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RESUMO 

 

O sistema imune (SI), assim como os outros sistemas orgânicos atuam diretamente 

na homeostasia do organismo. Durante a fase aguda da infecção pelo Trypanosoma 

cruzi o SI age intensamente na tentativa de eliminar os parasitos que, no entanto, se 

evadem do sangue circulante para o meio predominantemente intracelular, 

favorecendo assim a evolução para a fase crônica. O objetivo do trabalho foi avaliar a 

habilidade de células do SI de indivíduos NI ou portadores da doença de Chagas em 

responder in vitro a antígenos do T. cruzi, através da expressão ou secreção de 

moléculas responsáveis pelos processos de ativação ou regulação desse estímulo. 

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) dos indivíduos estudados foram 

separadas e analisadas antes e após serem cultivadas, na presença e na ausência 

de homogenatos antigênicos. As células e os sobrenadantes das culturas foram 

coletados nos tempos zero (antes do estímulo antigênico), e nos tempos 2h, 6h, 12h 

e 24 horas após o estímulo para análise da expressão das moléculas CD25, CD28 e 

CTLA-4 na superfície de linfócitos T CD4+ e CD8+, bem como dos níveis de 

prostaglandina E2 e das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ. Os resultados mostraram que 

antígenos de T. cruzi são capazes de estimular PBMC de indivíduos do grupo NI a 

produzirem IL-10 e PGE2, além de induzirem maior intensidade média de 

fluorescência de CD25 em LT CD4+. IL-10 foi detectada precocemente em culturas de 

pacientes do grupo IND e mantém seus níveis no período estudado, enquanto a 

detecção do IFNγ ocorreu somente às 12 horas de cultura, ao contrário dos 

sobrenadantes de cultura do grupo CARD, onde foram detectadas indistintamente as 

citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ. A intensidade média de fluorescência de CTLA-4 foi 

maior em LT CD4+ estimulados no grupo IND, enquanto que no grupo CARD o 

estímulo antigênico induziu maior IMF de CD25 em LT CD4+ e em LT CD8+. 

Admitindo-se a possibilidade de que regulação induzida pelo estímulo antigênico no 

grupo IND seja mediada por IL-10 e pela expressão de CTLA-4, que impede a 

geração do segundo sinal de ativação celular, a ausência precoce dessa no grupo 

CARD poderia ser um dos fatores relacionados a uma falha na regulação do sistema 

imune destes pacientes. Além disso, a produção de moléculas reguladoras IL-10 e 

PGE2 por células dos indivíduos do grupo NI favorece a interpretação de que o SI é 
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também capaz de promover a manutenção da homeostasia nos organismos isentos 

de memória imunológica específica.  

 

Palavras chave: homeostasia, imunorregulação doença de Chagas, Trypanosoma 

cruzi,  
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Abstract 

 

The immune system (IS) as others has physiological functions that works toward the 

maintenance of homeostasis. During the acute phase of the infection by Trypanosoma 

cruzi, the IS functions intensively to eliminate the parasites that are able to leave the 

peripheral blood becoming predominantly intracellular favoring, therefore, the its 

maintenance and the development of the chronic phase of the disease. The objective 

of this work was to evaluate the ability of the IS of NI or individuals with Chagas 

disease to react in vitro to T. cruzi antigens. This was evaluated by the analysis of the 

expression or secretion of molecules involved on the process of activation or 

regulation of the response induced by the stimuli. Peripheral blood mononuclear cells 

of the individuals included in this study were fractionated and evaluated before and 

after in vitro culture. Cells and supernatants from these cultures were collected at time 

zero (before antigenic stimulation) and at 2, 6 and 24 hours after antigenic stimulation 

for analysis of CD25, CD28 e CTLA-4 expression on the surface of T CD4+ and CD8+ 

cells as well as the levels of prostaglandins E2 and the cytokines IL-2, IL-10 and IFNγ. 

The results show that T. cruzi antigens stimulate PBMC from NI to secrete IL-10 and 

PGE2 besides the induction of higher fluorescence intensity of CD25 in CD4+ cells. IL-

10 is detectable early in cell cultures of IND patients and remains high for the time 

period of the study, while IFNγ was detected only at 12 h, in contrast with PBMC from 

CARD where IL-2, IL-10 and IFNγ where detectable at all time points. In stimulated 

cultures, the mean fluorescence intensity of CTLA-4 was high in CD4+ T cells from the 

IND group while in the CARD group the antigenic stimuli induced higher CD25 mean 

fluorescence intensity in CD4+ and in CD8+ cells. Admitting the possibility that 

regulation induced by the stimuli in the IND is mediated by IL-10 and expression of 

CTLA-4, impairing the second cell activation signal, the absence of early secretion of 

this cytokine by cells from CARD may be one of the major factors related to the lack of 

immuno regulatory activity in these patients,. Furthermore, the secretion of regulatory 

molecules IL-10 and PGE2 by cells from NI individuals favors our interpretation that 

the IS also induces homeostasis in situations where immune response memory is not 

specific. 

 

Key words: homeostasis, imunoregulation, Chagas disease, Trypanosoma cruzi. 
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1- Introdução 

 

A doença de Chagas foi descrita pela primeira vez pelo médico e pesquisador 

Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 1909, o qual na época desenvolvia trabalhos 

sobre malária no norte de Minas Gerais (COURA, 1997; DIAS, 2001). O 

Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença, tem a capacidade de promover 

alterações tissulares no hospedeiro vertebrado com morbidade diferenciada, segundo 

os graus de acometimento (MACEDO, et al., 1982, DIAS, 1989; RASSI, et al., 1992, 

PARADA, et al., 1997, MARIN-NETO, et al., 1999). A enfermidade é reconhecida 

como uma endemia rural, com distribuição entre as Américas Central e do Sul, sendo 

endêmica em 21 países, onde acometem 16 – 18 milhões de indivíduos basicamente 

populações pobres com baixo nível de instrução que vivem em casebres de má 

qualidade, onde algumas das espécies do inseto vetor se domicilia com relativa 

facilidade (MARTINS, 1968; WHO, 1997; DIAS, 2000). Recentemente, o Brasil 

recebeu a Certificação Internacional de Eliminação da Transmissão da Doença de 

Chagas pelo Triatoma infestans, um dos principais vetores do T. cruzi, conferida pela 

Organização Pan-Americana de Saúde (WHO, 2002; FERREIRA & SILVA, 2006). No 

entanto, ainda ocorrem outras formas de transmissão, como por exemplo, a 

transfusão de sangue ou mesmo ingestão dos parasitos em alimentos contaminados 

(DIAS & COURA, 1997; WENDEL, 1998; DIAS, 2000).   

