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RESUMO 

 A identificação da subpopulação de células T CD4+CD25
high

FOXP3+ e do seu 

papel como células T reguladoras (TREG) têm sido objeto de diversos estudos, devido 

ao papel crítico dessas células na manutenção da auto-tolerância, bem como na defesa 

contra infecções. Os mecanismos de supressão mediados por células T reguladoras 

CD4+CD25
high

FOXP3+ são ainda pouco compreendidos. De fato, estudos in vitro sobre 

a caracterização das células TREG em animais e humanos favorecem a hipótese de que 

o mecanismo de ação destas células pode depender do contato célula-célula e/ou de 

citocinas. A expressão de FOXP3 tem sido descrita como um importante fator para o 

desenvolvimento e atividade funcional dessas células. Embora a função dessa população 

celular ainda não esteja clara na doença de Chagas, estudos anteriores já demonstraram 

que a frequência de células TCD4+CD25
high

FOXP3+ é maior em pacientes portadores 

da forma clínica indeterminada (IND). Assim, o objetivo principal deste estudo é 

investigar a associação entre polimorfismos do gene FOXP3 e o desenvolvimento de 

formas clínicas graves da doença de Chagas. Neste trabalho, o DNA extraído a partir do 

sangue periférico de pacientes com as formas clínicas indeterminada e cardíaca (CARD) 

da doença de Chagas foi utilizado para analisar a presença de polimorfismos funcionais 

do gene FOXP3. Ensaios de PCR em tempo real foram conduzidos, utilizando 

iniciadores dirigidos para o SNPS -3279 C/T e -3499 G/T, localizados no intron-1 do 

gene FOXP3. Em indivíduos do sexo feminino as frequências genotípicas e alélicas 

foram associadas com diferentes formas clínicas da doença de Chagas. O estudo do 

polimorfismo -3499 G / T mostrou que o genótipo heterozigoto (GT) está associado 

com a forma clínica IND (p= 0,04). Outras análises mostraram a associação da 

ocorrência do alelo polimórfico (T + -3499 G / T) com a forma clínica indeterminada (p 

= 0,016, OR =0,295), sugerindo um papel protetor para o polimorfismo avaliado. Este 

perfil é associado com a elevada expressão do FOXP3 em células TREG. Os nossos 

resultados sugerem que polimorfismos funcionais no gene FOXP3 em células TREG 

podem ter um papel importante na infecção pelo T. cruzi, provavelmente através do 

controle da resposta imune e consequentemente controlando a morbidade. 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas, polimorfismo e gene FOXP3. 
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ABSTRACT 

The identification of the CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 subset and of its role as 

regulatory T cells (TREG) has been the object of intense studies due to the putative 

critical role of these cells in maintaining self-tolerance, as well as in defense against 

infections. The suppressive mechanisms mediated by CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
T 

regulatory cells are not yet understood. In fact, in vitro studies on the characterization 

of TREG cells in mice and humans favor the hypothesis that the mechanisms of action 

these cells depends on cell-cell contact and/or on cytokines. FOXP3 expression by 

these cells has been described as an important factor for their development and 

functional activities. Although there are no evidences for a clear function of this cell 

population in Chagas disease, we have previously demonstrated that the frequency of 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 T cells is augmented in patients with the indeterminate clinical 

form (IND). Thus, the objective of this study is to investigate the association between 

FOXP3 gene polymorphisms and the development of severe clinical forms of Chagas 

disease. In this study, DNA extracted from peripheral blood of patients with the IND 

and cardiac (CARD) clinical forms of Chagas disease were used to analyze the 

presence of functional polymorphisms of the FOXP3 gene. Real-time PCR using 

primers directed to the SNPS -3279 C/T and -3499 G/T, located in the intron-1 of the 

FOXP3 gene were conducted. In female individuals genotypic and allelic frequencies 

were associated with different clinical forms of Chagas disease. The study of -3499 

G/T polymorphisms showed that heterozygosity of this genotype (GT) was associated 

with IND patients (p=0,04). Other analyses showed an association between the 

occurrence of polymorphic allele (T+ -3499 G/T) and the IND clinical form (p=0,016 , 

OR=0,295), suggesting a protective role for the evaluated polymorphism. This profile 

is associated with high expression of FOXP3 in TREG. Our results suggest that 

functional polymorphisms in the FOXP3 gene in TREG cells may have an important 

role in T. cruzi infection, probably by controlling the exacerbated immune response 

and consequently controlling morbidity.  

 

Keywords: Chagas Disease, polymorphisms and FOXP3 gene. 
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1.1-Considerações sobre a doença de Chagas 

 

A doença de Chagas foi primeiramente descrita em 1909 por Carlos Chagas, 

que reportou seus elementos clínicos, anatomopatológicos, epidemiológicos, bem 

como seu agente etiológico, Trypanosoma cruzi, transmitido por insetos da ordem 

Hemíptera (ROMANA, 1956). Após um século de sua descoberta, a doença de Chagas 

continua a ser um sério problema de saúde e econômico em muitos países da América 

Latina. Além disso, devido ao crescimento da migração populacional, um maior 

número de casos de doença de Chagas, importados da América Latina, tem sido 

detectado em áreas não endêmicas, tais como América do Norte e muitas partes da 

Europa, Ásia e Oceania (SCHMUNIS, 2007; STEINDEL, et al., 2008; SCHMUNIS & 

YADON, 2010; TANOWITZ, et al., 2009). Atualmente, a doença afeta cerca de 14 

milhões de pessoas e 60 milhões de indivíduos está em risco de infecção na América 

Latina (DE ALMEIDA, et al., 2011). Cerca de 21.000 pacientes morrem anualmente 

de causas relacionadas à doença de Chagas (ROCHA, et al., 2009).  

A doença de Chagas é a quarta causa de morte entre as doenças infecto-

parasitárias, sendo as faixas etárias mais atingidas acima de 45 anos (DIAS,  2007). 

Apesar dos grandes avanços obtidos no controle da transmissão natural, cerca de 

50.000 novos casos ocorrem a cada ano (DIAS et al., 2008).  

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. São 

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

pelo Trypanosoma cruzi, intervindo diretamente na sua veiculação ao ambiente 

domiciliar (VINHAES & DIAS, 2000). A transmissão vetorial se dá pelo contato do 

hospedeiro vertebrado com as fezes e/ou urina do hospedeiro invertebrado, 

contaminadas com as formas tripomastigotas do T. cruzi (BARRETO, 1979). A 

infecção dos insetos ocorre durante a sucção do sangue do hospedeiro vertebrado 

infectado, quando os tripomastigotas sanguíneos são ingeridos e, uma vez no intestino 

do inseto, passam por alterações morfológicas e fisiológicas transformando-se em 

formas epimastigotas e, posteriormente, em tripomastigotas metacíclicas. Os 

tripomastigotas metacíclicos são expelidos com as fezes e/ou urina do inseto vetor no 
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local da picada, durante o repasto sanguíneo, e penetram no hospedeiro através da pele 

lesada ou da mucosa. As formas tripomastigotas são altamente infectantes e podem 

invadir diversos tipos celulares, que incluem macrófagos, fibroblastos ou células 

epiteliais. Após ocorrer uma adesão firme entre as formas tripomastigotas e a célula 

hospedeira, os parasitos entram para o citoplasma, onde se transformam em formas 

amastigotas que se multiplicam por sucessivas divisões binárias, evoluindo, 

posteriormente, para as formas tripomastigotas. Ocorre, então, a lise celular e a 

liberação de novas formas infectantes. Estas formas podem invadir novas células 

localizadas no sítio de infecção, atingir também a corrente circulatória e os diversos 

tecidos do hospedeiro (STEINDEL, et al., 2008).  

Outras formas de transmissão também já foram descritas, como transfusional, 

congênita, por transplante de órgãos ou acidentes laboratoriais (DIAS, 2000). 

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 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, seja a forma oral ou transfusional, 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 (STEINDEL, et al., 2008). 

A análise de aspectos clínicos e laboratoriais de pacientes portadores da doença 

de Chagas permite classificar a infecção em fases aguda e crônica. A fase aguda é 

caracterizada inicialmente por um período pré-patente assintomático de 7 a 9 dias, 

após o qual, pode ocorrer um processo inflamatório inespecífico, devido a entrada do 

parasito. Nesta fase, que dura cerca de um a dois meses, há uma elevada parasitemia, 

provavelmente devido à intensa multiplicação do parasito, facilmente detectável por 

exames de sangue a fresco. Nesta fase, ocorre infecção ativa por parte do parasito 

gerando inflamação, o que pode levar a diferentes manifestações clínicas como febre, 

mal estar, linfadenopatia e hepatosplenomegalia (ROCHA, et al., 2003). A fase aguda 

da doença entra em remissão, onde ocorre à queda da parasitemia e da intensidade do 

processo inflamatório, devido à resposta imune do hospedeiro (TEIXEIRA, et al., 

2006).  
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A doença, então, evolui para a fase crônica caracterizada por escasso 

parasitismo tecidual e baixa parasitemia (ROCHA, et al., 2009). Nessa fase, os 

pacientes infectados podem manifestar quatro formas clínicas distintas: a 

indeterminada, a cardíaca, a digestiva e a cárdio-digestiva (WHO, 2000). 

A forma clínica indeterminada (IND) é observada na maioria dos pacientes 

(50-60%) que podem permanecer assintomáticos por períodos 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, et al., 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). Alguns 

eventos, como a miocardite focal, ocorre mesmo na forma indeterminada e torna-se 

mais intensa à medida que a doença progride para os estágios clínicos mais graves 

(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 

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).  

Acredita-se que cerca de 20 a 30% dos pacientes portadores da doença de 

Chagas podem desenvolver a forma clínica cardíaca (CARD), sendo que a mesma 

pode provocar insuficiência cardíaca, arritmias, tromboembolismo, derrame e em 

alguns casos, morte súbita (ROCHA, et al., 2009). A forma clínica CARD pode ser 

caracterizada pela presença de infiltrados inflamatórios multifocal de células 

mononucleares no miocárdio e no sistema de condução do coração e pela fibrose 

tecidual (FERREIRA, et al., 2003). A perda de cardiomiócitos por apoptose e sua 

substituição por tecido fibrótico parecem induzir ruptura das fibras musculares e 
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fascículos do músculo estriado cardíaco (TOSTES, et al., 2005). Estas mudanças 

podem levar ao mau funcionamento do sincício eletrofisiológico, causando 

insuficiência cardíaca e arritmias ventriculares. Danos ao sistema nervoso autônomo, 

especialmente o ramo parassimpático, podem também contribuir para um pior 

prognóstico entre esses pacientes. Estudos anteriores demonstraram um pior 

prognóstico para pacientes com miocardiopatia chagásica que para aqueles com outras 

causas de insuficiência cardíaca (ROCHA, et al., 2009).  

A infecção chagásica pode levar ainda a dilatações do cólon e/ou esôfago 

(megacólon e/ou megaesôfago), principais manifestações da forma clínica digestiva 

(DIG). A denominação de forma clínica DIG foi inicialmente proposta por DE 

REZENDE (1969) para os casos de pacientes que apresentavam a doença de Chagas, 

sem a presença de alterações cardíacas, mas com megaesôfago e megacólon bem 

caracterizados. No Brasil, a prevalência da forma digestiva tem sido estimada com 

base no diagnóstico da esofagopatia em inquéritos radiológicos feitos em populações 

chagásicas das áreas endêmicas. A esofagopatia chagásica foi considerada um bom 

indicador da forma digestiva, tendo em vista que muitas das alterações encontradas em 

outros setores do sistema digestivo ocorrem em associação com o megaesôfago. 

Estudos quantitativos de neurônios do plexo miontérico sugerem que a denervação do 

trato digestivo, mais evidente no esôfago e no cólon, 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. Este fato acarreta dificuldade de ingestão dos alimentos, que ficam em 

grande parte retidos no esôfago, resultando na formação do megaesôfago e/ou do 

megacólon (ANDREOLLO & MALAFAIA., 2009). 

A análise de particularidades na patologia das diferentes formas clínicas da 

doença de Chagas sugere que fatores múltiplos possam estar envolvidos no seu 

estabelecimento. Acredita-se que estas manifestações podem ser consequência de 

fatores ligados ao T. cruzi (cepa, virulência, antigenicidade, tropismo e tamanho do 

inóculo) e ao hospedeiro (idade, sexo, raça, genética, aspectos nutricionais e perfil da 

resposta imune) (DIAS, 2000).  
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1.2 - A resposta imune e as células T reguladoras 

 

O sistema imune é fundamental para o controle da parasitemia, mas, por outro 

lado, pode estar envolvido na progressão da cardiopatia chagásica, provavelmente 

devido à perda da regulação contra uma resposta induzida pelo parasito (DOS REIS, 

2011). Durante a fase crônica da doença de Chagas, os pacientes que desenvolvem a 

forma clínica cardíaca da doença, observa-se alta frequência de células TCD4+ e de 

TCD8+ efetoras, secretoras de altos níveis das citocinas inflamatórias TNF-α e IFN-γ, 

e uma diminuição de células com perfil regulador e baixa produção de IL10 (CUNHA-

NETO, et al., 2009, GOMES, et al., 2003, 2005, DE ARAUJO, et al., 2007). Por outro 

lado, os pacientes portadores da forma clínica indeterminada, além de apresentarem 

células ativadas produzindo citocinas inflamatórias, possuem também uma elevação 

no número de células com atividade reguladora e uma alta produção de citocinas tais 

como TGF-β e IL10 (CUNHA-NETO et al., 2009, GOMES, et al., 2003, 2005,  DE 

ARAUJO, et al., 2007). 

