sido relatado no desenvolvimento de diversas patologias (SHARPE, 

et. al., 2007). Estudos demonstraram a relação deste mecanismo com o escape de células 

tumorais (IWAI, et. al., 2002; HIRANO, et. al., 2005). Segundo Malaspina et. al. (2011), 

pacientes com quelite actinica possuem maior frequência de células T co-expressando PD-1 

no sangue periférico e em amostras de tecido do que indivíduos do grupo controle. Desta 

forma, estas células teriam sua atividade suprimida e as células tumorais não seriam 

eliminadas (MALASPINA, et. al., 2011). Além disso, o bloqueio de PD-1 em células de 

pacientes com melanoma aumentou a resposta citotóxica antígeno específica e elevou a 

resistência a inibição mediada por células T reguladoras, um vez que limitou a capacidade 

supressora destas células (WANG, et. al., 2009).  
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 Nossos dados não mostraram diferença na expressão de PD-1L entre as diferentes 

formas clínicas ou entre cada forma clínica e os indivíduos não infectados (FIGURA 12). 

Contudo, identificamos maior expressão de PD-1 por células T reguladoras de pacientes 

com a forma clínica CARD do que indivíduos não infectados (FIGURA 14). Observamos 

também correlação positiva e estatisticamente significativa entre a expressão de PD-1 e PD-

1L por células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 de pacientes da forma clínica cardíaca da doença de 

chagas (FIGURA 15). Isto pode indicar que as células T reguladoras de pacientes na forma 

clínica cardíaca estariam morrendo por apoptose devido a interação entre o PD-1L e seu 

receptor PD-1, ambos expressos pela mesma célula T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
. Observamos 

também que o aumento na expressão de PD-1L por células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+ 
 se 

correlaciona negativamente com a apoptose de monócitos, linfócitos T CD4
+
 e CD8

+ 
 em 

pacientes do grupo CARD (FIGURA 13). Estes resultados cooperam com a apoptose de 

células T reguladoras e consequentemente menor supressão de outras células alvo. 

Tarrio et. al. (2012) avaliaram miocardite aguda em camundongos e verificou que a 

deficiência de PD-1 causou aumento o infiltrado inflamatório rico em neutrófilos e linfócitos 

T CD8
+
. Este mesmo estudo identificou in vitro que a ausência de PD-1 aumentou a 

atividade supressora de linfócitos T contra células endoteliais do miocárdio. Desta forma, 

PD-1 possui papel importante limitando a resposta de células T no coração (TARRIO, et. 

al., 2012). Na miocardite aguda induzida pelo T. cruzi em camundongos foi observado que 

existe uma elevada expressão de PD-1 e seus ligantes em células T e em células 

apresentadoras de antígenos. Camundongos tratados com anticorpos para bloquear PD-1, 

PD-1L e PD-2L apresentaram resposta inflamatória cardíaca aumentada, redução da 

parasitemia e do parasitismo tecidual, mas aumento da mortalidade dos camundongos 

(GUTIERREZ, et. al., 2011). Ao confrontar estas informações com os resultados 

encontrados neste trabalho, pode-se considerar a expressão de PD-1/PD-1L como uma 

importante tentativa de supressão da resposta imune e controle da resposta inflamatória 

cardíaca. 

Outros estudos indicam que a interação entre CD95 (FAS) e CD95-L (FAS-L) 

também apresenta papel importante no controle da miocardite induzida pelo T. cruzi (DE 

OLIVEIRA, et. al., 2007; RODRIGUES, et. al., 2008). A deficiência de CD95-L em 

camundongos mostrou redução significativa no infiltrado cardíaco e menor morte de 

cardiomiócitos (DE OLIVEIRA, et. al., 2007). Em outro estudo utilizando camundongos 

identificou-se maior expressão de CD95 e CD95-L em linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
 de 
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camundongos infectados com T. cruzi ao comparar com camundongos não infectados. Além 

disso, este mesmo trabalho mostrou que o bloqueio desta via de supressão utilizando anti-

CD95-L reduziu a morte de linfócitos T CD4
+
, bloqueou completamente apoptose de 

linfócitos T CD8
+
 e restaurou a capacidade de proliferação de linfócitos T CD8

+
 e reduziu a 

parasitemia na infecção aguda (GUILLERMO, et. al., 2007). 