Após a infecção, o indivíduo apresenta a fase aguda, a qual perdura 2-4 

meses, e é caracterizada pela presença de formas tripomastigotas dos parasitos no 

sangue, o que facilita o diagnóstico direto da doença. Nesta fase, o sistema imune 

(SI) age intensamente com o objetivo de eliminar os parasitos, através de 

mecanismos humorais e celulares da imunidade inata como a lise mediada pelo 

complemento, fagocitose, citotoxicidade de células natural killer (NK) (CERISOLA, et 

al.,1977; ANDRADE, 1991; DEUTSCHLÄNDER, et al., 1978). Entretanto, os parasitos 

são capazes de se evadirem da resposta imune do hospedeiro através de diferentes 

mecanismos de escape (DAMATTA, et al., 2007), o que compromete a eliminação 

total destes tripomastigotas, favorecendo desta maneira a evolução para a fase 

crônica com duração longa, tendo como características principais a baixa parasitemia 

e o parasitismo intracelular com as formas amastigotas (KOEBERLE, 1959; DIAS, 

1989; ANDRADE, 1991; RASSI, et al.,1992; HIGUCHI, 1997).   



                                                                                                                                            INTRODUÇÃO 

             2 
 

 

Neste contexto, os mecanismos de resposta imune também se modificam e se 

estabelece um equilíbrio que tenta preservar o hospedeiro dos danos causados pelo 

processo inflamatório gerado.  

O SI, assim como os outros sistemas orgânicos, tem função fisiológica, 

atuando no sentido de manter a homeostasia do organismo, alterada por estímulos 

induzidos por fatores internos ou externos. A resposta imune contra fatores externos, 

incluindo patógenos, e fatores internos, como células tumorais, tem sido estudada ao 

longo dos tempos como sendo responsável pelos mecanismos de defesa. Para isto o 

SI conta com células e moléculas que atuam de maneira inespecífica, denominada 

imunidade inata (II), atuando como primeira linha de defesa (entenda-se: retorno à 

homeostasia) contra patógenos, enquanto que a permanência destes é capaz de 

estimular outras células -linfócitos- que se adaptam a estes estímulos externos, 

tornando-se mais específicas na tentativa de dar continuidade a homeostasia do 

organismo. 

A característica comum às células da II é a expressão de moléculas de 

superfície com capacidade de reconhecimento de padrões estruturais diferentes do 

próprio (non-self), especialmente carboidratos e glicolipídios complexos – receptores 

Toll - comuns em microrganismos. Pode-se também destacar os receptores de 

membrana scavenger e os para proteínas solúveis do complemento (ARAUJO-

JORGE, 2000; TAKEDA et al.,2003).  

A apresentação de antígenos por moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (HLA) presentes nas células da II é o mecanismo responsável 

pela interação entre estas e a imunidade adaptativa (IA), representada pelos linfócitos 

T (LT) CD4+ e os LT CD8+. Os linfócitos B (LB) CD5+ atuam também como células 

apresentadoras de antígeno (APC), como macrófagos e células dendriticas da II, 

além de secretarem anticorpos (BACHMANN & KOPF, 2002; JANEWAY, et 

al.,2007a).  

A ativação das células T requer, portanto, sinais oriundos das APC, que 

influenciam na evolução da resposta imune com estímulo ou inibição de outras 

células e mediadores que regulam os mecanismos patológicos (STADECKER, et al., 

1999).   

Assim, a evolução da morbidade da doença de Chagas, nas fases aguda e 

crônica, é conseqüência destes mecanismos endógenos que tentam sempre 

restabelecer o equilíbrio interno do organismo.  
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Durante a fase aguda ocorrem graus variados de sintomas inespecíficos e 

miocardites associadas ao parasitismo tecidual e elevada parasitemia (PARADA, et 

al., 1997). A miocardite mostra-se intensa e difusa, ocorrendo ainda necrose 

miocitolítica, edema, vasculite e infiltrado inflamatório, que é resultante da presença 

dos parasitos e de células polimorfos e mononucleares. Trombose mural pode 

complicar o processo inflamatório, que se estende até o endocárdio. Há também 

envolvimento do sistema de condução e dos plexos nervosos intramurais e 

extracardíacos. Durante esta fase, as alterações patológicas se manifestam, 

principalmente, por dilatação cardíaca global e derrame pericárdico (MARIN-NETO, et 

al., 1999).  

Controlada a parasitemia, os sintomas melhoram e a fase crônica da doença é 

estabelecida. No entanto, seqüelas relacionadas às lesões desenvolvidas durante a 

infecção aguda, como denervação do músculo liso parietal no trato digestivo e dos 

nervos parassimpático e simpático do tecido cardíaco, podem ter conseqüências 

patofisiológicas na fase crônica da doença (DIAS, 1989; ANDRADE, 1991; RASSI et 

al., 1992; HIGUCHI, 1997).  

As manifestações clínicas de desenvolvimento da fase crônica podem ser 

observadas ao longo dos anos após a infecção. A maioria dos pacientes permanece 

assintomática por toda vida. Aproximadamente 20-40% dos pacientes, após 10-20 

anos de evolução da doença, desenvolvem miocardites e/ou alterações funcionais e 

anatômicas do esôfago e/ou cólon levando ao desenvolvimento de dilatações 

denominadas megaesôfago e megacólon (MACEDO, et al., 1982; DIAS, 1989; 

RASSI, et al., 1992). 

Os fatores que influenciam a evolução dos pacientes assintomáticos para as 

formas crônicas cardíacas e/ou digestivas não estão ainda bem estabelecidos. 

Fatores específicos como, genética do hospedeiro e do parasito, a resposta imune do 

hospedeiro, a cepa do parasito, o nível de parasitemia, certamente são importantes e 

merecem serem investigados (DIAS, 1989, 1997; MACEDO, 1997).  

 Um dos aspectos mais intrigantes da doença de Chagas crônica são os 

intensos processos inflamatórios, associados à relativamente poucos parasitos 

(ANDRADE, 1983 e 1991; ANDRADE, et al., 1994). Estes achados em autópsias de 

pacientes sintomáticos com doença de Chagas levaram a um conceito de que 

componentes autoimunes estariam envolvidos na gênese das alterações funcionais e 

das miocardites, encontradas em pacientes com as formas crônicas. Entretanto, 
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estudos mais recentes usando técnicas, como reação de polimerização em cadeia 

(PCR) e imunocitoquímica têm demonstrado correlação positiva entre o número de 

parasitos e a gravidade da doença cardíaca e digestiva nos pacientes, desafiando a 

hipótese autoimune para a patogênese da doença de Chagas (JONES, et al., 1993; 

HIGUCHI, et al.,1993a; VAGO, et al.,1996; GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). 

 

 

1.1 – Caracterização das formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença de 

Chagas 

 

Como já mencionado, cerca de 50% dos pacientes portadores da doença de 

Chagas apresentam a forma clínica indeterminada (IND). Acredita-se que deste 

total cerca de 2 - 5% poderão desenvolver a forma clínica cardíaca (MACEDO, 1982; 

DIAS, 1989; MACEDO, 1997). 

São considerados portadores da forma indeterminada da doença de Chagas 

os indivíduos soropositivos e/ou com exame parasitológico positivo para o T. cruzi 

que não apresentam quadro sintomatológico próprio da doença e com resultados de 

eletrocardiograma de repouso, estudo radiológico de tórax, esôfago e cólon normais 

(RELATÓRIO OFICIAL DA 1ª REUNIÃO ANUAL DE PESQUISA APLICADA EM 

DOENÇA DE CHAGAS, 1984). 