Os mecanismos utilizados na regulação da resposta imune em diferentes 

infecções ainda não estão elucidados, porém recentemente tem se observado a 

participação de subpopulações de células T CD4
+
 no controle da resposta imune 

induzida por doenças infecciosas e parasitárias. A presença de células T co-

expressando CD4 e altos níveis da molécula CD25(CD25 
high

) 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). Essas células denominadas T reguladoras (TREG) 

apresentam função protetora em várias situações infecciosas e patológicas. Existem 

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

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

expressa o marcador de superfície CD25 e o repressor de transcrição FOXP3. Essas 

células são naturalmente geradas no timo e constituem de 5 a 10% das células T CD4
+
 

periféricas em animais e humanos. (BAECHER-ALLAN, et al., 2001). O papel destas 

células mostra importância crucial na regulação de desordens auto-imunes, uma vez 

que está associada à manutenção da tolerância periférica. (BAECHER-ALLAN, et al., 

2002). As células TREG induzidas se originam na periferia através de uma variedade 

de estímulos e inclui diferentes subtipos de células T: células T reguladoras 1 (Tr1), 
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que secretam altos níveis de IL-10, nenhuma secreção de IL-4 e nenhum ou baixos 

níveis de IFN- e as células T helper 3 (Th3), que secretam altos níveis de TGF-β 

(MILLS, 2004). Acredita-se que as células Th3 e Tr1 seja a mesma célula secretando 

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

tecidual (BATTAGLIA, et al., 2002).  

Relacionado à doença de Chagas a participação das células T CD4
+
CD25

high 

tem demonstrado que pacientes portadores da forma clínica IND apresentam 

percentuais elevados dessas células quando comparado aos pacientes portadores da 

forma clínica CARD e indivíduos não infectados (DE ARAUJO, et al., 2007; 2011; 

VITTELLI-AVELAR, et al., 2005), sugerindo que essas células poderiam controlar as 

funções efetoras dos linfócitos T induzida pelo T. cruzi. A expansão de células T 

reguladoras pode ser benéfica durante a fase crônica da doença provavelmente por 

limitar o dano aos tecidos do hospedeiro, conduzindo a persistência da forma clínica 

indeterminada ao longo da vida. 

A participação de moléculas co-estimuladoras inibidoras, como o CTLA-4, 

pode ser um importante mecanismo de supressão utilizado pelas células T reguladoras. 

A expressão da molécula CTLA-4 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. Isto sugere que a força de sinalização do TCR, bem como, o 

grau de co-estimulação pode ter papel diferenciado na manutenção da função efetora 

das células T CD4
+
CD25

high 
(BAECHER-ALLAN, et al., 2001). Além da molécula 

CTLA-4, outras moléculas também foram descritas por estarem associadas com a 

função das células TREG ao induzir apoptose de células alvo, tais como CD95L, 

granzima e perforina (STRAUSS, et al., 2009; CZYSTOWSKA, et al., 2010). Outro 

mecanismo descrito é a participação das citocinas IL-10 ou TGF-β, bem conhecidos 

por suas atividades supressoras, podendo ser produzidas por células T reguladoras 

CD4
+
CD25

high
 ou indiretamente por células 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). Esta citocina foi identificada primeiramente em células T de memória e 

atua através da indução da produção de citocinas proinflamatórias, quimiocinas, 

fatores estimuladores de colônia, β-defensinas e metaloproteinases (STRZEPA & 
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SZCZEPANIK, 2011). Além disso, IL-17 regula os mecanismos de defesa do 

hospedeiro contra organismos infecciosos promovendo a granulopoiese e a migração 

de neutrófilos (VOO, et al., 2009). Estudos realizados envolvendo a infecção 

experimental pelo T. cruzi mostraram que a produção de IL-17 na fase aguda da 

infecção é responsável por controlar a inflamação cardíaca e direcionar a resposta para 

o perfil do Tipo Th2 (GUTIERREZ, et al., 2009; GUEDES, et al., 2010). Nosso grupo 

observou que as células TREG de pacientes com a forma clínica IND produzem níveis 

elevados de IL-10 e IL-17 sugerindo um possível mecanismo de supressão envolvido 

por essas células (DE ARAUJO et al., 2012). É provável que as células TREG 

empreguem mecanismos distintos para regular a resposta imune em indivíduos 

portadores das formas clínicas indeterminada e cardíaca. Portanto, o mecanismo pelo 

qual essas células participam da complexa interação entre parasito-hospedeiro ainda 

precisa ser completamente elucidado (SHATLER-AVELAR, et al., 2009). 

 

1.3 - O gene repressor de transcrição FOXP3, mutações e polimorfismos genéticos  

 

Para o estudo das células TREG, várias moléculas são utilizadas para sua 

caracterização. Dentre essas moléculas destacam-se CTLA-4, CD103, CD62L, 

CD45RO (BAECHER-ALLAN et al., 2001). Além disso, o receptor induzido por 

glicocorticóide (GITR) (SHIMIZU et al., 2002) e FOXP3 (FONTENOT et al., 2003) 

são marcadores adicionais importantes na caracterização destas células. Estudos 

recentes mostram que em células T CD4
+
CD25

high
 há alta expressão do gene FOXP3 

contrastando com células T virgens e em células T CD4
+
CD25

-
 recém ativadas onde 

há baixa expressão deste gene, sugerindo 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 mostrada 

claramente em animais “knock-out” para FOXP3 onde ocorre a perda da regulação e 

desenvolvimento de doença autoimune. O FOXP3 é um gene importante para a 

diferenciação e maturação dessas células. Através da interação com fatores de 

transcrição, o FOXP3 suprime uma variedade de genes relacionados a doenças 

inflamatórias e promove a expressão de genes associados às funções das células TREG 

(XIAO, et al., 2010).  O repressor de transcrição FOXP3 está localizado no 

cromossomo X e possui três domínios funcionais distintos: domínio “dedo de zinco” 
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(aminoácidos 200-223); domínio “Ziper de leucina” (aminoácidos 240-261) e domínio 

“forquilha carboxi- terminal” (aminoácidos 338-421) (FIGURA 1) (XIAO, et al., 

2010). 

 FOXP3 é um membro da subfamília de quatro fatores de transcrição (FOXP1, 

FOXP2, FOXP3 e FOXP4). Todas as quatro proteínas contêm uma estrutura parecida, 

no entanto FOXP3 difere dos outros membros da família por possuir um domínio 

terminal rico em prolina, enquanto os outros membros possuem glutamina em seus 

domínios terminais. Esta diferença parece contribuir para o papel de FOXP3 na 

regulação e desenvolvimento das células TREG, uma vez que esta região estrutural é 

necessária para o recrutamento de outros co-reguladores (XIAO, et al., 2010) 

 

FIGURA 1: Estrutura representativa do gene repressor de transcrição FOXP3.  

Em amarelo está demonstrado o domínio repressor; em verde está demostrado o 

domínio “dedo de zinco” (aminoácidos 200-223); em azul o domínio “zíper de 

leucina” (aminoácidos 240-261) e em vermelho o domínio “forquilha 

carboxiterminal” (aminoácidos 338-421). Modificado de VLIET, et al., 2007. 

 

Segundo CHEN (2010), a citocina TGF-β pode induzir a expressão de FOXP3 em 

células T virgens, mas os mecanismos pelos quais essa indução e regulação acontecem 

ainda não foram estabelecidos. Uma importante função de FOXP3 é regular a 

produção de uma variedade de citocinas através da interação com uma gama de 

proteínas e fatores de transcrição. Dentre estes, a interação de FOXP3 com o fator 

nuclear de células T ativadas (NFAT) e com o fator nuclear kB (NF-kB) estão bem 

documentadas (LOIZOU, et al., 2011). A associação de FOXP3 ao NFAT reprime a 

ativação dos promotores para as citocinas IL-2, IL-4 e IFN-γ (FIGURAS 2 e 3). Além 

disso, a interação entre estes dois fatores pode induzir alguns marcadores típicos das 

células T reguladoras dentre eles o CD25 e o CTLA-4 (XIAO, et al., 2010) . 
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FIGURA 2: Interação de FOXP3 com o NFAT e com o fator NF-kB.  

A figura 2A, representa a transcrição do gene da interleucina 2 (IL2) através da 

interação entre  NFAT e NF-kB em células T CD4 efetoras, após ativação via receptor 

de células T (TCR), CD3 e CD28.A figura 2B representa a interação direta do FOXP3 

aos promotores da citocina IL2 após ativação via TCR, CD3 e CD28.  A figura 2C 

representa a inibição indireta da sintése de IL2, uma vez que FOXP3 pode ativar a 

transcrição de fatores que inibem a sinalização via complexo TCR e CD28. 

Modificado de CAMPBELL, et al., 2007. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3: Regulação do NFAT mediada pala transcrição de genes em células T 

reguladoras.  

Na figura 3A está demonstrada a ativação de células T convencionais aonde o NFAT 

se liga a AP1. Na figura 3B está demonstrada a ativação de células TREG aonde o 

NFAT interage com o repressor de transcrição FOXP3. Devido a essa diferença no 

perfil de ativação celular um conjunto diferente de genes será transcrito em ambos os 

tipos de células. Sendo que na figura B serão transcritos genes associados ao FOXP3.  

Modificado de VLIET, et al., 2007. 
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O FOXP3 pode interagir também com os outros membros da família FOXP 

através da formação de um complexo que é capaz de associar-se a alvos presentes nos 

promotores, reprimindo a expressão de alguns genes. Alterações discretas na estrutura 

de FOXP3 são determinantes para sua função. Por exemplo, a exclusão de apenas um 

aminoácido dentro da região “leucine-zipper” pode alterar a oligomerização de 

FOXP3 e sua hetero-associação com FOXP1. Como consequência a associação entre o 

FOXP3 mutante e o promotor da citocina IL-2 não é eficiente e a repressão sobre a 

transcrição exacerbada dessa citocina não acontece (TORGERSON, et al., 2009). A 

propriedade de ligação ao DNA que é prejudicada em formas mutantes do FOXP3 

pode ser considerada responsável pelo fenótipo de pacientes com algumas síndromes 

auto-imunes (XIAO, et al., 2010). 

Diversos autores já demonstraram que a produção/expressão das diversas 

moléculas relacionadas com a imunorregulação, como as citocinas e as moléculas co-

estimulatórias, está diferencialmente influenciada por polimorfismos genéticos 

presentes na população (KROEGER, et al., 2007; MAURER, et al., 2002). 

Polimorfismo genético é a denominação dada à coexistência de mais de uma forma 

variante de um gene num dado lócus, na frequência acima de 1-2%, na constituição 

genética de uma população (De NARDIN, 2009). Os tipos mais comuns de 

polimorfismos são: segmentos repetidos in tandem (nucleotídeos de mini e 

microsatélites), deleções/ inserções/ duplicações de segmentos pequenos ou grandes e 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs). Os SNPs são sítios no genoma onde a 

sequência de DNA de uma porcentagem de indivíduos da população difere por uma 

única base (De NARDIN, 2009). 

A presença do polimorfismo em um determinado gene pode ou não acarretar em 

alterações funcionais. A maioria dos polimorfismos é encontrada nas regiões não 

codificadoras dos genes (introns), mas que podem influenciar no padrão de expressão 

da molécula por constituir regiões de interação com fatores de transcrição. Já os 

polimorfismos presentes nos exons e na região promotora afetam diretamente esses 

padrões. Há cerca de 10 milhões de polimorfismos de base única no genoma humano 

sendo que cada um poderia representar a chave para entender riscos envolvendo 

doenças (BRADBURY, et al., 2004).  

Já foram identificados polimorfismos de base única no gene FOXP3 e sua 

possível associação com a suscetibilidade a doenças auto-imunes, provavelmente por 
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alterar a expressão e/ou a função de FOXP3  (SANCHEZ, et al., 2005; BJORNVOLD, 

et al., 2006). Entretanto com relação à doença de Chagas ainda não foram 

demonstradas associações entre polimorfismos presentes no gene FOXP3 e as 

diferentes formas clínicas. Portanto observa-se a importância de estudos adicionais 

para o melhor esclarecimento quanto aos aspectos genéticos individuais em portadores 

da doença da Chagas. 

Alterações em domínios funcionais presentes na região terminal do gene 

FOXP3 foram identificadas e parecem estar envolvidas em uma mudança na estrutura 

tridimensional desse gene. Além disso, essas alterações podem levar a uma diminuição 

na estabilidade do RNA mensageiro do FOXP3 (VLIET, et al., 2007). Outros estudos 

mostram ainda, a associação entre a Esclerose Múltipla com anormalidades no 

processamento e no nível de expressão de FOXP3 em células T CD4
+
CD25

high
, 

estabelecendo uma ligação direta entre imunorregulação e um marcador genético 

(HUAN, et al., 2005). 

 

 

1.4-FOXP3 e sua localização no cromossomo X 

 

O gene repressor de transcrição FOXP3 está presente no cromossomo X e esta 

localização pode interferir de forma diferencial no padrão de transcrição da molécula 

entre os diferentes gêneros. Em geral as fêmeas são mais saudáveis e vivem mais do 

que os machos dentre as várias espécies de mamíferos inclusive os humanos. Os 

indivíduos do sexo masculino apresentam menores taxas de sobrevivência a doenças 

infecciosas, uma vez que os mesmos apresentam infecções com maior frequência e 

gravidade. Essas observações clínicas podem ser confirmadas pelo fato de que ao 

longo da evolução os homens adquiriram uma resposta imunológica menos efetiva do 

que as mulheres. O cromossomo X pode ser parcialmente responsável por essa maior 

resposta do sistema imune feminino (LIBERT, et al., 2010). 

Em alguns casos mutações e polimorfismos em um gene associado ao 

cromossomo X podem ser tão graves que se tornam incompatíveis com a vida. O 

cromossomo X possui outros genes que estão envolvidos com a resposta imune, como 

o CD40 ligante (CD40L) e o inibidor do fator nuclear kβ (Ikβ) e as variações que 

ocorrem naturalmente em uma das cópias de qualquer um desses genes, pode resultar 
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em dois alelos diferentes com capacidades regulatórias distintas. Para as mulheres esse 

evento pode significar uma diversidade fisiológica adicional, pois as fêmeas 

heterozigotas podem evitar os efeitos deletérios de mutações e polimorfismos 

genéticos e também se beneficiar da diversidade adicionada através da resposta a 

novos desafios imunológicos, como a infecção por diferentes agentes etiológicos 

(LIBERT, et al., 2010). 