Células T reguladoras de humanos expressam baixos níveis de CD95-L e esta 

expressão estaria relacionada com a expressão de FOXP3, visto que o gene que codifica a 

síntese de FOXP3 se localiza próximo do gene codificador para a molécula CD95L (WEISS, 

et. al., 2011). Nossos dados não mostraram diferenças com relação à expressão de CD95-L 

por células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 entre os diferentes grupos estudados (FIGURA 16). 

Porém, diferente do estudo conduzido por Guillermo et. al. (2007), identificamos correlação 

positiva e estatisticamente significativa entre a frequência de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
CD95-L

+
 e a apoptose de monócitos em pacientes com a forma 

clínica indeterminada (FIGURA 17). Isto indica que em pacientes com a forma clínica 

indeterminada as células T reguladoras poderiam estar causando preferencialmente a 

apoptose de monócitos. Desta forma, este mecanismo também seria responsável junto com a 

expressão de CD39 por reduzir a resposta inflamatória característica da forma clínica 

indeterminada.  

Neste trabalho observamos maior intensidade média de fluorescência de CD95 em 

células T reguladoras de pacientes com a forma clínica cardíaca do que em pacientes com a 

forma clínica indeterminada (FIGURA 18). Identificamos também que em pacientes da 

forma clínica cardíaca ocorre um aumento na intensidade média de fluorescência de CD95 e 

redução na expressão de CD-95L pelas células T reguladoras (FIGURA 19). Assim, existe 

uma tendência para apoptose de células T reguladoras de pacientes da forma clínica cardíaca 

devido à interação entre CD95 expresso na superfície das células T CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 e 

o CD95L expresso por outras células indutoras da apoptose. A apoptose de células T 

CD4
+
CD25

High
FOXP3

+
 em pacientes com a forma clínica cardíaca está de acordo com a 

menor frequência destas células observadas em pacientes desta forma clínica se comparado 

com pacientes com a forma clínica indeterminada (FIGURA 8). 

Segundo Weiss et. al. (2011) células T reguladoras de camundongos e humanos 

estariam sujeitas ao controle homeostático através da estimulação de CD95, o que 

controlaria a atividade supressora destas células. Relatos recentes mostraram que a 

expressão de CD95-L por células T CD4
+
 em tumores pode reduzir o número de células T 
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reguladoras e que a morte dessas células in vitro seria dependente da expressão de CD95 

(GRITZAPIS, et. al., 2010). Na colite induzida por medicamento também foi identificada a 

apoptose de células T reguladoras no tecido inflamado através da expressão de CD95 por 

estas células e CD95-L por um tipo celular não identificado (REARDON, et. al., 2008). 

Porém, esta constante eliminação de células T reguladoras via CD95 e CD95-L pode resultar 

em hiperatividade do sistema imune (WEISS, et. al., 2011). 

Estudos de cinética de expressão de FOXP3 por células TCD4+CD25
high

, realizados 

pelo nosso grupo de pesquisa, demonstraram que pacientes apresentando a forma clínica 

IND mantêm a expressão de FOXP3 após estimulação in vitro por antígenos do T.cruzi, 

enquanto os pacientes do grupo CARD apresentam uma diminuição da expressão dessa 

molécula após o terceiro dia de cultura (DE ARAUJO, et al., 2012). Desta forma, estes 

dados corroboram com a hipótese de apoptose das células T reguladoras de pacientes com a 

forma clínica cardíaca seja pela expressão de CD95 (FIGURA 18) e/ou por um possível 

mecanismo de suicídio através da expressão de ambas as moléculas PD1 e PD1-L (FIGURA 

15). 