Apesar de estar bem caracterizada, a forma IND permanece pouco conhecida. 

O substrato anatômico é representado pelas lesões inflamatórias microscópicas 

focais, onde os parasitos são raramente demonstrados por métodos histológicos 

comuns (ANDRADE, 1991; SANCHEZ, et al., 1993). Porém, a utilização de PCR in 

situ, tem demonstrado a existência de material antigênico ou de partes do genoma do 

T. cruzi em algumas lesões (HIGUCHI, et al., 1993a; JONES, et al.,1993).  

Para ANDRADE, (2005) os focos inflamatórios que aparecem no coração dos 

pacientes com a forma IND da doença de Chagas apresentam um ciclo evolutivo no 

qual o estímulo antigênico atrai células inflamatórias que aparecem como que 

inibidas no seu potencial agressivo, mas se acumulam no tecido intersticial 

acompanhadas por certo grau de fibrose. Após um tempo, as células inflamatórias 

são removidas por apoptose, enquanto o pequeno excesso de matriz sofre 

degradação e reabsorção. Com base em dados ultra-estruturais, as lesões da 

miocardite focal da forma IND foram interpretadas como sujeitas a um ciclo evolutivo, 
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auto-limitado, equilibrado pelo aparecimento de umas lesões e desaparecimento de 

outras, o que permite a longa sobrevida do hospedeiro (ANDRADE, et al., 1997). 

Assim é possível entender como um indivíduo infectado com o T. cruzi reproduzindo-

se no interior de seus tecidos, especialmente no miocárdio, pode viver sem 

apresentar, aparentemente maiores problemas cardíacos (ANDRADE, 2005).   

Apesar da enorme importância clínico-epidemiológica da forma clínica 

cardíaca (CARD) crônica, em nosso meio, as definições de conduta clínica referentes 

ao cuidado desses pacientes são, habitualmente, derivadas da transposição de 

conhecimentos adquiridos em outras cardiopatias para a cardiopatia chagásica. O 

acometimento cardíaco na fase crônica inclui amplo espectro de manifestações, que 

vai desde a presença de anormalidades silenciosas, registradas em exames 

complementares sofisticados, até formas graves, como a insuficiência cardíaca 

refratária ou a morte súbita, como estabelecido pelo CONSENSO BRASILEIRO EM 

DOENÇA DE CHAGAS, 2005. ROCHA & MOURA, (1999) acreditam que a morte 

súbita possa estar relaciona à gravidade das extra-sistolias ventriculares, as quais 

são bastante comuns durante a cardiopatia chagásica crônica. Dentre as 

características mais peculiares da cardiopatia chagásica crônica destaca-se de 

maneira especial seu caráter fibrosante, considerado o mais expressivo dentre as 

miocardites, a destacada freqüência e complexidade das arritmias cardíacas e sua 

combinação com distúrbios da condução do estímulo atrioventricular e 

intraventricular, a grande incidência de morte súbita e fenômenos tromboembólicos, 

assim como de aneurismas ventriculares.  A cardiopatia chagásica crônica é a 

principal responsável pela elevada morbidade-mortalidade da doença, com grande 

impacto social e médico-trabalhista. Sendo assim a presença de alterações 

eletrocardiográficas constitui elemento fundamental na caracterização de 

comprometimento cardíaco significativo na doença. O prognóstico do paciente 

chagásico é semelhante ao da população geral enquanto o eletrocardiograma estiver 

normal, sendo que a realização desse exame de maneira seriada pode detectar a 

evolução para a forma cardíaca (CONSENSO BRASILEIRO EM DOENÇA DE 

CHAGAS, 2005). 

Recentemente foi publicada por ROCHA, et al., (2003) uma classificação para 

cuidados clínicos de cardiopatias chagásicas que são mostrados na tabela 1, levando 

em consideração diferentes aspectos clínicos envolvidos nas alterações cardíacas, 

diferentemente da estabelecida pela WHO, (2002) que considera apenas presença e 
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gravidade dos sintomas. A classificação estabelecida por ROCHA, et al., (2003) 

avalia a função cardíaca, utilizando técnicas padrões como ecocardiograma (ECG), 

radiografia e técnicas mais sensíveis como Doppler ecocardiográfico, Holter de 24 

horas e teste de esforço físico. O que permite uma separação mais criteriosa dos 

pacientes apresentando as diferentes formas clínicas da doença de Chagas.  

 

 

Tabela 1. Classificação clínica da cardiopatia chagásica crônica de acordo com 

os critérios de Belo horizonte (ROCHA, et al., 2003). 

  
Cardiopatia Chagásica Crônica 1 (CCC 1) 
 
Sem sintomas; sem alterações significativas ao exame físico, esofagograma e 

enema opaco; técnicas sensíveis podem detectar anormalidades de gravidade 

variada (mas sem aumento do coração). 

 
Cardiopatia Chagásica Crônica 2 (CCC 2) 
 
Sem sinais clínicos ou laboratoriais (raio-X do tórax ou ecocardiográfico) de 

aumento do coração; pequenas alterações ao ECG. 

 
Cardiopatia Chagásica Crônica 3 (CCC 3) 
 
Sem sinais clínicos ou laboratoriais (raio-X do tórax ou ecocardiográfico) de 

aumento do coração; alterações consideráveis ao ECG – principalmente 

anormalidade de condução avançada. 

 
Cardiopatia Chagásica Crônica 4 (CCC 4) 
 
Sem sinais clínicos ou laboratoriais (raio-X do tórax ou ecocardiográfico) de 

aumento do coração; graves alterações ao ECG – forma complexa e/ou 

predominantemente freqüente de arritmia ventricular.  

 
Cardiopatia Chagásica Crônica 5 (CCC 5) 
 
Sinais clínicos, radiológicos e especialmente ecocardiográfico de aumento do 

coração com ou sem manifestação de insuficiência cardíaca. 
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1.2 - Aspectos imunes da doença de Chagas. 

 

A mobilização do sistema imune é importante na redução da carga parasitária 

mas, por outro lado, pode contribuir para o aparecimento das manifestações crônicas 

graves observadas em alguns pacientes (BAHIA-OLIVEIRA, et al., 1998; GOMES, et 

al., 2003). 

Dentre os vários fatores imunológicos que têm sido demonstrados como 

importantes para o desenvolvimento das formas graves da doença podemos citar a 

ativação de leucócitos e conseqüente produção e secreção de citocinas. Estudando 

infiltrados inflamatórios do tecido cardíaco, HIGUCHI, et al., (1993b) observaram 

grande quantidade de células T CD4+ e células T CD8+ com predominância de 

subgrupos de CD8+. Alguns autores (DOS SANTOS, et al., 2001; LANNES-VIEIRA, 

2003) acreditam que a predominância de células T CD8+ nos tecidos cardíacos é 

devida à expressão de moléculas de adesão (CAMs) nestas células.  VITELLI-

AVELAR, et al., (2005) avaliaram, no contexto ex vivo, o fenótipo celular de pacientes 

com as formas clínicas IND, CARD e DIG. Os resultados mostraram uma maior 

freqüência de células T CD4+HLA-DR+ nos pacientes com a doença de Chagas em 

relação aos indivíduos NI, além disso, eles observaram que o maior percentual de 

células TCD8+ estava exclusivamente associado às formas mais graves da doença.  