 

1.5- Polimorfismos genéticos na doença de Chagas  

 

Diversos trabalhos já demonstraram que polimorfismos genéticos nos 

hospedeiros humanos possam estar associados a uma suceptibilidade ao 

desenvolvimento da forma clínica cardíaca da doença de Chagas (CALZADA, et al., 

2001). Dentro desse contexto, já foram relatados que genes de citocinas IL-10, IL-1β, 

IL-12β e TNF-α podem estar relacionados com as formas clínicas graves da doença. 

(COSTA, et al., 2009, FLÓREZ, et al., 2006, ZAFRA, et al., 2007, RODRIGUEZ-

PEREZ et al., 2005). Em estudo desenvolvido por CALZADA (2009), a frequência do 

genótipo alto produtor de TGF-β1 foi maior no grupo de pacientes das populações 

peruana e colombiana quando comparados ao grupo controle, indicando 

suscetibilidade diferencial à infecção pelo T. cruzi. Além disso em estudo 

desenvolvido por COSTA (2009), o polimorfismo relacionado a baixa expressão da 

citocina imunomoduladora IL-10 se mostrou associado com a forma clínica cardíaca 

em pacientes portadores da doença de Chagas. 

Dada a importância dos mecanismos inflamatórios para a patogênese da 

cardiopatia chagásica, a susceptibilidade genética pode resultar de relevantes 

polimorfismos funcionais, que levam a variações na intensidade da resposta imune 

inata ou adquirida envolvidas na patogênese da doença. Portanto, o potencial genético 

de expressão de determinadas moléculas é importante no curso clínico da doença em 

sua forma crônica.  

A busca de associações entre genes candidatos com o desenvolvimento da 

cardiopatia chagásica tem sido focada em genes envolvidos na resposta imune e 

inflamação. Considerando que a doença de Chagas tem característica multifatorial 

estima-se que cada gene esteja cerca de 1 a 10% envolvido na evolução da doença. No 

entanto, a identificação de genes e combinações genéticas em conjunto com fatores 
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ambientais, pode levar ao reconhecimento de indivíduos infectados pelo T.cruzi que 

poderão potencialmente desenvolver formas clínicas graves da doença (CUNHA-

NETO, et al., 2009).  
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            Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doença 

de Chagas e sua morbidade são ainda pouco compreendidos. A análise de 

particularidades na patologia das diferentes formas clínicas sugere que fatores 

múltiplos possam estar envolvidos no seu estabelecimento. Devido a esses fatores, a 

busca por marcadores genéticos e imunológicos que possam caracterizar diferenças 

entre pacientes com a forma IND e CARD faz-se ainda necessária para compreensão 

da dinâmica desse processo. 

Polimorfismos estruturais presentes no gene FOXP3 são investigados em 

diversas doenças de caráter inflamatório e autoimune. A presença de determinadas 

variantes gênicas está associada a alterações da expressão dessa proteína (ZHANG, et 

al., 2009; BASSUNI, et al., 2003; BOTEMMA, et al ., 2010). Estudos recentes 

realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que pacientes portadores da 

forma clínica IND apresentam uma maior frequência de células T reguladoras 

CD4
+
CD25

high
 co-expressando FOXP3 em relação aos indivíduos com a forma clínica 

CARD, sugerindo um possível envolvimento dessas células no controle da morbidade 

da doença (DE ARAUJO, et al., 2007; 2009). Portanto, este estudo foi desenvolvido 

dentro da hipótese de que a presença de polimorfismos estruturais do gene FOXP3 

está associada com uma expressão diferencial dessa molécula nas células TREG dos 

indivíduos portadores das diferentes formas clínicas da doença de Chagas. 

Dessa forma nos propomos a investigar, se existem correlações entre o papel 

de células T reguladoras e polimorfismos do gene FOXP3, com o controle da 

gravidade da doença em suas diferentes formas clínicas. Portanto esse estudo pretende 

contribuir com o melhor entendimento dos mecanismos imunogenéticos relacionados 

ao hospedeiro, envolvidos na patofisiologia da doença de Chagas.  
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3.1-Objetivo Geral:  

 

Avaliar a ocorrência de polimorfismos do tipo base única no gene FOXP3 em 

pacientes portadores da doença de Chagas e estabelecer as possíveis associações com 

o desenvolvimento das diferentes formas clínicas dessa doença.   

 

3.2-Objetivos específicos: 

 

-Analisar a presença ou ausência de alelos polimórficos, pela identificação de 

polimorfismos do tipo base única localizados em genes codificadores para o FOXP3, 

em pacientes do gênero masculino apresentando as formas clínicas indeterminada e 

cardíaca da doença de Chagas e indivíduos não infectados; 

 

-Determinar frequências alélicas e genotípicas, pela identificação de polimorfismos do 

tipo base única, localizados no gene FOXP3, em pacientes do gênero feminino 

apresentando as formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença de Chagas e 

indivíduos não infectados; 

 

-Avaliar a expressão da molécula FOXP3 por células TCD4
+
CD25

high 
do sangue 

periférico de pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada e cardíaca da 

doença de Chagas;  

 

-Testar a associação entre os genótipos (frequência alélica de FOXP3) e a presença ou 

ausência de alelos polimórficos com os fenótipos (perfil de expressão de FOXP3) 

encontrados, nas diferentes formas clínicas da doença de Chagas;  

 

-Correlacionar os genótipos e fenótipos encontrados conjuntamente com dados 

clínicos preditores de prognóstico (fração de ejeção do ventrículo esquerdo e diâmetro 

ventricular diastólico esquerdo) dos portadores das formas crônicas da doença de 

Chagas. 
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4.1-Caracterização da população de estudo  

 

Os pacientes com doença de Chagas foram recrutados durante a consulta 

clínica de rotina no 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. 

Em todos os pacientes incluídos neste trabalho foram realizados exame clínico 

completo (Escore de Framingham e Classe funcional – NYHA), exames 

complementares que incluem raio-X de tórax, eletrocardiograma convencional, 

esofagograma com pesquisa de retenção (técnica de Neuheuser), enema opaco de 

enchimento sem preparo (sendo os dois últimos solicitados apenas para definição da 

forma indeterminada ou esclarecimento de constipação intestinal), ECG basal em 

repouso e a eletrocardiografia dinâmica (Holter), telerradiografia de tórax em póstero-

anterior e perfil e Ecodoplercardiografia transtorácica. Para fins de definição do grau 

de comprometimento cardíaco, foi adotada a classificação habitual no Ambulatório de 

Referência CTR-DIP: 

 

IND: pacientes assintomáticos com sorologia positiva para o T. cruzi, ECG e 

radiografias de tórax e tubo digestivo normais. Exames mais sensíveis (Holter e teste 

de esforço) normais. 

CARD V: pacientes com todas (ou parciais) manifestações cardíacas, porém 

apresentando 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). 

O projeto proposto tem aprovação do comitê de ética em pesquisa (Parecer -

29/2008- CPESH-CPqRR). 

Foram selecionados ao todo 203 pacientes controles e portadores da fase 

crônica da doença de Chagas, sendo 61 pacientes com a forma clínica IND, 71 

pacientes com forma clínica CARD e 71 indivíduos não infectados, com a idade 

variando entre 18-69 anos (TABELA 1). 
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TABELA 1: Número de indivíduos estudados e distribuição por sexo 

 

Após avaliação clínica e laboratorial, os pacientes foram selecionados de acordo 

com os seguintes critérios: diagnóstico sorológico para a doença de Chagas, 

caracterizado pela presença de pelo menos duas reações sorológicas positivas dentre as 

três técnicas empregadas (ELISA, Hemaglutinação e Reação de imunofluorescência 

indireta), idade compreendida entre 18 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 na 

normalidade (sistólica < 160 mmHg e diastólica < 90 mmHg), ausência de evidências 

clínicas e complementares de acometimento cardíaco não relacionado à doença de 

Chagas, e ausência de condições clínicas que possam alterar a função 

cardiocirculatória; conclusão dos exames propostos e consentimento voluntário de 

participação na pesquisa.  

 

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;  

Forma clínica Masculino Feminino Total de 

indivíduos 

Não infectada (NI)            35                36             71 

Indeterminada (IND)            27                34             61 

Cardíaca (CARD)            40                31             71 

Total           102               101            203 
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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; 

* 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;  

 

4.2 Amostras de sangue 

 

  

 

 

 

FIGURA 4: Esquema da estratégia de trabalho.  

Representação esquemática da estratégia de trabalho com os experimentos 

realizados, bem como o número de pacientes envolvidos em cada etapa experimental 

NI, indivíduos não infectados. IND, pacientes portadores da forma clínica 

indeterminada. CARD, pacientes portadores da forma clínica cardíaca. 
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As amostras de sangue de pacientes portadores da doença de Chagas e de 

indivíduos não infectados foram coletadas da seguinte maneira:  

- 5 mL de sangue periférico em tubos Vacutainer contendo o anti-coagulante EDTA 

(Becton Dickinson, CA, USA) para a extração de DNA e posterior avaliação da 

presença de polimorfismos;  

- 10 mL de sangue periférico em tubos vacutainer contendo o anticoagulante heparina 

(Becton Dickinson, CA, USA) para a marcação de FOXP3 em leucócitos.  

 

4.3- Extração de DNA em sangue total  

 

O DNA das amostras de sangue periférico foi extraído utilizando-se o 

protocolo de fenol-clorofórmio descrito por MILLER, et al., 1988, modificado em 

nosso laboratório. No processo de extração do DNA, um volume de 200L de sangue 

periférico coletado em tubo vacutainer contendo o anticoagulante EDTA foi 

transferido para tubos tipo eppendorf e adicionados 1mL de solução de Tris NH4Cl 

(1:9) (Tris HCl 0,17 M pH 7,65/NH4Cl 0,155M) previamente aquecida a 37ºC. As 

amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37ºC durante 5 minutos, sendo 

posteriormente centrifugadas a 400g por 10 minutos. O sobrenadante foi aspirado 

deixando 400µL no tubo (o sobrenadante foi descartado em solução de hipoclorito de 

sódio 5%). O procedimento descrito foi repetido utilizando dessa vez 600µL da 

mesma solução e descartando-se todo o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido 

com 1mL de solução salina 0,9%. As amostras foram novamente homogeneizadas e 

centrifugadas a 400g durante 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi aspirado 

e descartado em solução de hipoclorito. Em seguida, adicionou-se 150µL de HIGH TE 

(Tris HCl pH 8,0 100mM/ EDTA pH8,0 40mM), e o precipitado foi ressuspendido por 

agitação no vórtex. Adicionou-se, então, 200µL de solução de Lise de Madissen (Tris 

HCl 0,1 M pH8,0/ EDTA 0,5M pH8,0/ SDS 0,2%/ NaCl 1M) pré-aquecida a 50ºC, 

10µL de solução de proteinase K (20mg/mL) e as amostras incubadas a 37ºC 

overnight (ON). Após esse período, 400µL de solução de fenol saturado com Tris 

foram adicionados em cada uma das amostras, homogeneizando lentamente por 

inversão, durante 20 minutos e, em seguida, centrifugadas a 400g por 5 minutos. Esse 

procedimento foi repetido e, então, a fase aquosa foi aspirada e transferida para um 

novo tubo eppendorf, no qual foram adicionados 400µL de solução de clorofórmio – 
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álcool iso-amílico na proporção 24:1 à temperatura ambiente. As amostras foram 

novamente homogeneizadas por 20 minutos e então centrifugadas a 400g por 5 

minutos. A nova fase aquosa formada foi aspirada e transferida para outro tubo 

eppendorf, no qual adicionou-se 40μL de acetato de sódio (3M) e 450µL de álcool 

isopropílico gelado. A amostra foi homogeneizada lentamente até o DNA precipitar e 

centrifugada a 400g por 5 minutos. Em seguida, os tubos foram vertidos por 5 minutos 

em papel absorvente. O DNA foi ressuspendido em 30µL de LOW TE (Tris HCl 

10mM pH8,0/EDTA 40mM pH8,0) e incubado em banho Maria a 57°C por 5 minutos. 

A quantificação da concentração de DNA de cada amostra foi realizada em NanoDrop 

100 (Thermo Scientific) utilizando-se 1uL da amostra de DNA. As amostras foram 

diluídas em água Milli-Q para que uma concentração final de 50/ng em 9 microlitros 

fosse obtida. 

 

4.4-Identificação dos SNPS em genes codificadores para o FOXP3 

 

A partir do DNA isolado do sangue periférico, a genotipagem foi realizada 

através da amplificação pelo método Real Time PCR. Para tanto se realizou, a 

amplificação dos fragmentos de DNA através do sistema TaqMan, onde foram 

utilizados primers e sondas (Assay) correspondentes a cada SNP confeccionados pela 

Applied Biosystems. Esse sistema utiliza, além dos primers, uma sonda 

(oligonucleotídeo) contendo um corante fluorescente repórter ligado a sua extremidade 

5’(VIC e FAM) e um quencher não fluorescente ligado a extremidade 3’(MGB). Essa 

sonda liga-se a uma região do DNA posterior ao primer. Quando a polimerase começa 

a sintetizar o fragmento de DNA a partir do primer, ela é capaz de clivar a sonda e 

separar o corante do quencher havendo, dessa forma, liberação de um sinal 

fluorescente. Cada alelo possui uma sonda fluorescente diferente e dessa forma, é 

possível determinar o genótipo do polimorfismo a ser estudado de acordo com o sinal 

produzido. Foram utilizadas 2 sondas contendo os iniciadores para duas trocas de 

bases localizadas no intron 1 do gene FOXP3. Os iniciadores específicos utilizados 

para o gene em questão estão explicitados na tabela 2. 
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TABELA 2: Iniciadores utilizados para a identificação de polimorfismos no gene 

FOXP3 

 

As reações foram realizadas no termociclador em tempo real da Bio-Rad 

(CFX96 Real–Time, Bio–Rad Laboratories, USA). Foi utilizado um volume final de 

reação de 20L, contendo 50ng de DNA diluídos em 9L de água, 10L de master 

mix (TaqMan) e 0,5L de primer. Foram adicionadas amostras com o genótipo já 

conhecido como controle positivo e poços com elementos da reação e água de injeção 

como controle negativo. As análises foram realizadas através do programa CFX 96. 