O envolvimento das citocinas no controle e/ou desenvolvimento da cardiopatia 

chagásica é bem estudado (BAHIA-OLIVEIRA, et. al., 1998; FERREIRA, et. al., 2003; 

GOMES, et. al., 2003; TALVANI, et. al., 2004; ARAÚJO-JORGE, et. al., 2008; CUNHA-

NETO, et. al., 2009; D’ÁVILA, et. al., 2009). De Araújo et. al. (2012) mostraram que 

células T reguladoras de pacientes com a forma clínica indeterminada da doença de chagas 

expressam mais IL-10 do que as células T reguladoras de indivíduos não infectados. Com 

relação aos pacientes com a forma clínica cardíaca, as células T reguladoras destes pacientes 

expressam mais IFN-, TNF-α e IL-6 do que as células T reguladoras de pacientes com a 

forma clínica indeterminada (DE ARAÚJO, et. al., 2012). Recentemente foi relatado que as 

células T reguladoras são capazes de secretar IL-17 e manter a capacidade supressora 

(BERIOU, et. al., 2009; VOO, et. al., 2009). A IL-17 tem emergido como uma citocina 

importante na resposta imune em diversas patologias e seu papel protetor tem sido descrito 

em infecções bacterianas e fúngicas (MIYAZAKI, et.al., 2010; MAI, et. al., 2011; PAPPU, 

et. al., 2011).  

Diferentes estudos relatam a interação entre IL-17 e a apoptose de vários tipos 

celulares. Na síndrome coronariana aguda a IL-17 está envolvida na patogênese da 

aterosclerose, pois promove a secreção do fator Von willebrand e este induz a apoptose de 

células endoteliais vasculares (ZHU, et. al., 2011). Outro estudo demonstrou que diferentes 
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concentrações de IL-17 estão relacionadas com apoptose de neutrófilos de indivíduos 

saudáveis (ZHANG, et. al., 2006).  

Na doença de chagas, camundongos agudamente infectados pelo T. cruzi 

apresentaram elevada produção de IL-17 por células NK, linfócitos T CD4
+
, CD8

+
 e 

linfócitos T Animais deficientes em IL-17 apresentaram também redução nos níveis de 

IFN-, TNF-α e IL-6, fator que contribuiu com aumento na parasitemia e mortalidade. Neste 

caso, IL-17 mostrou controlar a produção de citocinas por células T, reduzir a ativação de 

neutrófilos e ser um fator protetor para o hospedeiro (MIYAZAKI, et. al., 2010). Guedes et. 

al. (2012) demonstrou maior expressão de IL-17 por células T CD4
+
 de pacientes com 

cardiomiopatia chagásica suave do que por células T CD4
+
 de indivíduos não infectados. 

Além disso, o mesmo trabalho mostrou correlação positiva e significativa entre a frequência 

de células T CD4
+
IL-17

+
 e a frequência de células T CD4

+
CD25

High
FOXP3

+
 (GUEDES, et. 

al., 2012).  

No presente estudo identificamos que pacientes com a forma clínica indeterminada 

apresentam maior produção de IL-17 por células T reguladoras se comparado com pacientes 

com a forma clínica cardíaca (FIGURA 20). Observamos também relação entre o aumento 

nos níveis de IL-17 e o aumento na frequência de células T CD4
+
 caspase 3

+
 ou células T 

CD8
+
 caspase 3

+
 em pacientes com a forma clínica indeterminada (FIGURA 21). Já nos 

pacientes com a forma clínica cardíaca o aumento nos níveis de IL-17 foi acompanhado do 

aumento na frequência de células T CD8
+
 caspase 3

+
 (FIGURA 22). Estes dados sugerem 

que a produção de IL-17 na doença de chagas humana pode ser um fator protetor, como 

descrito por Miyazaki et. al. (2010) no modelo experimental. A produção de IL-17 pode ser 

responsável pelos menores níveis de IFN- observados em pacientes na forma clínica 

indeterminada e assim controlar a resposta inflamatória. Além disso, os altos níveis de IL-17 

podem estar relacionados com a apoptose de células T efetoras. 