Dentre os sinais co-estimuladores, destaca-se a ligação entre a molécula 

CD28, presente nas células T, à CD80 (B7-1) ou CD86 (B7-2), presente nas APC, 

que participam de um dos eventos mais importantes no fenômeno de estimulação dos 

linfócitos T. Outras moléculas também são expressas dentre elas CD25, CD69, 

CD71, HLA-DR, CTLA-4 e CD95 (CARUZO, et al., 1997). 

Aqui a atenção será direcionada aos mediadores prostaglandina E2 (PGE2) e 

às citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ produzidas por CMSP e às moléculas acessórias 

CD28, CD25 e CTLA-4, expressas na superfície de linfócitos T CD4+ e de linfócitos T 

CD8+.  
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1.2.1 Mediadores envolvidos na doença de Chagas 

 

 Prostaglandinas (PG) são pequenas moléculas lipídicas que regulam vários 

processos no corpo, incluindo função renal, agregação plaquetária, liberação de 

neurotransmissores e modulação do sistema imune (GOETZL, et al., 1995; PHIPPS, 

et al., 1991). A produção de PG inicia com a liberação de ácido aracdônico 

proveniente de fosfolipídios de membrana pela fosfolipase-A2 em resposta a estímulo 

inflamatório (SMITH, et al., 1994). O ácido aracdônico, sob ação da enzima 

cicloxigenase (COX), é convertido à prostaglandina-H2 a qual é convertida a vários 

subtipos de PG entre elas PGI2, PGF2α, PGD2 e PGE2 (FILION, et al., 2001). Estas 

PGs são liberadas rapidamente pelas células e agem próximas ao seu sítio de 

produção através de ligações especificas de alta afinidade a seus receptores da 

membrana plasmática (NARUMIYA, 1994; COLEMAN, et al.,1994). 

Entre os mediadores lipídicos derivados do ácido aracdônico, a PGE2 é um dos 

melhores caracterizados em termos de imunomodulação (RIESER, et al., 1997). Ela é 

produzida por muitos tipos celulares, incluindo fibroblastos, macrófagos e algumas 

células malignas e, exerce suas ações ligando-se a seus receptores de membrana 

EP1, EP2, EP3 e EP4, sozinhos ou em combinação (COLEMAN, et al., 1994; 

BREYER, et al., 2001). Após a ligação aos receptores ela exerce efeitos diversos 

sobre as células T (HARRIS, et al., 2002). Alguns autores (CHOUDHRY, et al.,1999; 

RUGGERI, et al.,2000; COSME, et al.,2000; DE BARROS-MAZON, et al., 2004) têm 

mostrado a PGE2 inibindo a proliferação celular. Outros autores (MASTINO, et al., 

1992; PINGE-FILHO, et al., 1999; PORTER & MALEK, 1999; NISHIMURA, et al., 

2006) mostram a PGE2 interferindo na morte celular induzindo ou inibindo a apoptose. 

A PGE2 também tem sido associada à produção de citocinas antiinflamatórias e pro - 

inflamatórias por células T (COLEMAN, et al., 1994, RIESER, et al., 1997; WU, et al., 

1998; MEYER, et al., 2003). HILKENS, et al., (1996a, 1996b) mostraram a PGE2 

inibindo a produção de citocinas Th1 favorecendo uma intensificação de resposta Th2.  

As citocinas são moléculas solúveis, produzidas e secretadas pelas células 

do sistema imune em resposta a patógenos e outros antígenos. Elas medeiam e 

regulam a resposta imune por meio de ligações à receptores específicos. Podem 

atuar de forma autócrina ou podem atuar em células adjacentes (JANEWAY, et al., 

2007b). Seguramente estão envolvidas, tanto na resistência quanto nos mecanismos 
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relacionados à patologia da doença de Chagas (SILVA, et al., 1992; 

ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1995; SAMUDIO, et al., 1998; SOARES, et al., 

2001). Neste trabalho foi feita análise das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ  

IL-2 é uma citocina que atua como um fator de crescimento e regulador central 

no sistema imune e seus efeitos são mediados através da ligação dos heterotrimeros 

das subunidades dos receptores IL-2Rα, IL-2Rβ e IL-2Rγ. (NEEPER, et al.,1987 

NAKAMURA, et al., 1994; THEZE, et al., 1996; STAUBER, et al., 2006). Ela influencia 

vários componentes do sistema imune como células B e células T, células NK e 

monócitos (GAFFEN, et al., 1996). Em linfócitos T, as cadeias IL-2Rβ e γ estão 

expressas constitutivamente em sua superfície (HATAKEYAMA et al., 1992; 

TAKESHIDA, et al., 1992; RICKERT, et al., 2005) enquanto a cadeia IL-2Rα aparece 

apenas sob ativação antigênica. A expressão máxima e prolongada do IL-2Rα por 

células T é dependente da estimulação de IL-2 produzida pela própria célula 

(LEONARD, et al., 1985). A IL-2 ativa o fator de transcrição STAT-5 e regula a 

transcrição do IL-2Rα (JOHN, et al., 1996; LECINE, et al., 1997). 

A IL-10 é uma citocina pleiotrópica, produzida por diferentes células como 

macrófagos, células T, células B, mastócitos, queratinócitos e algumas células 

tumorais. Ela regula uma variedade de funções das células hemopoiéticas. Facilita a 

eliminação de organismos infecciosos com dano mínimo aos tecidos do hospedeiro. 

Além disso, desempenha importante função na tolerância imune, desenvolvimento de 

células T e dendriticas e no crescimento e diferenciação de células B (MOORE, et al., 

2001; CONTI, et al., 2003). Ela está também associada à susceptibilidade à infecção 

pelo T. cruzi (SILVA, et al., 1992) devido, provavelmente, ao seu papel em regular a 

ativação de macrófagos induzida pelo IFNγ, inibindo tanto a liberação de metabólitos 

tóxicos quanto a diferenciação de células Th1 (CARDILLO, et al., 1996; REED, 1988).  

Dentre as diversas citocinas estudadas na infecção pelo T. cruzi, o IFNγ tem 

sido associado tanto em modelos experimentais (SILVA, et al., 1992; SAMUDIO, et 

al., 1998; SOARES, et al., 2001) quanto em humanos com a resistência do 

hospedeiro a infecção (BAHIA-OLIVEIRA, et al., 1998, 2000). Segundo BAHIA-

OLIVEIRA, et al., (1998), o IFNγ  pode desempenhar uma possível ação na proteção e 

no desenvolvimento da patologia chagásica e em conjunto com quimioterapia 

específica o IFNγ pode levar a eliminação do parasito em pacientes portadores da 

fase aguda. Já, nas formas graves da fase crônica da doença de Chagas, GOMES, et 
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al., (2003) sugerem a participação do IFNγ na indução da resposta inflamatória em 

humanos. DUTRA, et al., (1997) detectaram elevados níveis de RNAm para IFNγ em 

culturas de CMSP, estimuladas por homogenatos do T cruzi, de pacientes com as 

formas crônicas da doença de Chagas. REIS, et al., (1997) com estudos de imuno-

histoquímica, mostraram que o IFNγ  foi a citocina mais abundante em tecidos 

cardíacos de pacientes cronicamente infectados. A produção do IFNγ, no início da 

infecção, diminui a parasitemia e a mortalidade de animais infectados, uma vez que 

macrófagos estimulados produzem metabólitos tóxicos para o parasito (SILVA, et al., 

1992; CARDILLO, et a.l., 1996; HOLSCHER, et al.,1998; SILVA, et al.,1995; VESPA, 

et al.,1994). Outras citocinas também desempenham papel importante no controle e 

desenvolvimento da patologia, entre elas a IL-12 e TNFα.  