(FIGURA 5). As condições de realização das reações estão descritas na tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lócus Cromossomo RS Iniciador 

_3279 C/T Xq 11.23 3761547 5’-GGGGTCCAACGTGTGAGAAG-3’ 

5’-GTGGCCAGATGGACATCACC-3’ 

_3499 G/T Xq 11.23 3761548 5’-GCACTCTGGCTCTCCATGCAT-3’ 

5’-GGGGTCCAACGTGTGAGAAG-3’ 
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FIGURA 5: Discriminação alélica através do sistema de sondas TaqMan, polimorfismo -

3279 C/T. 

A figura A representa as curvas de amplificação de VIC-verde (alelo T) e FAM-azul 

(alelo C). A figura B representa as curvas de amplificação de VIC (alelo T) e FAM 

(alelo C), com representação em escala logarítmica e demonstração das curvas basais 

de fluorescência de cada um dos corantes. A figura C representa a distribuição alélica 

das diferentes amostras. Os quadrados azuis correspondem aos homozigotos VIC 

(TT), os triângulos verdes correspondem aos heterozigotos VIC e FAM (TC), os 

círculos alaranjados correspondem aos homozigotos FAM (CC) e os losangos negros 

correspondem a controles negativos. 
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TABELA 3: Condições da PCR utilizada para a identificação de polimorfismos no 

gene FOXP3 

 

Condições Temperatura ºc Duração Ciclos 

Ativação da Polimerase 95 10 minutos - 

Desnaturação 95 15 segundos 40 

Anelamento/extensão 60 1 minuto 40 

 

 

4.5- Expressão de FOXP3 em linfócitos TCD4+CD25
high. 

 

Para a avaliação da expressão do gene FOXP3, no contexto ex-vivo, foram 

transferidos 200µL de sangue para tubos de poliestireno de 5mL (Falcon, BD – 

E.U.A.), previamente identificados e contendo os anticorpos correspondentes as 

moléculas de superfície CD4 (clone SK3, BD, E.U.A.) e CD25 (clone M-A251, BD, 

E.UA.), conjugados com os fluorocromos PERCP (Cloreto de Peridina Clorofila) e PE 

(Ficoeritrina), respectivamente. Posteriormente, as amostras foram lisadas e fixadas 

em 2mL de solução de lise comercial (Facs Lysing Solution – FLS – BD, E.U.A.) por 

10 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. As células foram lavadas com 

1mL de PBS-W (PBS, pH 7,4, contendo 0,5% de BSA e 0,1% de azida sódica ) e 

centrifugadas a 400g, por 10 minutos, a 18°C. Para a detecção do marcador 

intracitoplasmático FOXP3 (clone PSH 101, eBIOSCIENCE, E.U.A.), 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). Os tubos foram incubados por 30 minutos à 

temperatura ambiente, seguidos da adição de 20µL de anticorpos anti-FOXP3 

conjugados como fluorocromo APC (Aloficocianina), diluídos 1:2 em PBS-P e 

posteriormente incubados por uma hora à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. 

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

1mL de PBS-W. Foram adicionados 200µL de solução fixadora – Macs Facs Fix 

(MFF) (10g/L de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67g/L de cloreto de 

sódio, pH 7,2 - reagentes Sigma, E.U.A.). As amostras contendo a suspensão celular 

foram utilizadas para aquisição de dados em citômetro de fluxo. 
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4.6-Aquisição dos dados no citômetro de fluxo:  

 

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

equipado com lâmpada de argônio que permite a avaliação básica de 6 parâmetros: 

tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), fluorescência do tipo 1 (FL1), fluorescência do 

tipo 2 (FL2) e fluorescência do tipo 3 (FL3) e fluorescência do tipo 4 (FL4). FL1, FL2, 

FL3 e FL4 correspondem respectivamente a sinais luminosos emitidos pela excitação 

de FITC, PE, PerCP e APC. Foram coletados 70.000 eventos para todas as amostras 

através do software acoplado ao citômetro “Cell quest”. A identificação da população 

das células TCD4
+
CD25

high
FOXP3

+
, foram feitas utilizando o software “ Flow Jo” . A 

análise de células T reguladoras foi feita através de gráficos de distribuição de 

densidade de pontos de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC), selecionando a 

população de linfócitos (R1) (FIGURA 6A). Em seguida, foram construídos gráficos 

de FL 3 (CD4) versus FL 2 (CD25), permitindo identificar a segregação da população 

CD4
+
CD25

high
 (FIGURA 6B). Em seguida foram confeccionados gráficos de FL 3 

(CD4) versus FL1 (FOXP3) para a correta verificação da marcação (FIGURA 6C) e a 

partir do gráfico anterior foram realizados histogramas para análise da intensidade de 

expressão e frequência FOXP3 pelas células T reguladoras (FIGURA 6D).  
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FIGURA 6: Análise do percentual de linfócitos T CD4
+
CD25

high 
FOXP3

+ 
do sangue 

periférico 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 ex vivo, característico de 

gráficos de dispersão frontal/lateral relativa ao tamanho e granulosidade das células. 

A figura 6B representa um perfil celular obtido em um gráfico de fluorescência 3 

(CD4 – PerCP) versus fluorescência 2 (anti-CD25 –PE), abordagem utilizada para 

delimitar a população celular de interesse, CD4
+
CD25

High 
. A figura 6C representa o 

perfil de marcação da fluorescência 4 (anti-FOXP3- APC). A figura 6D demonstra o 

perfil celular obtido pelo gráfico de histograma de (FOXP3 - APC), abordagem 

utilizada para verificar os níveis de expressão e frequência da molécula FOXP3. 
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4.7-Análise estatística 

 

Foi realizado o teste do Qui-quadrado (X
2
) para a comparação univariada entre 

a distribuição de genótipos e alelos nos grupos de indivíduos pesquisados. A análise de 

distribuição genotípica foi realizada em tabela de contingência 3x2 enquanto a 

distribuição alélica e dos genótipos +/- em tabela 2x2. Foram consideradas 

significativas as comparações em que p<0,05. Todos os testes de associação 

genotípica e alélica univariada foram realizados através do software Statistical 

Package for Social Sciences (SPSS versão 12.0. IBM corporation, USA). Os genótipos 

foram incluídos na análise multivariada por regressão logística. Para a conferência do 

desequilíbrio de ligação e formação de haplótipos entre os polimorfismos estudados 

foi utilizado o programa Haploview JRE 4.2.(USA) Para os estudos fenotípicos de 

expressão do gene FOXP3, os dados foram analisados pelo teste t não pareado, para a 

correlação entre os genótipos e a expressão de FOXP3 foi utilizado o teste não 

paramétrico de Mann-Whitney. Todos os testes fenotípicos foram realizados através 

do programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego,CA). Foram realizados também, testes 

de correlação entre a frequência de expressão do FOXP3 com os parâmetros clínicos 

através do programa JUMP 5.0.1 (SAS Institute Inc, Cary, USA). 
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5.1-Estudos de polimorfismo do gene FOXP3 

 

5.1.1-Equilíbrio de Hardy-Weinberg  

 

Inicialmente foi avaliado o equilíbrio de Hardy-Weinberg, que verifica se a 

variação genética de uma determinada população está preservada. A verificação do 

equilíbrio de um loco pode ser realizada pela contagem das frequências genotípicas. 

Primeiro calculam-se as frequências gênicas e em seguida verificam-se as frequências 

de homozigotos. Se a frequência de homozigotos observada se igualar ao quadrado de 

suas frequências gênicas, a população está em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Se as 

frequências não se igualam, a população não está em equilíbrio (RIDLEY, 2006). A 

fórmula utilizada para o cálculo do equilíbrio foi: 

(p + q)
2
 = p

2
 + 2pq + q

2
 

Sendo p a frequência do alelo 1(o alelo ancestral) e q a frequência do alelo 2 ( o 

alelo variante). De acordo com a fórmula demonstrada e considerando-se um nível de 

significância de 5% e grau de liberdade igual a 1, os valores de X 
2
 inferiores a 3,84 

indicam que a população está em equilíbrio. Os resultados desta análise estão 

mostrados na tabela 4. Portanto, pode-se observar que a população de estudo encontra-

se em equilíbrio de Hardy-Weinberg apenas para o polimorfismo -3499 G/T (rs 

3761548). 

 

TABELA 4: Equilíbrio de Hardy-Weinberg  

  

Polimorfismo X
2
 Valor de P 

rs 3761547 4,74 0,0017 

rs 3761548 3,17 0,3175 
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5.1.2- Desequilíbrio de ligação  

Considerando que os polimorfismos estudados estão localizados no mesmo 

cromossomo, foi realizada a avaliação da formação de haplótipos e análise de 

desequilíbrio de ligação. 

O termo “haplótipo” (genótipo haplóide) refere-se à combinação de alelos 

marcadores num mesmo cromossomo. O grau de associação entre dois 

polimorfismos pode ser medido por meio de métodos estatísticos e indicar se estão 

em desequilíbrio de ligação, ou seja, se estão formando uma estrutura haplótipica 

(ZHAO, et al., 2003). Valores de D’ ≤ 1 e valores de LOD > 2 indicam forte 

tendência a desequilíbrio de ligação entre os polimorfismos estudados. Nossos 

resultados demonstraram, a partir da análise realizada no programa Haploview, que 

os dois polimorfismos -3279 C/T (rs 3761547) e -3499 G/C (rs 3761548) podem 

estar associados e serem transmitidos de uma forma conjunta durante as gerações 

em um percentual de 4% da população estudada (este percentual é dado pelo valor 

de r
2
). Chegamos a essa conclusão através dos valores encontrados, que foram; 

D’=1, LOD=4,78 e r
2 

=0,048. Na figura abaixo está demonstrado, o esquema 

representativo de desequilíbrio de ligação montado pelo programa Haploview. A 

barra branca indica a localização dos polimorfismos no cromossomo e o triângulo 

em vermelho indica a estrutura formada pelos dois polimorfismos em desequilíbrio 

de ligação.  

 

 

 

 

 

FIGURA 7: Estrutura representativa do desequilíbrio de ligação nos SNPS rs 3761547 e 

rs3761548 presentes no gene FOXP3. A estrutura em desequilíbrio de ligação foi 

montada através do programa Haploview 4.2.  Quanto mais forte for o vermelho 

demostrado pela figura maior a ligação de desequilíbrio entre os SNPS (figuras 

brancas ou vermelho claro indicam fraca tendência a desequilíbrio de ligação). A 

figura em questão indica que os dois SNPS estão em desequilíbrio de ligação. 
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5.1.3-Polimorfismo -3279 C/T (rs:3761547) no gene FOXP3 

  

O Polimorfismo -3729 refere-se à troca de base C para T no gene FOXP3 e foi 

avaliado em 65 pacientes do gênero feminino e 67 pacientes do gênero masculino. O 

número total de pacientes estudados foi de 202 sendo que para a realização das 

comparações e confecção dos dados estatísticos os mesmos foram agrupados por 

gênero devido a localização do gene FOXP3 no cromossomo Xp11.23. Dessa forma 

vale ressaltar que apenas os indivíduos do sexo feminino apresentam genótipos 

heterozigotos. Os dados correspondentes à distribuição da população estudada se 

encontram sumarizados na tabela 5.  

 

TABELA 5: Indivíduos estudados para o polimorfismo -3279 C/T (rs:3761547)   

 

 

  

 

 

 

 

5.1.3.1-Polimorfismo -3279 C/T (rs:3761547) do gene FOXP3 no gênero feminino 

 

A genotipagem do polimorfismo no gene FOXP3 (-3279 C/T) nos diferentes 

grupos de estudo em indivíduos do gênero feminino está representada na tabela 6. 

A comparação entre os três genótipos nos diferentes grupos não apresentou 

resultados estatisticamente significativos, sendo a frequência do genótipo homozigoto 

selvagem CC de 6%, 0% e 3% para os grupos NI, IND e CARD, respectivamente. 

Portanto foi observado que o genótipo homozigoto CC apresenta uma baixa frequência 

na população amostral e não foi encontrado em pacientes portadores da forma clinica 

IND. O genótipo CT esteve presente em 17%, 8% e 9% e o genótipo TT em 77%, 92% 

e 88%, respectivamente, para os grupos NI, IND e CARD.  

Em relação à frequência alélica, o alelo C estava frequente em 6%, 0% e 3%, nos 

grupos NI, IND e CARD, respectivamente. O alelo T, por sua vez, estava frequente em 

94% no grupo NI, 100% no grupo IND e 97% no grupo CARD, resultado semelhante 

Portadores da doença de 

Chagas  

Não infectados (NI) 

67 homens (IND=27 CARD=40) 35 homens 

65 mulheres (IND=34 CARD=31) 35 mulheres 
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foi observado também na análise de presença ou ausência do alelo polimórfico. A 

partir dos dados obtidos é possível observar que o alelo polimórfico T é mais frequente 

em todos os grupos estudados e está presente em todos os indivíduos portadores da 

forma clínica IND. Dessa forma, não foram encontradas diferenças significativas nos 

estudos de presença e frequência alélica entre as formas clínicas da doença de Chagas.  

 

TABELA 6 - Dados relacionados ao perfil genotípico e alélico referente ao 

polimorfismo C/T na posição -3279 do gene FOXP3 no gênero feminino. 

 

Esses resultados sugerem que o polimorfismo do gene FOXP3 -3729 C/T não 

está associado às diferentes formas clínicas da doença de Chagas na população 

estudada em indivíduos do gênero feminino. 