Dos Reis et. al. (2009) observou a apoptose de linfócitos T CD4
+
 após estimular as 

células de camundongos infectados pelo T. cruzi. Ao utilizar a droga pan inibidora de 

caspases, com o intuito de inibir a apoptose na doença de Chagas experimental, ocorreu a 

inibição da expressão de caspase 3 e redução da apoptose de células T e B (DOS REIS, et. 

al., 2009). Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que entre as populações 

celulares avaliadas, os monócitos são as células que mais sofrem apoptose na presença do 

estímulo com os antígenos do T. cruzi em todos os grupos estudados (FIGURA 9).  
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Os monócitos são células responsáveis pelo reconhecimento e eliminação de 

patógenos e por produzir espécies reativas de oxigênio, citocinas inflamatórias e 

quimiocinas. Porém, a produção destes mediadores inflamatórios é potencialmente 

prejudicial para o hospedeiro, sendo, portanto fortemente controlada por mecanismos 

reguladores (STEEVELS & MEYAARD, 2011). Diante disso, a maior apoptose de 

monócitos do que de outras populações celulares nos diferentes grupos estudados, indica que 

esta pode ser uma população celular alvo das células T reguladoras nas diferentes formas 

clínicas, que através de diversos mecanismos tenta controlar a resposta imune não apenas 

reduzindo a atividade inflamatória dos monócitos, mas também diminuindo a capacidade de 

apresentação de antígenos e ativação de linfócitos T efetores. Porém, nos pacientes com a 

forma clínica cardíaca, a supressão dos monócitos parece não ser suficiente e outros 

mecanismos como a apoptose das células T reguladoras podem colaborar com a não 

eficiência do sistema imune em controlar a inflamação. O estudo das células T reguladoras 

no contexto da infecção tem mostrado que essas células formam um componente essencial 

para a proteção do hospedeiro através de sua atividade de limitar uma resposta imune 

exagerada. Entretanto, a presença destas células pode também ser prejudicial para o 

hospedeiro uma vez que podem auxiliar na persistência do patógeno suprimindo a resposta 

imune efetora contra o parasito (MILLS, 2004). A indução da apoptose como mecanismo 

supressor induzido pelas células T reguladoras pode ser importante para impedir uma 

resposta imune exagerada montada contra o T. cruzi como observado nos pacientes com a 

forma clínica indeterminada. No entanto mecanismos que envolvem estas células parecem 

estar também relacionados com a progressão da doença para a forma clínica cardíaca. 

O papel das células T reguladoras na infecção pelo T. cruzi ainda não foi 

estabelecido, neste estudo observamos diferenças quanto à frequência destas células e a 

expressão fenotípica de moléculas relacionadas a apoptose entre os grupos de pacientes com 

a forma clínica indeterminada e cardíaca ou entre as distintas formas clínicas e o grupo de 

indivíduos não infectados. A expressão diferencial de cada molécula indutora de apoptose e 

seus receptores sugere que mecanismos supressores distintos possam estar atuando em cada 

forma clínica da doença de chagas. 
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8.0 - CONCLUSÃO 

 

Os resultados adquiridos com o desenvolvimento deste trabalho trouxeram um 

melhor entendimento sobre o papel das células T reguladoras, bem como sobre a apoptose 

como mecanismo de supressão induzidos por estas células e avaliada através da expressão 

de moléculas indutoras de morte celular e seus receptores. A partir dos dados apresentados 

neste estudo, conclui-se, que diferentes mecanismos indutores de apoptose parecem estar 

relacionados com o desenvolvimento da forma clínica indeterminada ou cardíaca da doença 

de Chagas. Desta forma, a indução da apoptose pelas células T reguladoras de pacientes com 

a forma clínica indeterminada seria responsável por controlar o desenvolvimento da 

miocardiopatia. No entanto, a apoptose das células T reguladoras de pacientes com a forma 

clínica cardíaca levaria a menor frequência destas células e consequentemente reduzida 

capacidade de regulação da resposta imune e assim maior morbidade neste grupo. 