 

 

1.2.2 – Expressão de moléculas acessórias em Linfócitos T ativados 

 

Moléculas acessórias ou co-sinalizadoras são representadas por diferentes 

proteínas de membrana, presentes na superfície dos linfócitos e APC, são 

componentes essenciais para ativação das células T bem como na migração destas 

células para os sítios de infecção e inflamação (CHEN & HENDRICKS, 1998; 

OLSSON, et al., 1998; TUOSTO & ACUTO, 1998). 

A interação de CD28 com seus dois ligantes, CD80 ou CD86, nas APC é 

reconhecida como a principal via co-estimuladora da célula T. A co-estimulação de 

CD28 tem sido implicada em uma ampla série de respostas da célula T, incluindo 

proliferação da célula T, produção da citocina IL-2, prevenção de anergia e indução 

de um fator anti-apoptótico (LENSCHOW, et al., 1996; SALOMON, et al., 2001). Além 

disso, CD28 desempenha um importante papel na diferenciação de célula B e 

produção de anticorpos além de dirigir a migração dentro do sítio inflamatório pela 

indução da produção de quimiocinas específicas e regulação dos receptores das 

quimiocinas (BOUR-JORDAN & BLUESTONE, 2002). 

Em humanos, BORTHWICK, et al., (1996) mostraram que, a maioria dos 

linfócitos T CD3+CD4+, expressa CD28, (conforme achados do nosso laboratório), e 

que uma pequena proporção, aproximadamente 25%, das células T CD3+CD8+ não 

expressam. Análise da correlação entre a freqüência de células expressando 
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citocinas e a freqüência de células T CD4+ com expressão diferencial de CD28 

demonstrou que, células T CD4+CD28-, correlacionam positivamente com TNFα, nos 

pacientes apresentando as formas clínicas CARD, e com IL-10 nos naqueles 

apresentando a forma clínica IND, (MENEZES, et al., 2004).  

Estudos anteriores demonstraram que a estimulação dos linfócitos leva a 

regulação positiva de diversos marcadores de superfície celular entre eles, CD25 

(tardio) (FERENCZI, et al., 2000). Segundo MICHAILOWSKY, et al., (2003) após 

estimulo in vitro, de CMSP de pacientes portadores da doença de Chagas, com a 

proteína paraflagelar Rod (PFR), ocorre um aumento na freqüência de linfócitos  T 

CD4+CD25+, CD4+CD69+ e CD8+CD25+ e conseqüente aumento de IFNγ e TNFα, 

sugerindo que a presença da PFR favorece a proliferação destas células e uma 

resposta do tipo 1.  

A molécula CD25 (cadeia α IL-2R) funciona como um receptor de baixa 

afinidade e se associa às moléculas CD122 (cadeia β IL-2R) e CD132 (cadeia γ 

comum) para formar o complexo receptor de alta afinidade da citocina IL-2 (NEEPER, 

et al., 1987; NAKAMURA et al., 1993). A molécula CD25 é expressa por células T e B 

ativadas e macrófagos/monócitos ativados (KNAPP, et al., 1989). Em linfócitos T, as 

cadeias IL-2Rβ e γ estão expressas constitutivamente em sua superfície  enquanto a 

cadeia IL-2Rα aparece apenas sob ativação antigênica (HATAKEYAMA, et al., 1992; 

TAKESHIDA, et al., 1992). Após ativação, in vitro, via complexo TCR/CD3 é 

observado aumento na densidade de expressão de CD25 na superfície dos linfócitos 

T (JACKSON, et al., 1990).  A expressão máxima e prolongada do IL-2Rα por células 

T é dependente da estimulação de IL-2 produzida pela própria célula (LEONARD, et 

al., 1985). Em nosso laboratório vimos que pacientes apresentando a forma clinica 

IND apresentam níveis de CD4+CD25high significativamente maiores quando 

comparados com indivíduos não infectados, sugerindo a participação destas células 

no controle da progressão da cardiomiopatia chagásica (ARAUJO, et al., 2007).  

O Antígeno Intracelular-4 Associado ao Linfócito Citotóxico (CTLA-4) ou 

CD152, desempenha um importante papel na regulação do sistema imune. Ele possui 

76% de homologia à CD28 e liga-se aos mesmos receptores co-estimuladores, CD80 

e CD86, nas APC, com maior afinidade que CD28 (CHAMBERS & ALLISON, 1999; 

BRUNNER, et al., 1999). Apesar disto, diferentemente da molécula CD28, a 

expressão de CTLA-4 é raramente detectada em células T não estimuladas e o pico 
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de expressão ocorre apenas após a ativação das células T via CD4+ ou CD8+ 

(ALEGRE, et al., 1998; OOSTERWEGEL, et al., 1999; ALEGRE, et al., 2001). CTLA-4 

e CD28 desempenham funções opostas na regulação do sistema imune. Enquanto 

CD28 apresenta-se como o segundo sinal requerido para ativação celular (ALEGRE, 

et al., 2001; SHAHINIAN, et al., 1993), CTLA-4 está implicado com a regulação 

negativa da ativação da célula T (ALEGRE, et al., 1998; OOSTERWEGEL, et al., 

1999; ALEGRE, et al., 2001; CHAMBERS, et al., 1999). Tem sido proposto que o 

controle da resposta de célula T mediada por CTLA-4 possa facilitar a geração de 

células T de memória, as quais permanecem prontas a responder a estimulação de 

antígenos após a redução da expressão de CTLA-4 (OOSTERWEGEL, et al., 1999; 

GREENWALD, et al., 2002). A ativação do CTLA-4 foi relacionada à indução de 

tolerância/anergia em células T periféricas (GREENWALD, et al., 2001; PEREZ, et al., 

1997). O bloqueio de CTLA-4 por anticorpos monoclonais previne a indução de 

anergia em alguns sistemas (SHRIKANT, et al., 1999), mas não em outros 

(SOTOMAYOR, et al., 1999) como, por exemplo, a progressão do ciclo celular 

(SALOMON & BLUESTONE, 2001) ou indução de TGFβ imunossupressivo (CHEN, et 

al., 1998; NAKAMURA, et al., 2001). Uma interação direta de CTLA-4 com a cadeia 

TCR-ζ tem sido relatada (LEE, et al., 1998; CHIKUMA, et al., 2003) o que poderia 

controlar diretamente o acúmulo e retenção de TCR nas sinapses imunológicas 

(CHEN, 2004). Alguns autores (SALOMON, et al., 2000; TAKAHASHI, et al., 2000; 

READ, et al., 2000) observaram que células T reguladoras CD4+CD25+ expressam 

níveis elevados de CTLA-4. Segundo CEDERBOM, et al., (2000) a expressão 

elevada do CTLA-4 permite diferenciar as células T reguladoras das células T 

ativadas recentemente.  