 

5.1.3.2-Polimorfismo -3279 C/T (rs:3761547) do gene FOXP3 no gênero masculino 

 

Os estudos alélicos do polimorfismo no gene FOXP3 (-3279 C/T) nos diferentes 

grupos de estudo em indivíduos do gênero masculino estão sumarizados na tabela 7. É 

importante salientar que para pacientes do gênero masculino a única análise realizada 

foi em relação à presença ou ausência do alelo polimórfico T uma vez que o FOXP3 

,como descrito anteriormente, está localizado no cromossomo X. 

 NI 

n=35(%) 

IND 

n=34(%) 

CARD 

n=31(%) 

 GENÓTIPOS    

CC 2 (6%) 0 (%) 1 (3%) 

CT 6 (17%) 3 (8%) 3 (9%) 

TT 27 (77%) 31 (92%) 27 (88%) 

  ALELOS    

T 60 (94%) 65 (100%) 57 (97%) 

C 4 (6%) 0 (0%) 2 (3%) 

PRESENÇA/AUSÊNCIA    

                       T+ (CT/TT)        33 (94%) 34 (100%) 30 (97%) 

                       T- (CC) 2 (6%) 0 (0%) 1 (3%) 
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A comparação entre a presença ou ausência do alelo polimórfico T não 

apresentou resultados estatisticamente significativos entre os grupos estudados. O 

alelo polimórfico (T+) esteve presente em 94% , 89% e 86% nos grupos NI, IND e 

CARD, respectivamente. Com relação à ausência do alelo polimórfico T (T-), foram 

encontrados valores de, 6% , 11% e 14% respectivamente, nos indivíduos NI, IND e 

CARD. De forma semelhante aos indivíduos do gênero feminino, a grande maioria dos 

pacientes apresentou elevada presença do alelo polimórfico T+ (TABELA 7).  

 

TABELA 7 - Dados relacionados à presença ou ausência do alelo polimórfico 

referente ao polimorfismo C/T na posição -3279 do gene FOXP3 no gênero 

masculino. 

 

Esses resultados sugerem que apesar do alelo polimórfico ser muito constante 

nos indivíduos estudados, o mesmo não está associado às diferentes formas clínicas da 

doença de Chagas em indíviduos do gênero masculino. 

 

5.1.4-Polimorfismo -3499 G/T (rs:3761548) no gene FOXP3 

 

Para o polimorfismo G/T (correspondente à troca de bases G para T) foram 

avaliados 67 pacientes do gênero masculino e 65 pacientes do gênero feminino. Foram 

estudados também 35 indivíduos controle do gênero feminino e 36 do gênero 

masculino (TABELA 8). 

 

 

 

 

 

 NI 

n=35(%) 

IND 

n=27(%) 

CARD 

n=40(%) 

PRESENÇA/AUSÊNCIA    

                       T+ (CT/TT)        33 (94%) 24(89%) 35 (86%) 

                       T- (CC) 2 (6%) 3 (11%) 5 (14%) 
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TABELA 8: Indivíduos estudados para o polimorfismo -3499 G/T (rs:3761548)   

 

 

 

 

 

 

5.1.4.1-Polimorfismo -3499 G/T (rs:3761548) do gene FOXP3 no gênero feminino 

 

A genotipagem do polimorfismo no gene FOXP3 (-3499 G/T) nos diferentes 

grupos de estudo, em indivíduos do gênero feminino está demonstrada na tabela 9. 

O polimorfismo apresentou frequências genotípicas e alélicas bem distintas entre 

os pacientes com doença de Chagas, sendo encontradas diferenças estatísticas entre 

portadores das formas clínicas IND e CARD (p=0,045). Os valores das frequências 

revelaram que o genótipo heterozigoto GT é duas vezes mais predominante no grupo 

IND quando comparado ao grupo CARD. Com relação ao genótipo heterozigoto os 

indivíduos estudados apresentaram frequências de 28 %, 50% e 23% para os grupos 

NI, IND e CARD, respectivamente. Já os grupos NI e CARD apresentaram 

percentuais mais elevados do genótipo homozigoto selvagem GG, sendo que foram 

encontradas frequências de 60%, 38% e 68%, respectivamente, entre os grupos NI, 

IND e CARD. O genótipo homozigoto polimórfico TT esteve presente em uma baixa 

frequência na população amostral e se mostrou melhor distribuído entre os diferentes 

grupos estudados, foram encontradas frequências de 12% para os indivíduos NI, 12% 

para os pacientes IND e 9% para o grupo CARD.  

A análise da frequência alélica mostrou que o alelo polimórfico T estava 

frequente em 30% no grupo NI, 49% no grupo IND e em 23% no grupo CARD, 

enquanto que o alelo G apresentou uma frequência de 70%, 51% e 77% nos grupos 

NI, IND e CARD, respectivamente. Apesar do alelo polimórfico T estar muito 

frequente nos indivíduos portadores da forma clínica IND quando comparado à forma 

clínica CARD, não foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos 

estudados (TABELA 9). 

A análise do polimorfismo relacionada à presença ou ausência do alelo 

polimórfico T mostrou uma diferença significativa entre os grupos IND e CARD. A 

Portadores da doença de Chagas  Não infectados  

67 homens (IND=27 CARD=40) 36 homens 

65 mulheres (IND=34 CARD=31) 35 mulheres 
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presença do alelo T foi significativamente maior no grupo IND comparado ao grupo 

CARD (p=0,016). Com relação à presença do alelo polimórfico T (T+), os indivíduos 

estudados apresentaram valores de 40 %, 62% e 32% para os grupos NI, IND e 

CARD, respectivamente. Já para ausência do alelo polimórfico (T-), os grupos NI e 

CARD apresentaram percentuais mais elevados, sendo que foram encontradas valores 

de 60%, 38% e 68%, respectivamente, entre os grupos NI, IND e CARD. Os 

resultados demonstraram ainda, que pacientes que apresentam o alelo T tem 2,95 

vezes mais chance de desenvolver a forma indeterminada da doença de Chagas 

(OR=0,295; CI=0,106-0,820) (TABELA 9).  

 

TABELA 9 - Dados relacionados ao perfil genotípico e alélico referente ao 

polimorfismo G/T na posição -3499 do gene FOXP3 no gênero feminino. 

 

 

*Os asteriscos na tabela acima indicam às diferenças estatísticas encontradas;*a - IND X 

CARD- (p=0,045 e X
2
=6,066); *b IND X CARD-(p=0,016, OR=0,295, CI=0,106-0,820 e 

X
2
=5,659). 

Estes resultados podem sugerir que em indivíduos do gênero feminino, o 

genótipo heterozigoto está relacionado ao desenvolvimento da forma clínica 

indeterminada da doença de Chagas. Podemos hipotetizar também, que o alelo 

 NI 

n=35(%) 

IND 

n=34(%) 

CARD 

n=31(%) 

 GENÓTIPOS    

GG 21 (60%) 13 (38%)
*a

 21(68%)
*a

 

GT 10 (28%) 17 (50%)
*a

 7 (23%)
*a

 

TT 4 (12%)      4 (12%)         3 (9%) 

  ALELOS    

T 18 (30%) 25 (49%)   13 (23%) 

G 42 (70%)      26 (51%)         42 (77%) 

PRESENÇA/AUSÊNCIA    

                       T+ (GT/TT)        14(40%) 21 (62%)
*b

  10 (32%)
*b

 

                       T- (GG) 21 (60%) 13 (38%)
*b

 21 (68%)
*b
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polimórfico T, possui um papel protetor relacionado ao desenvolvimento da forma 

clínica cardíaca da doença, uma vez que o mesmo foi relacionado a uma maior chance 

de desenvolvimento da forma clínica indeterminada.  

5.1.4.2-Polimorfismo -3499 G/T (rs:3761548) do gene FOXP3 no gênero masculino 

 

Os estudos alélicos do polimorfismo no gene FOXP3 (-3499 G/T) nos diferentes 

grupos de estudo em indivíduos do gênero masculino estão sumarizados na tabela 10.  

A comparação entre a presença ou ausência do alelo polimórfico T não 

apresentou resultados estatisticamente significativos entre os grupos estudados. O 

alelo polimórfico T+ esteve presente em 39%, 26% e 25% nos grupos NI, IND e 

CARD, respectivamente. Com relação à ausência do alelo polimórfico T (T-), foram 

observados valores de, 61%, 74% e 75% respectivamente, nos indivíduos NI, IND e 

CARD (TABELA 10).  

 

TABELA 10 - Dados relacionados à presença ou ausência do alelo polimórfico 

referente ao polimorfismo G/T na posição -3499 do gene FOXP3 no gênero 

masculino. 

 

Esses resultados sugerem que o alelo polimórfico se encontra bem distribuído 

entre os pacientes portadores das diferentes formas clínicas da doença de Chagas. 

Portanto, esse alelo, não interfere na evolução da doença nos indivíduos estudados do 

gênero masculino. 

 NI 

n=36(%) 

IND 

n=27(%) 

CARD 

n=40(%) 

PRESENÇA/AUSÊNCIA    

                       T+ (GT/TT)        14 (39%) 7(26%) 10 (25%) 

                       T- (GG) 22 (61%) 20 (74%) 30 (75%) 
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5.2-Estudos fenotípicos 

 

5.2.1- Análise da expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 do sangue 

periférico de indivíduos não infectados e pacientes portadores da doença de Chagas. 

 

O fator de transcrição FOXP3 é um marcador molecular específico para 

caracterizar as células TREG (FONTENOT, et al., 2003). Portanto, verificamos a 

expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 do sangue periférico de indivíduos 

do sexo masculino e indivíduos do sexo feminino das diferentes formas clínicas da 

doença de Chagas.                          Esses resultados estão demonstrados na figura  

A análise dos dados demonstrou uma maior expressão de FOXP3 em células 

TCD4
+
CD25

high 
(p<0,05) dos pacientes portadores da forma clínica IND em ambos os 

gêneros quando comparado aos pacientes CARD e aos indivíduos NI (FIGURA 8). 

Estes dados nos permitem sugerir que a expressão de FOXP3 em células 

TCD4
+
CD25

high 
pode estar correlacionada com a evolução diferencial da doença de 

Chagas, e atuar como importante fator no controle da morbidade da patologia desta 

infecção. 
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FIGURA 8: Expressão de FOXP3 em células CD4
+
CD25 

high 
do sangue periférico de

 

indivíduos não infectados (NI) e pacientes com as formas clínicas IND e CARD da doença 

de Chagas. Gráfico 8A, expressão de FOXP3 independente de gênero (NI= 40), (IND=33) e 

(CARD=64).  Gráfico 8B expressão de FOXP3 no gênero feminino (NI= 25), (IND=18) e 

(CARD=31) e gráfico 8C expressão de FOXP3 no gênero masculino (NI= 15), (IND=15) e 

(CARD=33). Os resultados estão expressos como media e desvio padrão. As diferenças 

significativas foram estabelecidas através do teste T Student e estão demonstradas pelas 

barras. 
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5.3-Correlação entre a frequência de células T reguladoras CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 

com os parâmetros clínicos preditores de bom prognóstico clínico 

Com o objetivo de verificar se a frequência de células T reguladoras 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 correlaciona com o controle da miocardiopatia  e  um possível 

papel protetor na doença de Chagas, realizamos análises de correlação entre a 

frequência de células de CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 e marcadores clínicos associados com 

bom prognóstico clínico. Os dois parâmetros utilizados foram à fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo (FEVE-valor de referência 40%) e o diâmetro ventricular 

diastólico esquerdo (LVDD-valor de referência 55 mm), esses parâmetros clínicos são 

diretamente e inversamente relacionados com melhor função cardíaca, 

respectivamente. Para isso, foram realizadas análises de correlação com os indivíduos 

agrupados pela forma clínica independente do gênero (FIGURA 9) e agrupados pelo 

gênero (FIGURAS 10 e 11). 

Os resultados demonstraram que os pacientes portadores da forma clínica IND 

apresentam uma correlação positiva e significativa entre a frequência de células T 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 e o parâmetro FEVE (p<0,05). Observa-se, ainda, uma 

correlação negativa e significativa entre a frequência de células T 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 e o LVDD nos pacientes com a forma IND. Com relação aos 

pacientes com a forma clínica CARD não foram observadas diferenças estatísticas 

significativas relacionadas  a frequência de células T CD4
+
CD25

high
FOXP3  e os 

parâmetros clínicos (FIGURA 9). A análise de correlação nos indivíduos agrupados 

por gênero não demonstrou diferença estatística entre os grupos estudados (FIGURAS 

10 e 11). 

Estes resultados sugerem que as células T reguladoras podem exibir um papel 

imunorregulatório correlacionado à manutenção de uma melhor função cardíaca em 

pacientes portadores da forma clínica IND independente do gênero. 
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FIGURA 9: Correlação entre a frequência de células T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 e os 

parâmetros clínicos preditores de bom prognóstico clínico.Gráfico 9A, correlação entre a 

expressão de FOXP3 dos indivíduos portadores da forma clínica IND e os parâmetros 

clínicos fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) e diâmetro ventricular diastólico 

esquerdo (LVDD). Gráfico 9B, correlação entre a expressão de FOXP3 dos indivíduos 

portadores da forma clínica CARD e os parâmetros clínicos FEVE e LVDD. Os resultados 

foram confeccionados através do programa JUMP 5.0.1. 
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FIGURA 10: Correlação entre a frequência de células T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
  e os 

parâmetros clínicos preditores de bom prognóstico clínico em pacientes do gênero feminino. 