Estes achados reforçam a importância das células T reguladoras no desenvolvimento 

das diferentes formas clínicas da doença de chagas, sugerindo que a resposta imune contra o 

T. cruzi pode ser regulada através de distintos mecanismos supressores, entretanto os 

mecanismos presentes nos pacientes com a forma clínica cardíaca parecem reduzir a 

atividade das células T reguladoras ou não serem suficientes para controlar resposta 

inflamatória. 
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10.0 - ANEXO I PRODUÇÃO CIENTÍFICA 

 

Apresentação de trabalhos em congressos: 

 

-"APOPTOSIS AS MECHANISM OF SUPRESSION OF REGULATORY T CELLS IN 

CHAGAS DISEASE.” DAMASIO, MPS; ROCHA, MOC; FERREIRA, KS; 

VALENTE,VAA; FARES,RCG; CORREA-OLIVEIRA, R; GOMES, JAS. III European 

congress of immunology, held on September 5th - 8th 2012, in Glasgow, Scotland. 

Apresentação em formato de pôster. 

-“DIFFERENT APOPTOTIC MECHANISMS PRESENTED BY REGULATORY T 

CELLS ARE INVOLVED IN THE DEVELOPMENT OF CHAGAS DISEASE.” 

DAMASIO, MPS; CORREA-OLIVEIRA, R; FERREIRA, KS; VALENTE, VAA; FARES, 

RCG; SOUSA, GR; ARAUJO, AD; MEDEIROS, NI; CHAVES, AT; DE ARAUJO, FF; 

DUTRA, WO; ROCHA, MOC; GOMES, JAS. XXXVII Congress of the Brazilian Society 

of Immunology, held on October 20th - 24th 2012 in Campos do Jordão, São Paulo, Brazil. 

Apresentação em format de poster. 

Artigos publicados 

 

- DE ARAÚJO FF, CORRÊA-OLIVEIRA R, ROCHA MO, CHAVES AT, FIUZA JA, 

FARES RC,FERREIRA KS, NUNES MC, KEESEN TS, DAMASIO MP, TEIXEIRA-

CARVALHO A, GOMES JA. Foxp3+CD25(high) CD4+ regulatory T cells from 

indeterminate patients with Chagas disease can suppress the effector cells and cytokines and 

reveal altered correlations with disease severity. Immunobiology. 2012 Aug;217(8):768-77. 
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Participação em eventos 

 

- IV Simpósio de Biologia Celular - Prof. Ângelo Barbosa Monteiro Machado. Realizado de 

8 a 12 de Agosto de 2011, na Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, 

Brasil. 

 

-XXXVI Brazilian Congress of Immunology held on October 15
th

 - 19
th

 2011 in Foz do 

Iguaçu- Paraná, Brazil. 

 

- XXVI Reunião de Pesquisa Aplicada em Doença de Chagas e XV Reunião de Pesquisa 

Aplicada em Leishmanioses, realizadas em 26, 27, 28 de Outubro de 2011 na Universidade 

Federal do Triângulo Mineiro, Uberaba, Minas Gerais, Brasil. 

 

- Simpósio Professor Alfredo Goes - Integrando Ciência e Educação. Realizado nos dias 12 

e 13 de Abril na Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, 

Brasil. 

 

- I Simpósio de Integração dos programas de Pós-graduação em Biologia Celular e V 

Simpósio de Biologia Celular da UFMG - Prof. Luiz Renato de França. Realizado no 

período de 27 a 31 de Agosto no CAD1 da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo 

Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 

 

- III European Congress of Immunology held on September 05
th

 - 08
th

 2012 in Glasgow, 

United Kingdom. 