Neste trabalho a atenção foi centrada nas alterações induzidas pelo 

homogenato total de antígenos da forma epimastigota do T. cruzi sobre as células do 

SI de indivíduos não infectados (NI) pelo parasito, em paralelo às alterações 

induzidas nos pacientes que se encontram nas formas clínicas indeterminada ou 

cardíaca grau V da fase crônica. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 – Objetivo geral  

 

Avaliar o impacto de antígenos do T. cruzi, cepa CL, sobre as CMSP de 

indivíduos NI e de pacientes na fase crônica da doença de Chagas, portadores das 

formas clínicas IND e CARD grau V.  

 

 

2.2 – Objetivos específicos  

 

2.2.1 – Analisar os níveis de PGE2 produzidas por CMSP dos indivíduos NI e 

dos pacientes dos grupos IND e CARD em cultura estimulada ou não por antígenos 

EPI durante 2, 6, 12 e 24 horas. 

2.2.2 – Analisar os níveis das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ produzidas por 

CMSP dos indivíduos NI e dos pacientes dos grupos IND e CARD em cultura 

estimulada ou não por antígenos EPI durante 2, 6, 12 e 24 horas. 

2.2.3 – Analisar a expressão das moléculas acessórias CD28, CD25 e CTLA-4 

na superfície de linfócitos T CD4+ e de linfócitos T CD8+ dos indivíduos NI e dos 

pacientes dos grupos IND e CARD em cultura estimulada ou não por antígenos EPI 

durante 2, 6, 12 e 24 horas. 

2.2.4 – Relacionar as dosagens obtidas de PGE2 e citocinas (IL-2, IL-10 e 

IFNγ) com o perfil fenotípico de linfócitos T CD4+ e de linfócitos T CD8+ de cada 

grupo estudado. 

2.2.5 – Correlacionar às dosagens obtidas de PGE2 e citocinas (IL-2, IL-10 e 

IFNγ)  e o perfil fenotípico de linfócitos T CD4+ e de linfócitos T CD8+ entre os grupos 

estudados. 
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3- População estudada. 
 
 
3.1 - Caracterização da população estudada 
 

Neste estudo, foi avaliada a resposta imune de cinco indivíduos não infectados 

pelo T. cruzi e de doze pacientes com as manifestações crônicas da doença de 

Chagas, apresentando as formas clínicas indeterminada ou cardíaca. Todos os 

pacientes foram examinados pelo Prof. Dr. Manoel Otávio da Costa Rocha, do 

Ambulatório de referência em doença de Chagas do Centro de Treinamento e 

Referência em Doenças Infecciosas e Parasitárias (CTR-DIP) do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais. O Prof. 

Manoel Otávio foi o investigador principal deste trabalho e também responsável pelo 

arquivamento e análise dos dados clínicos.  

Todos os sujeitos da pesquisa foram voluntários e assinaram termo de 

consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo COEP da UFMG, de acordo com as 

normas da resolução 196/96 do Conselho Nacional de Pesquisa do Brasil. O 

esclarecimento foi dado, individualmente, antes da coleta de sangue, com o intuito de 

explicar os objetivos e a metodologia e esclarecer que os participantes eram livres 

para recusarem a participar do estudo ou a se retirar quando assim o desejassem, 

sem prejuízo ou dano no atendimento clínico feito no ambulatório. 

 
 
3.1.1 - Critérios de inclusão 
 

Após avaliação clínica, eletrocardiográfica e laboratorial, foram selecionados 

pacientes de acordo com os seguintes critérios: 

 

• Diagnóstico sorológico de doença de Chagas caracterizado pela presença de pelo 

menos duas reações sorológicas positivas dentre as três técnicas empregadas 

ELISA, IFI e HAI; 

• Idade compreendida entre 25 e 70 anos; 

• Presença de alterações eletrocardiográficas compatíveis com associação do 

bloqueio completo do ramo direito e hemibloqueio anterior esquerdo; 

• Níveis de tensão arterial dentro de faixa da normalidade (sistólica < 160 mmHg e 

diastólica < 90 mmHg); 
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• Ausência de evidências clínicas e complementares de acometimento cardíaco 

não-chagásico e ausência de condições clínicas que possam alterar a função 

cardiocirculatória; 

• Conclusão dos exames propostos; 

• Assentimento voluntário de participação na pesquisa. 

 
 
3.1.2 - Critérios de exclusão 
 

Foram excluídos deste estudo todos os pacientes que não preencheram os 

critérios de inclusão definidos acima e os que apresentaram: 

 

• Impossibilidade ou ausência de disponibilidade para a realização dos exames 

propostos; 

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

a) Pressão arterial medida durante o exame físico ≥ 160/95 mmHg, em mais 

de uma oportunidade ou; 

b) Pressão arterial medida durante o exame físico entre 140-159/90-94 

mmHg, em mais de uma oportunidade, associado a: 

 b.1) história de hipertensão arterial sistêmica, ou; 

 b.2) quarta bulha ao exame físico, ou;  

  b.3) provável sobrecarga ventricular esquerda ao ECG pelo   

               critério de Romhilt-Estes, ou; 

 b.4) evidencias 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, (National 

Diabetes Data Group.Classification and diagnosis of diabetes mellitus and other 

cathegories of glucose intolerance. Diabetes 1979;28:1039-1057).; 

• 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) (SKINNER et al., 1984). 
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• Evidências clínicas, eletrocardiográficas e/ ou ergométricas de cardiopatia 

isquêmica; 

• Outras cardiopatias não relacionadas à doença de Chagas; 

• Gravidez, definida por critérios laboratoriais; 

• Qualquer outra doença sistêmica significativa crônica ou aguda que pudesse 

interferir nos resultados dos métodos propostos. 

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

• Distúrbios hidroeletrolíticos, especificamente, níveis séricos anormais de potássio 

e sódio; 

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

plasmática, associada ou não às manifestações clássicas de uremia. 

 

3.1.3 – Grupos de estudo 

 

As formas clínicas foram classificadas segundo os critérios estabelecidos por 

Rocha et al (2003), a idade dos indivíduos não infectados e dos pacientes que 

participaram voluntariamente deste trabalho variou entre 25-70 anos.  Os 

participantes da pesquisa foram então agrupados em:  

 
Grupo de indivíduos Não-Infectados (NI): Constituído por cinco (05) indivíduos 

saudáveis, não portadores da doença de Chagas que apresentavam testes 

sorológicos negativos (Imunofluorescência indireta, ELISA, Hemaglutinação ou 

Fixação do complemento), bem como ausência de qualquer alteração cardíaca. 