Gráfico 10A, correlação entre a expressão de FOXP3 dos indivíduos portadores da forma 

clínica IND e os parâmetros clínicos fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) e 

diâmetro ventricular diastólico esquerdo (LVDD). Gráfico 10B, correlação entre a expressão 

de FOXP3 dos indivíduos portadores da forma clínica CARD e os parâmetros clínicos FEVE 

e LVDD. Os resultados foram confeccionados através do programa JUMP 5.0.1.  
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FIGURA 11: Correlação entre a frequência de células T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
  e os 

parâmetros clínicos preditores de bom prognóstico clínico em pacientes do gênero 

masculino. Gráfico 11A, correlação entre a expressão de FOXP3 dos indivíduos portadores 

da forma clínica IND e os parâmetros clínicos fração de ejeção do ventrículo esquerdo 

(FEVE) e diâmetro ventricular diastólico esquerdo (LVDD). Gráfico 11B, correlação entre a 

expressão de FOXP3 dos indivíduos portadores da forma clínica CARD e os parâmetros 

clínicos FEVE e LVDD. Os resultados foram confeccionados através do programa JUMP 

5.0.1.  
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5.4-Análise entre a frequência fenotípica de FOXP3 em células TCD4+CD25
high

 e a 

distribuição dos genótipos e alelos do gene FOXP3. 

 

Como descrito anteriormente, os polimorfismos estudados estão presentes no 

intron 1 do gene FOXP3 e estudos demonstraram que essa região pode ser importante 

por regular a expressão desse gene devido a interação com fatores de transcrição. Para 

verificar se os dados genotípicos podem influenciar a expressão de FOXP3 em células 

TCD4
+
CD25

high
 analisamos a frequência de células CD4

+
CD25

high
FOXP3

+
 com os 

genótipos e alelos apresentados pelos indivíduos estudados. Com essa análise, pode-se 

verificar se a expressão de FOXP3 pode ser influenciada pelos diferentes genótipos e 

alelos nos indivíduos do gênero feminino e se a presença ou ausência do alelo 

polimórfico pode influenciar a expressão em indivíduos do gênero masculino.  

 

5.4.1-Análise da expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high 
do sangue 

periférico de indivíduos não infectados e portadores da doença de Chagas do gênero 

feminino de acordo com as frequências genotípicas referentes aos polimorfismos -

3499 G/T  e -3279 C/T.  

  

A análise relacionada ao polimorfismo -3279 C/T mostrou que pacientes da 

forma clínica IND que possuem o genótipo heterozigoto CT apresentam a maior 

expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 quando comparado com os outros 

indivíduos portadores do mesmo genótipo (p<0,05). Observou-se, ainda, que 

indivíduos portadores do genótipo polimórfico TT da forma clínica IND apresentam 

maior expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 quando comparado aos 

indivíduos  CARD e NI portadores do mesmo genótipo. É importante salientar que a 

baixa frequência do genótipo homozigoto CC na população estudada dificultou a 

análise entre a expressão de FOXP3 e o polimorfismo -3279 C/T (FIGURA 12 A). 

Com relação ao polimorfismo –3499 G/T, os dados mostraram que pacientes 

da forma clínica IND que possuem o genótipo heterozigoto GT apresentam a maior 

expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 quando comparado com os outros 

indivíduos portadores do mesmo genótipo (p<0,05). Além disso, os pacientes com a 

forma IND apresentaram a maior expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 

quando comparado aos portadores dos outros genótipos encontrados (GG e TT). 
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Observamos também que indivíduos portadores do genótipo polimórfico TT 

apresentam a menor expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 quando 

comparado aos portadores dos outros genótipos (FIGURA 12 B). 

Esses resultados sugerem que o genótipo heterozigoto GT pode estar associado 

a um aumento na expressão de FOXP3 em células T CD4
+
CD25

high
. Para reforçar 

ainda mais essa hipótese, podemos correlacionar o dado de expressão com as 

frequências genotípicas demonstradas anteriormente, uma vez que o genótipo 

heterozigoto GT esteve muito frequente em mulheres portadoras da forma clínica IND, 

sendo que as mesmas apresentam os maiores níveis de expressão do FOXP3, ou seja, a 

frequência desse genótipo em mulheres do grupo IND foi mais que o dobro da 

frequência apresentada por mulheres do grupo CARD.  
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FIGURA 12: Análise entre a expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high 
e as 

frequências genotípicas de indivíduos não infectados e portadores da doença de Chagas do 

gênero feminino. Gráfico 12A expressão de FOXP3 relacionada ao polimorfismo -3279 C/T. 

Gráfico 12B expressão do FOXP3 relacionada ao polimorfismo -3499 G/T. Os resultados 

estão expressos como média e desvio padrão. As diferenças significativas entre os grupos 

estudados estão demonstradas pelas barras e foram obtidas através do teste Mann Whitney. A 

abreviatura N.S significa genótipo não encontrado entre o grupo de indivíduos estudados. 
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5.4.2- Análise da expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high 
do sangue 

periférico de indivíduos não infectados e portadores da doença de Chagas e a 

presença ou ausência do alelo polimórfico T referente aos polimorfismos -3499 G/T 

e -3279 C/T. 

 

Para o polimorfismo -3279 C/T, os resultados demonstraram que os indivíduos 

do gênero feminino da forma clínica IND que possuem o alelo polimórfico T+ 

apresentam a maior expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 quando 

comparados com os outros indivíduos portadores do mesmo alelo (p<0,05). De forma 

correspondente a análise do genótipo, a baixa frequência do alelo selvagem C (T-) na 

população estudada dificultou a análise de correlação entre a expressão e o 

polimorfismo -3279 C/T (FIGURA 13 A). 

Os resultados relacionados à presença/ausência do alelo polimórfico para o 

polimorfismo -3499 G/T em pacientes do gênero feminino demonstraram que 

pacientes da forma clínica IND que apresentam o alelo polimórfico T+ apresentam a 

maior expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 quando comparado com os 

outros indivíduos portadores do mesmo alelo (p<0,05). De forma semelhante aos 

resultados observados nas análises de expressão e frequências genotípicas, 

demonstramos também, que os indivíduos IND do gênero feminino portadores do 

alelo polimórfico T (T+) apresentaram a maior expressão de FOXP3 em células 

TCD4
+
CD25

high
 quando comparado aos portadores do alelo selvagem G (T-) 

(FIGURA 13 B). 

Esses resultados podem sugerir que em indivíduos do gênero feminino, o alelo 

polimórfico T+ está relacionado a uma maior expressão de FOXP3. Além disso, o 

resultado confirma a relação entre o alelo polimórfico T+ com a forma clínica 

indeterminada da doença de Chagas, uma vez que, as mulheres dessa forma clínica, 

apresentam uma maior presença do alelo polimórfico e uma maior expressão de 

FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high 
. 

Os resultados relacionados aos indivíduos do gênero masculino demonstraram 

que para o polimorfismo -3279 C/T, os pacientes da forma clínica IND que possuem o 

alelo polimórfico T+ apresentam a maior expressão de FOXP3 em células 

TCD4
+
CD25

high
 quando comparado com os outros indivíduos portadores do mesmo 

genótipo (p<0,05). Como descrito para a análise do genótipo a baixa frequência do 
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alelo selvagem C (T-) na população estudada dificultou a análise de correlação entre a 

expressão e o polimorfismo -3279 C/T (FIGURA 14 A). 

A análise do polimorfismo -3499 G/T para o gênero masculino, mostrou que 

pacientes da forma clínica IND portadores do alelo selvagem G (T-) apresentam a 

maior expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high
 quando comparado com os 

outros indivíduos portadores do mesmo alelo (p<0,05). De forma interessante, 

observa-se que os indivíduos do sexo masculino apresentam um perfil de expressão da 

molécula FOXP3 relacionado ao alelo polimórfico de forma inversa daquele 

observado em indivíduos do gênero feminino. O alelo polimórfico T+ está associado a 

maior expressão de FOXP3 em mulheres, enquanto os homens que possuem este alelo 

possuem a menor expressão desse gene (FIGURA 14 B). 
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FIGURA 13: Análise entre a expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high 
e  a 

presença ou ausência do alelo polimórfico de indivíduos não infectados e portadores da 

doença de Chagas do gênero feminino . Gráfico 13A, expressão do FOXP3 relacionada à 

presença ou ausência do alelo polimórfico -3279 T. Gráfico 13B expressão do FOXP3 

relacionada á presença ou ausência do alelo polimórfico -3499 T. Os resultados estão 

expressos como média e desvio padrão. As diferenças significativas entre os grupos 

estudados estão demonstradas pelas barras e foram obtidas através do teste Mann Whitney. 

A abreviatura N.S significa alelo não encontrado entre o grupo de indivíduos estudados.  
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FIGURA 14: Análise entre a expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high 
e a presença 

ou ausência do alelo polimórfico de indivíduos não infectados e portadores da doença de 

Chagas do gênero masculino . Gráfico 14A, expressão do FOXP3 relacionada à presença ou 

ausência do alelo polimórfico -3279 T. Gráfico 14B expressão do FOXP3 relacionada á 

presença ou ausência do alelo polimórfico -3499 T. Os resultados estão expressos como 

média e desvio padrão. As diferenças significativas entre os grupos estudados estão 

demonstradas pelas barras e foram obtidas através do teste Mann Whitney. A abreviatura N.S 

significa alelo não encontrado entre o grupo de indivíduos estudados.  

 

 

 



- 72 - 

 

5.5-Análise multivariada por regressão logística 

 

Para a verificação de associações entre os dados de polimorfismo, parâmetros 

clínicos e os dados fenotípicos foi utilizada a abordagem de análise multivariada por 

meio da regressão logística. Para esta análise, primeiramente, a variável dependente 

forma clínica foi codificada com os números 0, 1 e 2 para os indivíduos dos grupos NI, 

IND e CARD, respectivamente. Após essa etapa, codificamos as outras variáveis da 

seguinte forma: 

-A variável parâmetros clínicos foi codificada através de seus valores de 

referência (LVDD 50 mm e FEVE 40%)  

- A variável polimorfismo foi codificada através de valores numéricos para os 

genótipos e para os alelos. Foi atribuído o valor igual a 1 aos genótipos relacionados 

com a baixa expressão do FOXP3 (genótipos TT e CC), valor igual a 2 para os 

genótipos com potencial intermediário de expressão (GG e TT) e valor igual a 3 para 

os genótipos relacionados a alta expressão (GT e CT). Para os alelos também foram 

atribuídos valores relacionados à expressão do FOXP3 sendo que, para os homens os 

alelos G (polimorfismo -3499 G/T) e T (polimorfismo -3279) estão relacionados 

com uma maior expressão de FOXP3 e foram codificados com valores igual a 2. 

Toda codificação utilizada está demonstrada na tabela 11. 

 

TABELA 11: Valores atribuídos as variáveis de acordo com a gravidade da doença, 

fatores preditores de prognóstico, expressão de FOXP3 e relação do genótipo com o 

fenótipo (polimorfismos).  

 

Forma 

clínica 

FEVE(%) VED(mm) Expressão de 

FOXP3%  

rs 3761548 rs3761547 

NI=0 X<40=2 X>55=2  numérico GT=3  G=2* CT=3  C=1* 

IND=1 X>40=1 X<55=1  numérico GG=2  T=1* CC=2  T=2* 

CARD=2     TT=1 TT=1 

*os escritos em azul indicam as codificações relacionadas ao gênero masculino. 

 

Os dados relacionados ao perfil genotípico, alélico e fenotípico dos indivíduos 

estudados foram primeiro agrupados como indivíduos controle (NI) e indivíduos 
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portadores da doença de Chagas (IND e CARD). Nessa primeira análise foi avaliado 

se a expressão de FOXP3 e os dados relacionados ao polimorfismo (dados genotípicos 

para mulheres e dados relacionados a presença ou ausência do alelo polimórfico para 

os homens) poderiam em conjunto estar associados com a evolução diferencial da 

doença de Chagas. Estes resultados encontram-se sumarizados nas tabelas 12 e 13. Em 

um segundo momento os dados foram agrupados como indivíduos portadores das 

diferentes formas clínicas da doença de Chagas (IND e CARD), sendo que os 

resultados se encontram nas tabelas 14 e 15. É importante salientar que para as 

análises das tabelas 14 e 15 os indivíduos NI não entraram no modelo analisado, pois 

os mesmos não possuem os dados preditores de prognóstico (LVDD e FEVE). 

Os dados demonstram que quando associadas todas as variáveis não 

encontramos diferenças significativas entre os grupos estudados. Esses resultados 

podem sugerir que as variáveis utilizadas neste trabalho possuem uma relação 

individual com a evolução da doença de Chagas, pois foram encontradas várias 

diferenças estatísticas no modelo de análise univariado (dados de frequências 

genotípicas e alélicas, dados de expressão da proteína FOXP3). 
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TABELA 12: Análise de regressão logística em pacientes não infectados (NI) e 

portadores da doença de Chagas (IND e CARD), do gênero feminino utilizando a 

variável forma clínica como dependente e as variáveis, polimorfismo e expressão de 

FOXP3 como independentes. 

 

 

 

 

 

 

TABELA 13: Análise de regressão logística em pacientes não infectados (NI) e 

portadores da doença de Chagas (IND e CARD), do gênero masculino utilizando a 

variável forma clínica como dependente e as variáveis, polimorfismo e expressão de 

FOXP3 como independentes. 

 

rs 3761548 p=0,346 

rs 3762547 p=0,879 

FOXP3% p=0,357 

MIF FOXP3 p=0,275 

 

 

TABELA 14: Análise de regressão logística em pacientes portadores das diferentes 

formas clínicas da doença de Chagas (IND e CARD), do gênero feminino utilizando 

a variável forma clínica como dependente e as variáveis, polimorfismo, expressão 

de FOXP3 e parâmetros clínicos como independentes. 

 

rs 3761548 p=0,074 

rs 3762547 p=0,768 

FOXP3% p=0,169 

MIF FOXP3 p=0,279 

LVDD(mm) p=0,998 

FEVE% p=0,997 

rs 3761548 p=0,070 

rs 3762547 p=0,876 

FOXP3% p=0,096 

MIF FOXP3 p=0,082 
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TABELA 15: Análise de regressão logística em pacientes portadores das diferentes 

formas clínicas da doença de Chagas (IND e CARD), do gênero masculino 

utilizando a variável forma clínica como dependente e as variáveis, polimorfismo, 

expressão de FOXP3 e parâmetros clínicos como independentes. 