 

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

(06) pacientes com positividade sorológica e/ou parasitológica para doença de 

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

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

 

Grupo de pacientes com a forma clínica Cardíaca (CARD): Constituído por seis 

(06) pacientes com positividade sorológica e/ou parasitológica para doença de 

Chagas apresentando cardiopatia crônica grau V, com cardiomegalia e com ou sem 

sinais de insuficiência cardíaca. 
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4- Materiais e métodos. 
 
 
4.1 - Obtenção do homogenato antigênico derivado das formas epimastigotas  

do Trypanosoma cruzi  

 

As formas epimastigotas (EPI) - (cepa CL) do parasito foram cultivadas e 

mantidas em meio LIT. Estes parasitos foram lavados três vezes em solução salina 

(PBS 0,15M pH 7,4) por centrifugação e a massa úmida congelada e degelada três 

vezes. Completou-se a ruptura total dos parasitos por homogeneização em tubos 

Potter Elvejen a 20.000 rpm cinco vezes por 60 segundos cada, com 30 segundos de 

intervalo em banho de gelo. Subseqüentemente, as suspensões foram centrifugadas 

a 5000g durante 60 minutos a 4°C com PBS. O fluído sobrenadante límpido foi 

coletado, dialisado por 48 horas a 4°C, esterilizado por filtração em filtro Millipore 

0,45µM e mantido em pequenas alíquotas (1mL) a -70°C até o momento de uso.        

 

 

4.2 - Obtenção de células mononucleares do sangue periférico 

 

Foram coletados através de punção venosa, em tubos heparinizados, 

aproximadamente 40mL de sangue de cada paciente e indivíduo não infectado. A 

coleta foi efetuada por um profissional capacitado. Após a coleta o sangue total foi 

adicionado à solução de Ficoll-Hypaque e levado para centrifugação, (400g, 40 

minutos a temperatura de 20°C). Ao término da centrifugação formou-se um anel de 

CMSP o qual foi coletado e transferido para tubos contendo meio de cultura - Minimal 

Essential Medium (MEM) para serem lavadas por três vezes por centrifugação (400g, 

10 minutos a 4°C), ao final desta seqüência de lavagens, o “pellet” de células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP) formado foi suspenso em RPMI (meio 

de cultura) e contado em câmara de Neubauer para ser ajustado para a concentração 

106/mL (GAZZINELLI, 1983). 
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4.3 - Cultura de células mononucleares do sangue periférico  

 

As CMSP foram cultivadas segundo procedimento descrito por GAZZINELLI et 

al (1983), com algumas modificações aqui descritas. O meio de cultura de células 

(CMBLAST) continha 1,6% de L-glutamina e 0,03% de um coquetel de antibiótico e 

anti-micótico (Penicilina, Estreptomicina e Anfotericina) diluídos em meio RPMI 1640. 

Um volume de 200µL de CMSP (a uma concentração de 106 células/mL) foram 

cultivadas durante diferentes períodos de tempos (2, 6, 12 e 24 horas)  em tubos de 

polipropileno de 14mL (BD 352059) contendo 1600µL de CMBLAST e 200µL RPMI 

(controle) ou 1600µL de CMBLAST e 200µL EPI, em incubadora contendo 5% de 

CO2 em atmosfera úmida. 

 

 

4.4 - Avaliação da cinética de expressão das moléculas acessórias na superfície 

dos linfócitos T 

 

Para avaliar a cinética de expressão das moléculas acessórias na superfície 

dos linfócitos T foram definidos os tempos em que as células foram submetidas ao 

ensaio com anticorpos fluorescentes para análise por citometria de fluxo. Os tempos 

estabelecidos foram: tempo 0 (zero), considerado para a cultura controle (CMSP sem 

estímulo antigênico prévio); tempos 2h, 6h, 12h, e 24h após a cultura controle, na 

presença ou ausência de estímulo de antígeno EPI. 

A tabela 2 apresenta os anticorpos monoclonais (Becton Dickinson) 

específicos marcados com fluorocromo, e para a análise por citometria utilizou-se o 

software Cell Quest. A coleta de dados no FACS foi conduzida de acordo com a 

seqüência dos tubos ordenados conforme a tabela 3. 
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Tabela 2 - Anticorpos utilizados 

 

Anticorpo Clone Concentração 

Anti-CD4-PerCP SK3 0,5 µg 

Anti-CD8- PerCP SK1 0,5 µg 

Anti-CD25-APC MA251 0,5 µg 

Anti-CTLA-4 (CD152)PE BNI 3 0,5 µg 

Anti-CD28-PE L293 0,5µg 

 

 

 

Tabela 3 - Combinação de anticorpos e estímulos antigênicos 

 

Tubo Coquetel de Anticorpos Estímulo. 

01- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD25-APC +  Anti-CTLA-4 (CD152)PE RPMI 

02- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD28-PE RPMI 

03- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD25-APC +  Anti-CTLA-4 (CD152)PE RPMI 

04- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD28-PE RPMI 

05- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD25-APC +  Anti-CTLA-4 (CD152)PE EPI 

06- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD28-PE EPI 

07- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD25-APC +  Anti-CTLA-4 (CD152)PE EPI 

08- Anti-CD4- PerCP + Anti-CD28-PE EPI 

Observação: Os tubos sem estímulo antigênico (EPI) constituem o controle. 

 

 

As reações de imunofluorescência foram realizadas de acordo com o protocolo 

sugerido pela Becton Dickinson (San Jose, CA, USA) e adaptado para tubos de 

poliestireno de 5mL (Falcon- Becton Dickinson, EUA). As células, após coleta do 

sobrenadante, foram re-suspensas em 250µL de PBS-W gelado (PBS contendo 0,5% 

de albumina sérica bovina). Nos tubos de poliestireno, que continham as 

combinações de anticorpos, foram colocados 25µL da suspensão celular, seguida de 
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homogeneização e incubação por 30 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo de 

luz. Terminada a incubação foram adicionados 150µL de PBS-W e os tubos foram 

centrifugados a 400g à temperatura de 20°C por 10 minutos. Após este procedimento 

o sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se a cada tubo 150µL de PBS-W, 

seguido de centrifugação a 400g 20°C por 10 minutos. Ao final desta última 

centrifugação o sobrenadante foi desprezado e foi acrescentado 200µL de solução 

fixadora MFF e seguiu-se à leitura e análise no citômetro.  

O citômetro de fluxo utilizado neste trabalho é equipado com lâmpada de 

argônio que permite a avaliação básica de 4 parâmetros: tamanho (FSC) e 

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

fluorescência do tipo 3 (FL3) e fluorescência do tipo 4 (FL4).  

 A identificação de populações celulares de interesse, bem como a 

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

através de um sistema de computador e o “software, Cell Quest”, acoplado ao 

citômetro. O “Cell Quest” fornece um perfil de células de acordo com o tamanho e 

granulosidade. Foram coletados 10.000 eventos para a análise após estimulação in 

vitro. 

A figura I representa, de forma esquemática, a determinação do fenótipo celular. 