 

rs 3761548 p=0,754 

rs 3762547 p=0,828 

FOXP3% p=0,455 

MIF FOXP3 p=0,982 

LVDD(mm) p=0,979 

FEVE% p=0,953 
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Entre os diversos aspectos intrigantes relacionados à doença de Chagas, sua 

evolução clínica diferencial em indivíduos cronicamente infectados assume, 

certamente, um papel de grande destaque. Enquanto a grande maioria dos pacientes na 

fase crônica não apresenta sintomas ou sinais clínicos da doença, cerca de 30% dos 

pacientes desenvolve alterações cardíacas, caracterizadas por lesões teciduais de 

intensidade variável no coração e são associadas à morbidade e mortalidade da doença. 

A existência de uma exacerbada resposta imunológica do hospedeiro aos antígenos do 

T. cruzi associada à perda de um processo regulatório podem influenciar de maneira 

decisiva na evolução clínica da doença de Chagas.  

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 infecção aguda e que os diferentes mecanismos imunes induzidos durante os estágios 

iniciais da fase crônica da infecção representam componentes essenciais da atividade 

imune presente na fase crônica tardia (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, porém esses mecanismos ainda não estão 

totalmente esclarecidos. Recentemente tem-se observado a participação de células T 

reguladoras exercendo papel protetor durante infecções virais crônicas, bacterianas e 

fúngicas (MILLS, 2004). A identificação de células T CD4
+
CD25

+
 e seu papel tem 

sido objeto de intenso estudo devido ao papel crítico dessas células na manutenção da 

autotolerância, bem como na defesa contra patógenos. Vários marcadores tem sido 

estudados para melhor caracterizar as células T reguladoras CD4
+
CD25

+
, dentre eles 

estão CD62L, CTLA-4 e o fator repressor de transcrição FOXP3 (POWRIE, et al., 

1996, FONTENOT, et al., 2003.,JOSEFOWICZ, et al., 2012).  

A regulação da resposta imune por células T reguladoras in vivo é um processo 

complexo envolvendo múltiplos mecanismos de supressão. Alguns autores defendem a 
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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
 parece 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

+
 (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, nosso grupo demonstrou 

que pacientes com a forma clínica IND apresentam um aumento significativo no 

percentual de células T CD4
+
CD25

high
 FOXP3+ quando comparado aos indivíduos 

com a forma clínica CARD. Esses resultados sugerem que essas células podem estar 

envolvidas no controle da morbidade da doença de Chagas (DE ARAÚJO, et al., 

2007, 2009) bem como podem não ser suficientes para controlar o desenvolvimento do 

processo inflamatório ou podem estar suprimindo a resposta imune protetora contra o 

patógeno. 

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 e com o objetivo de compreender melhor os mecanismos 

imunorreguladores envolvidos no controle da miocardiopatia, nesse estudo avaliamos 

o perfil genotípico de FOXP3 em pacientes apresentando as formas clínicas IND e 

CARD. Dessa forma, verificamos se variações no gene FOXP3 poderia estar associada 

com expressão diferencial dessa molécula em células T reguladoras, com o intuito de 

que as mesmas possam atuar como elementos diferenciais durante o desenvolvimento 

das diferentes formas clínicas dessa doença. 

Neste estudo não houve distinção entre grupos étnicos de acordo com variações 

morfológicas como cor da pele por exemplo. De acordo com PARRA e colaboradores 

(2003), tal divisão não convém à população brasileira dada a grande miscigenação, o 

que proporciona uma ampla sobreposição de genótipos entre dois grupos étnicos 

distintos como ‘’brancos’’ ou ‘’negros’’. Ainda segundo os mesmos autores, a 

população de Minas Gerais pode ser usada como boa representação em relação à 

população brasileira. Os pacientes estudados são provenientes, em sua maioria, do 
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interior de Minas Gerais sendo que os mesmos representam uma população pouco 

variável com relação ao fator naturalidade. 

Várias são as estratégias utilizadas para se estudar as influências de um gene 

em uma determinada doença. Essas podem ser familiares ou estudos do tipo caso-

controle. Os últimos necessitam de eleger um gene candidato. A escolha do gene 

candidato baseia-se em sua função biológica e em seu papel na patogênese da doença 

estudada. Estes dados são obtidos a partir de estudos experimentais em cromossomos 

homólogos ou pela semelhança com outras doenças (FLINT-GARCIA, et al., 2003). 

Como FOXP3 é um importante marcador para as células T reguladoras, estudos 

envolvendo o polimorfismo deste gene podem ajudar a esclarecer o papel dessas 

células e seu envolvimento nos mecanismos de indução e controle das diferentes 

formas clínicas da doença de Chagas. 

Inicialmente, avaliou-se o princípio matemático de Hardy-Weinberg para os 

dois polimorfismos selecionados, rs 3761547 (-3279 C/T) e rs 3761548 (-3499 G/T). 

O equilíbrio de Hardy-Weinberg verifica se não existem fatores evolutivos atuando 

sobre uma população. Se fatores evolutivos não estiverem presentes, as frequências 

gênicas permaneceriam inalteradas e as proporções genotípicas atingiriam um 

equilíbrio estável, mostrando uma mesma relação constante entre si ao longo do 

tempo. Os pressupostos do Equilíbrio de Hardy-Weinberg são que a população de 

estudo seja grande, com acasalamento aleatório, sem atuação da seleção, mutação, 

migração ou deriva genética (RIDLEY 2006, p133). Neste estudo, verificou-se que 

para os dois polimorfismos estudados apenas o polimorfismo rs 3761548 (-3499 G/T) 

se encontra em equilíbrio de Hardy-Weinberg (TABELA 4). O equilíbrio de Hardy-

Weinberg pode ser influenciado pela prevalência de um determinado genótipo na 

população, se essa frequência for baixa, o genótipo menos prevalente pode ser não 

encontrado nos indivíduos estudados (RIDLEY 2006, p133). Como observado para o 

polimorfismo rs 3761547 (-3279 C/T) e de acordo com o NCBI ( 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP ) existe uma baixa frequência do genótipo 

homozigoto selvagem CC na população, sendo que não identificamos pacientes da 

forma clínica IND possuidores desse genótipo (TABELA 6). Portanto, se verifica que 

apesar dos dois polimorfismos estudados apresentarem associação, a baixa frequência 

do genótipo selvagem CC na população amostral pode ter influenciado no resultado 

encontrado, uma vez que esse mecanismo acontece em nossa população.  
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Outro importante fator relacionado à genética de populações e sua interferência 

na distribuição dos genótipos e alelos é a análise de desequilíbrio de ligação entre os 

polimorfismos estudados. Esta análise pôde ser realizada, pois os dois polimorfismos 

estão presentes no mesmo cromossomo (cromossomo X). O desequilíbrio de ligação é 

a correlação entre polimorfismos, causada pela sua história compartilhada de mutação 

e recombinação. Inicialmente, o desequilíbrio de ligação está presente em uma 

população em uma taxa determinada pela distância genética entre os dois loci e o 

número de gerações desde que ele surgiu (FLINT-GARCIA, et al., 2003).  

Uma série de variáveis tem sido usadas para medir o desequilíbrio de ligação, 

sendo que todas têm como componente básico a diferença entre as frequências alélicas 

observada e esperada (FLINT GARCIA, et al., 2003). As duas variáveis mais 

utilizadas para mensurar o desequilíbrio de ligação são r
2
 e D’ (FLINT GARCIA, et 

al., 2003). A estatística r
2
, também descrita na literatura como D

2
, é a correlação ao 

quadrado entre a presença e ausência de alelos em diferentes loci e a estatística D’ 

corresponde ao coeficiente de correlação entre pares de loci. As variáveis r
2
 e D’ 

refletem diferentes aspectos de desequilíbrio de ligação e apresentam comportamentos 

diversos em condições distintas. Muitos estudos que descrevem o desequilíbrio de 

ligação em uma determinada população estimam ambas as medidas (r
2
 e D’), o que 

permite um julgamento imediato do desequilíbrio de ligação junto com a diferença das 

frequências alélicas. Nesse trabalho, utilizou-se a análise de desequilíbrio de ligação 

para verificar se os polimorfismos estudados possuíam alguma associação de 

variabilidade. Os resultados demonstraram que os lócus -3279 C/T e -3499 G/T podem 

ser transmitidos em conjunto dentro da população estudada. Esses dados foram 

demonstrados através dos valores de D’=1(indica ausência de recombinação) e valores 

de r
2 

= 0,04 (indica que em 4% da população estudada, os polimorfismos foram 

transmitidos associados). É importante salientar que como descrito para o equilíbrio de 

Hardy-Weinberg, os valores r
2
 podem ser afetados pela baixa prevalência de um 

determinado genótipo na população. Sendo que esse fator pode ter influenciado os 

resultados, relacionado ao percentual da população em que os polimorfismos foram 

transmitidos de forma associada. O estudo de desequilíbrio de ligação para 

polimorfismos de base única pode ser uma estratégia utilizada para identificar genes 

de susceptibilidade a doenças complexas como a doença de Chagas. De acordo com os 



- 81 - 

 

resultados encontrados nesse trabalho é provável que os marcadores estudados 

forneçam em conjunto à mesma informação genética.  

A importância do controle genético do hospedeiro na susceptibilidade ou 

resistência a doenças parasitárias demonstrou que o mesmo se aplica em situações de 

relação parasito-hospedeiro de grande complexidade (MARQUET, et al., 1996; 

ALCAÏS, et al., 1997; DESSEIN, et al., 1999; RODRIGUES, et al., 1999). 

Acreditando-se que a genética do hospedeiro possa ser um fator fundamental e 

diferencial no desenvolvimento das diferentes formas clínicas da doença de Chagas, o 

estudo de associação das frequências genotípicas e alélicas dos dois lócus polimórficos 

selecionados foi realizado.  

Estudos anteriores relataram a presença do lócus polimórfico -3279 C/T no 

gene FOXP3 e sua associação com distúrbios autoimunes (ZHANG, et al., 2009; 

EASTELL, et al., 2007). ZHANG e colaboradores (2009) demonstraram uma 

associação entre polimorfismos presentes no gene FOXP3 em população chinesa. A 

análise dos subgrupos estudados demonstrou uma significativa associação entre o 

polimorfismo rs 3761547 (-3279 C/T) e pacientes alérgicos. Já em trabalho 

desenvolvido por EASTELL (2007) com jovens portadores de artrite idiopática 

juvenil, não foram encontradas associações entre o polimorfismo -3279 C/T e os 

indivíduos doentes e controles.  

O estudo em doença de Chagas realizado neste trabalho, não associou a 

presença desse polimorfismo a nenhuma das formas clínicas avaliadas para ambos os 

genêros (TABELAS 6 e 7).  

Em indivíduos do gênero feminino, a comparação entre os três genótipos nos 

diferentes grupos (NI x IND x CARD) não apresentou resultados estatisticamente 

significativos. Foi observado que o genótipo homozigoto CC apresenta uma baixa 

frequência na população amostral e não foi encontrado em pacientes portadores da 

forma clinica IND (TABELA 6). Com relação aos estudos alélicos, foi observado que 

o alelo polimórfico -3279 T esteve presente na grande maioria da população estudada 

de uma forma semelhante entre as diferentes formas clínicas da doença de Chagas. 

Esses resultados estão de acordo com as frequências genotípicas e alélicas 

demonstradas no banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). 

Ainda em indivíduos do gênero feminino, com relação à análise de funcionalidade 

desse polimorfismo, os resultados demonstraram que pacientes da forma clínica IND 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
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que possuem o genótipo heterozigoto CT apresentam maior expressão de FOXP3 em 

células TCD4+CD25
high

 quando comparados com os outros indivíduos estudados 

(FIGURA 12 A). É importante salientar, que apesar do genótipo CT em indivíduos 

portadores da forma clínica IND apresentar os maiores níveis de expressão do FOXP3, 

não foi possível associar a expressão da proteína apenas ao genótipo, pois o mesmo foi 

distribuído de uma forma homogênea entre as diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas (8% em pacientes IND e 9% em pacientes CARD). 

Para indivíduos do gênero masculino, a análise de presença/ausência do alelo 

polimórfico T entre os três genótipos nos diferentes grupos (NI x IND x CARD) não 

apresentou resultados estatisticamente significativos. De forma semelhante aos 

indivíduos do gênero feminino, a grande maioria dos pacientes apresentou elevada 

presença do alelo polimórfico T+ (TT+CT) (TABELA 7). Já relacionado à análise de 

funcionalidade, os resultados demonstraram que os pacientes do gênero masculino 

portadores da forma clínica IND que possuem o alelo polimórfico T+ apresentam a 

maior de expressão de FOXP3 em células TCD4
+
CD25

high 
(FIGURA 14 A). 

Entretanto, não foi possível associar o aumento na expressão da molécula FOXP3 

apenas à presença do alelo polimórfico T, pois o mesmo foi distribuído de uma forma 

homogênea entre as diferentes formas clínicas da doença de Chagas (89% em 

pacientes IND e 86% em pacientes CARD). Dessa forma, os indivíduos do gênero 

masculino portadores da forma clínica IND apresentaram as maiores frequências de 

expressão do FOXP3 de forma independente a presença/ausência do alelo polimórfico. 

Outro polimorfismo presente no gene FOXP3 que já foi descrito na literatura 

como associado a doenças relacionadas com desvios na imunorregulação é o lócus -

3499 G/T. BOTEMMA e colaboradores (2009) realizaram um estudo comparando 

crianças caucasianas quanto à presença do polimorfismo e desenvolvimento de atopia 

a diferentes alérgenos. Foram encontrados diferentes resultados relacionados ao 

genêro dos indivíduos pesquisados. O polimorfismo -3499 G/T se mostrou associado 

com o desenvolvimento de sensibilização e alergia em meninas, enquanto o mesmo 

polimorfismo esteve associado com uma remissão de sensibilização a alérgenos em 

meninos. Segundo dados demonstrados por BASSUNNI (2003), esse polimorfismo 

está associado com o desenvolvimento de diabetes tipo 1 em mulheres e homens da 

população japonesa. De acordo com o mesmo estudo, o genótipo homozigoto 

polimórfico TT no locus polimórfico -3499 G/T está associado com uma diminuição 
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da expressão do FOXP3, devido a alterações da ligação desse gene a fatores 

importantes para a sua transcrição.  

Em relação ao polimorfismo -3499 G/T, os resultados demonstraram que o 

genótipo heterozigoto GT é duas vezes mais predominante no grupo IND quando 

comparado ao grupo CARD, para o gênero feminino (TABELA 9). Observou-se 

também, que esse genótipo está associado com uma maior expressão do gene FOXP3 

em células TCD4CD25
high

 de pacientes portadores da forma clínica IND (FIGURA 12 

B). Além disso, o grupo de pacientes CARD apresentou percentuais mais elevados do 

genótipo homozigoto selvagem GG que está associado a uma menor expressão do 

FOXP3 quando comparado a genótipo heterozigoto GT. Os resultados demonstraram, 

ainda, uma diferença estatística significativa relacionada à presença do alelo 

polimórfico T+ quando comparados os indivíduos do gênero feminino das formas 

clínicas IND e CARD. Esse alelo se mostrou fortemente associado com a forma 

clínica IND (TABELA 9) e indivíduos que o apresentam possuem 2,9 vezes mais 

chance de desenvolver essa forma clínica da doença de Chagas (TABELA 9). Com 

relação à análise de funcionalidade desse polimorfismo, os resultados demonstraram 

que pacientes da forma clínica IND que apresentam o alelo polimórfico T+ possuem 

uma maior expressão de FOXP3 em células TCD4+CD25
high

 quando comparados aos 

outros grupos estudados (FIGURA 13 B). Esses resultados sugerem que a presença do 

alelo polimórfico T+ parece estar relacionada a um desenvolvimento diferencial da 

doença de Chagas em indivíduos do gênero feminino, e que esse alelo pode ser um dos 

fatores que levariam ao desenvolvimento de um papel protetor relacionado a não 

exacerbação da miocardiopatia chagásica.  

Para indivíduos do gênero masculino, a análise de presença/ausência do alelo 

polimórfico T, relacionada ao polimorfismo -3499 G/T, entre os três genótipos nos 

diferentes grupos (NI x IND x CARD) não apresentou diferenças estatisticamente 

significativas. Os resultados demonstraram que o alelo polimórfico se encontra bem 

distribuído entre os pacientes portadores das diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas (TABELA 10). Quanto à análise de funcionalidade, os pacientes da forma 

clínica IND que apresentam o alelo selvagem G (T-) possuem uma expressão maior de 

FOXP3 em células TCD4+CD25
high

, quando comparados com os outros indivíduos 

que possuem o alelo polimórfico T+ (FIGURA 14 B). É importante salientar que os 

indivíduos do gênero masculino apresentam um padrão de expressão da molécula 
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FOXP3 de uma forma completamente diferente daquela observada em pacientes do 

gênero feminino. Enquanto, a presença do alelo polimórfico T+ está associada a uma 

maior expressão do FOXP3 em mulheres, este mesmo alelo está associado a uma 

menor expressão em homens (FIGURAS 13 B e 14 B). De forma interessante, 

diferenças estatísticas entre os grupos estudados foram encontradas apenas em 

indivíduos do gênero feminino e esse fator pode direcionar a ideia, de uma possível 

contribuição entre polimorfismos relacionados a cromossomos sexuais e a evolução 

diferencial da doença de Chagas relacionada ao gênero. É importante salientar que em 

estudos descritos na literatura as análises de polimorfismo no gene FOXP3 são 

agrupadas por gênero. As fêmeas carregam dois cromossomos X, sendo que um deles 

é silenciado aleatoriamente durante as fases da embriogênese. Esse processo de 

inativação resulta em uma diversidade celular feminina aonde metade das células de 

uma fêmea expressa genes derivados do cromossomo X da mãe e a outra metade do 

cromossomo X paterno. Dessa forma, mutações ou polimorfismos desvantajosos que 

ocorrem em um gene ligado ao cromossomo X poderão resultar em perda da proteína 

em todas as células de um homem, mas em apenas metade das células das mulheres. 

Esta desvantagem de sobrevivência pode ser demonstrada devido à existência de 

numerosas doenças ligadas ao cromossomo X, sendo que estas não afetam ou causam 

efeitos menos deletérios em mulheres (LIBERT, et al., 2010).  

 Adicionalmente, pode-se verificar que polimorfismos em cromossomos 

sexuais possam influenciar o desenvolvimento de cardiopatias não associadas à doença 

de Chagas. De fato, estudos mostram que mulheres são menos susceptíveis a doenças 

cardíacas (MILLER, et al., 2010) uma vez que polimorfismos em receptores para 

esteróides sexuais, seus ligantes e moléculas que podem influenciar no remodelamento 

cardíaco, dentre outros fatores, podem ser importantes para o controle de  doenças 

cardiovasculares.  

A expressão do gene FOXP3 é um importante fator para a diferenciação celular 

das células T reguladoras e é crítica para sua função supressora. Além disso, a 

expressão de FOXP3 sustentada em celulas TREG maduras é necessária para a 

manutenção do fenótipo regulador dessa célula (BATTAGLIA, et al., 2002). A 

deleção de um alelo condicional para a expressão de FOXP3 resulta em perda de 

função supressora e de alguns marcadores de superfície característicos de células 

TREG. Em contrapartida, as TREG maduras que sofrem essa deleção adquirem 
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propiedades de células T efetoras e passam a produzir citocinas inflamatórias como 

IL-2, IL-4, IL-7 e IFN-γ (JOSEFOVICV, et al., 2011). De forma interessante, estudos 

mostram que não apenas a completa falta de FOXP3 leva ao desenvolvimento de 

resposta autoimune fatal, mas a redução dos níveis dessa molécula pode também 

conduzir ao mesmo fenótipo (CAMPBELL, et al., 2007). Dados anteriores, obtidos 

pelo nosso grupo de pesquisa, através de estudos de cinética de expressão de FOXP3 

por células TCD4+CD25
high

,
 
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 na 

expressão dessa molécula após o quarto dia de cultura (DE ARAUJO, et al., 2009). 

Além disso, para a verificação se a diminuição da expressão de FOXP3 poderia estar 

associada a outros mecanismos reguladores e se o padrão de citocinas apresentado por 

esses pacientes e indivíduos não infectados poderia estar associado à perda e /ou 

controle da expressão de FOXP3 foi avaliado a produção de citocinas reguladoras 

IL10 e TGF-β. Os resultados demonstraram que pacientes IND apresentam uma alta 

produção de IL10 e TGF- β. Enquanto os pacientes CARD apresentam, além da 

diminuição na expressão de FOXP3 pelas células TREG, uma produção elevada de 

citocinas inflamatórias como IFN-γ, IL-6 e TNF-α (DE ARAUJO, et al., 2012). 

Baseado nestes dados e acreditando que a expressão de FOXP3 pode ser um 

fator diferencial em células TC4+CD25
high 

nos indivíduos estudados, avaliou-se 

através da marcação ex-vivo a frequência da molécula FOXP3. É importante salientar 

que, nossas análises, de forma diferente daquelas realizadas em estudos anteriores 

agruparam os indivíduos estudados de acordo com o gênero. Corroborando com os 

dados demonstrados por DE ARAUJO (2009), nossos resultados nos permitem sugerir 

que a expressão de FOXP3 pode estar correlacionada com a infecção pelo T. cruzi, 

uma vez que indivíduos NI apresentam os menores níveis de expressão dessa molécula 

(FIGURA 8). Podemos observar, ainda, que os pacientes portadores da forma clínica 

IND apresentam os maiores níveis de expressão da molécula FOXP3 de forma 

independente de gênero (FIGURAS 8A, 8B e 8C). Os pacientes portadores da forma 

clínica CARD apresentam menores níveis de células TCD4+CD25
high

FOXP3+ e esse 

resultado pode sugerir que o número de células TCD4+ ativadas está aumentado nestes 

indivíduos. Podemos sugerir também que esses pacientes expressam a molécula 

FOXP3, porém não conseguem manter essa expressão nas células T reguladoras, não 
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sendo suficiente para controlar o desenvolvimento do processo inflamatório, o que 

poderia levar a progressão da patologia para a forma clínica cardíaca. Para reforçar 

ainda mais a hipótese de que as células TREG e o gene FOXP3 podem ser 

considerados importantes fatores para o controle do desenvolvimento das formas 

clínicas graves da doença de Chagas, realizou-se análises de correlação entre a 

expressão de FOXP3 nas células TREG e fatores preditores de boa função cardíaca. 

Os resultados demonstraram que os pacientes portadores da forma clínica IND 

apresentam uma correlação positiva entre a expressão de FOXP3 por células 

TCD4+CD25
high

 e o parâmetro clínico relacionado a melhor função cardíaca FEVE 

(FIGURA 9).  Esses dados sugerem que essas células podem influenciar no controle 

da manutenção de uma melhor função cardíaca nestes pacientes, provavelmente 

modulando a resposta imune exacerbada induzida pelo T. cruzi. Para verificar se os 

dados relacionados ao perfil genotípico, fenotípico e dados clínicos, quando 

agrupados, interferem na evolução da doença da Chagas realizou-se a análise 

multivariada. Os resultados mostraram que apesar de não encontrarmos diferenças 

estatísticas entre os diferentes grupos estudados (TABELAS 12, 13, 14 e 15), observa-

se que em indivíduos do gênero feminino existe uma tendência das varíaveis, 

polimorfismo rs3761548 (-3499 G/T), percentual de expressão do gene FOXP3 (% 

FOXP3) e intensidade média de expressão de FOXP3 (MIF FOXP3) estarem 

relacionadas com as formas clínicas IND (TABELAS 12 e 14). Esses resultados 

reforçam a hipotése de que exista um desenvolvimento diferencial da doença de 

Chagas relacionado ao gênero, uma vez que os resultados aproximados foram 

encontrados apenas em mulheres. 

É importante destacar que o presente estudo é o primeiro a demonstrar uma 

associação signifivativa entre polimorfismos do gene FOXP3 em pacientes com as 

formas clínicas IND e CARD da doença de Chagas. Além disso, é também o primeiro 

trabalho a associar os diferentes níveis de expressão do FOXP3 em células TREG com 

os genótipos apresentados por indivíduos chagásicos. Dessa forma, esperamos que este 

estudo possa ter dado a sua contribuição para uma melhor compreensão de marcadores 

relacionados à imunogenética do hospedeiro humano e sua importância para o 

desenvolvimento diferencial da doença de Chagas, contribuindo para um melhor 

entendimento de sua patofisiologia. A partir dos resultados encontrados, pode-se 

desenvolver um programa populacional utilizando os dados desenvolvidos para 
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determinar se FOXP3 têm validade epidemiológica como marcador de evolução da 

morbidade permitindo a identificação de pacientes que deverão ser acompanhados 

mais intensamente, que deverão receber tratamentos alternativos, se disponíveis, 

beneficiando assim aqueles que em etapas definidas deverão receber terapêutica 

específica.  

     Em resumo, os estudos de polimorfismos presentes no gene FOXP3, 

realizado em uma amostra da população brasileira, permitiram-nos chegar aos 

seguintes resultados:                                              

*Os polimorfismos -3279 C/T e -3499 G/T, estão associados e podem ser transmitidos 

de forma conjunta em indivíduos portadores da doença de Chagas; 

*O polimorfismo -3279 C/T não está associado ao desenvolvimento diferencial da 

doença de Chagas na população estudada;  

*Em pacientes do gênero feminino o polimorfismo -3499 G/T está associado com a 

doença de Chagas. A frequência do genótipo heterozigoto (GT) e a presença do alelo 

polimórfico (alelo T+) parecem estar relacionadas a uma função protetora e ao 

desenvolvimento da forma clínica IND;  

*Em pacientes do gênero masculino o polimorfismo -3499 G/T não está associado 

com a doença de Chagas em nossa população de estudo; 

*Em pacientes do gênero feminino portadores da forma clínica IND, o genótipo 

heterozigoto (GT) e a presença do alelo polimórfico (alelo T+), do polimorfismo -

3499 G/T estão relacionados a um aumento da expressão do FOXP3 em células 

TREG;
  

*Em pacientes do gênero masculino, o polimorfismo -3499 G/T não está relacionado a 

um aumento da expressão do FOXP3 em células TREG, uma vez que os alelos foram 

distribuídos de forma semelhante entre indivíduos IND e CARD; 

*A expressão da molécula FOXP3 em células TREG é maior em indivíduos 

portadores da forma clínica IND em ambos os gêneros; 

*A expressão fenotípica da molécula FOXP3 em células TREG está diretamente 

relacionada com melhor função cardíaca em pacientes portadores da doença de 

Chagas. 
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                                                                     7.0- CONCLUSÃO 
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Os resultados adquiridos com este trabalho mostram que os dois polimorfismos 

presentes no gene FOXP3 estudados estão em desequilíbrio de ligação e, portanto 

podem ser transmitidos associados durantes as gerações. O polimorfismo -3499 G/T 

pode ser um importante marcador de prognóstico, pois está associado ao 

desenvolvimento diferencial da doença de Chagas e, além disso, a expressão do 

FOXP3 em células TCD4+CD25
high

 pode ser influenciada pelas frequências 

genotípicas e alélicas em indivíduos do gênero feminino. Verificamos, ainda, que a 

expressão do gene FOXP3 em células TCD4+CD25
high

 é maior nos indivíduos 

portadores da forma clínica IND e está associada com a melhora da função cardíaca 

em ambos os gêneros, sugerindo que essas células podem influenciar no controle da 

manutenção de uma melhor função cardíaca nestes pacientes, provavelmente 

modulando a resposta imune exacerbada induzida pelo T. cruzi  através da 

imunomodulação do ambiente de citocinas e/ou matando células efetoras e, 

consequentemente, controlando a morbidade. 
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