A figura I-A mostra a seleção da população de linfócitos baseada em aspectos 

morfométricos, através de gráficos de distribuição pontual de tamanho (Dispersão 

Frontal - FSC - Forward Scatter) versus granulosidade (Dispersão Lateral - SSC - 

Side Scatter). Após seleção da população de interesse, por meio de uma janela 

(“gate” R1), a freqüência das subpopulações fluorescentes, dentro da população 

selecionada, foi obtida em gráficos bidimensionais de distribuição pontual de FL1 

versus FL2. As figuras I-B, C e D ilustram a seleção da subpopulação de LT CD4+ 

expressando as moléculas CD28, CD25 e CTLA-4, respectivamente; enquanto as 

figuras I-E, F e G ilustram a seleção da subpopulação de LT CD8+ expressando as 

moléculas CD28, CD25 e CTLA-4, respectivamente.  
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FIGURA I: Análise de linfócitos do sangue periférico após estimulação in vitro com antígenos EPI. (A) 
representa o perfil celular da população de linfócitos selecionada no “Gate” R1, em gráfico de tamanho 
(FSC) versus granulosidade (SSC). (B) representa o perfil de análise da população de linfócitos T 
CD4+ expressando CD28. (C) representa o perfil de análise da população de linfócitos T CD4+ 
expressando CD25. (D) representa o perfil de análise da população de linfócitos T CD4+ expressando 
CTLA-4. (E) representa o perfil de análise da população de linfócitos T CD8+ expressando CD28. (F) 
representa o perfil de análise da população de linfócitos T CD8+ expressando CD25. (G) representa o 
perfil de análise da população de linfócitos T CD8+ expressando CTLA-4. 

R1

A. 
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4.6 - Obtenção de sobrenadante de culturas para identificação das citocinas 

 

Nos tempos 0h, 2h, 6h, 12h e 24h, os tubos contendo as células cultivadas 

foram centrifugados a 400g, por 10 minutos à temperatura de 4°C (Centrifuga 

Beckman modelo j-6d, EUA) e os sobrenadantes foram coletados e armazenados em 

alíquotas em tubos estéreis, a -80oC para dosagem de citocinas.  

 

 

4.6.1 - Quantificação dos níveis de citocinas secretadas no sobrenadante 

 

Os níveis das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ presentes nos sobrenadantes de 

culturas estimuladas foram quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead 

Array (CBA), Becton Dickinson, seguindo a metodologia sugerida pelo fabricante. 

Esta técnica emprega uma mistura de 06 esferas de poliestireno, de intensidades de 

fluorescência distintas, recobertas com anticorpos específicos para as citocinas 

humanas detectadas no canal de FL3. A utilização de uma mistura de esferas permite 

a avaliação simultânea de diversas citocinas de interesse no mesmo ensaio, 

empregando pequenos volumes de amostra. 

Desta forma, 50µL da mistura de esferas de captura, marcadas com anticorpos 

monoclonais anti-IFNγ, IL-2, e IL-10 foram transferidas para tubos de 12x75mm 

destinados ao controle negativo e às amostras a serem testadas. Em seguida, 50µL 

do diluente G e das amostras de sobrenadantes a serem testadas foram adicionados 

aos seus respectivos tubos. As misturas foram incubadas por 90 minutos, à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após a incubação, as esferas de captura 

foram lavadas com 1mL da solução tampão (PBS) e centrifugadas a 200g, por 5 

minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi aspirado e descartado, restando 

aproximadamente 100µl em cada tubo. As esferas de captura foram então incubadas 

por 90 minutos, ao abrigo da luz, com um coquetel de anticorpos monoclonais 

humanos marcados com PE (Human Inflammation PE Detection Reagent). Após a 

incubação, as esferas foram novamente lavadas com 1mL de solução tampão e 

centrifugadas a 200g por 5 minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi aspirado e 

descartado, restando aproximadamente 100µL em cada tubo, onde foram 
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adicionados 300µL de solução tampão para re-suspensão das esferas e posterior 

leitura das amostras no citômetro de fluxo.  

Para aquisição dos dados das amostras, o aparelho foi ajustado utilizando o 

BD FACSComp Software e o BD Calibrate Beads. O objetivo do ajuste do aparelho 

consiste em definir os parâmetros de tamanho e granulosidade adequados para o 

posicionamento das esferas de captura em gráficos de tamanho versus 

granulosidade. Após a seleção das esferas, procedeu-se o ajuste da intensidade da 

fluorescência 3 (FL3) para permitir a segregação das esferas policromáticas, 

apresentando diferentes intensidades de fluorescência, em histogramas 

unidimensionais. Para cada tubo processado foram adquiridos 1800 eventos dentro 

da região selecionada R1 (300 eventos por citocina testada). 

A análise do perfil de citocinas do Tipo 1 (IL-2, IFN-γ ) e do Tipo 2 (IL-10) nos 

sobrenadantes de cultura foi realizada segundo protocolo proposto pelo fabricante 

através da utilização do BD CBA Analyses Software, com auxílio do Microsoft Excel, 

modificado como descrito a seguir. O programa BD CBA Analysis Software faz a 

seleção automática da região das esferas de captura em gráficos de tamanho versus 

granulosidade (Figura II A). Em seguida, o programa separa as esferas em função da 

intensidade da FL3 e analisa o deslocamento das esferas em função da intensidade 

FL2, em gráficos bidimensionais (Figura II B e C). A ligação da citocina de interesse, 

presente na amostra, à esfera de captura e a revelação da ligação através do uso de 

um coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas humanas marcadas com 

ficoeritrina (PE), pode ser evidenciado através do deslocamento do conjunto de 

esferas para a região de maior intensidade de fluorescência em relação ao tubo 

controle negativo, sem amostra (Figuras II B e II C). Os valores correspondentes à 

intensidade média de fluorescência FL2 na escala logarítmica foram utilizados como a 

unidade de análise semi-quantitativa para cada citocina analisada. 
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Figura II: Análise quantitativa de citocinas de sobrenadante de cultura utilizado pelo BD CBA Analyses 
Software. Inicialmente, o programa promove a seleção automática da população de esferas de captura 
em gráficos de tamanho versus granulosidade (A). Em seguida, separa as esferas e analisa da 
intensidade de fluorescência correspondente ao complexo esfera-citocina-anticorpo PE (B e C).  
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4.7 - Quantificação dos níveis de prostaglandinas E2 secretadas, no 

sobrenadante, durante as culturas das células. 

 

A quantificação de prostaglandina E2 (PGE2) secretada pelas CSMP, após 

estimulação por antígenos do T. cruzi foi realizada empregando-se o KIT de ELISA - 

Prostaglandin E2 Biotrak Enzyme immunoassay (EIA) System – RPN22210 

(Amersham Biosciences).  Em micro-placas de ELISA de fundo chato (Amersham 

Biosciences) de 96 poços foram adicionados 50 µL de tampão de ensaio diluído 

(Amersham Biosciences), 50 µL das amostras de sobrenadante de cultura e 50µL de 

anticorpo de cabra anti-mouse (Amersham Biosciences). As placas foram incubadas 

por três horas em geladeira (2-8ºC). Em seguida, 50µL de anticorpo anti-PGE2 

conjugado com peroxidase (Amersham Biosciences) foram adicionados e as placas 

foram incubadas por 1 hora em geladeira (2-8ºC). Após este tempo, os poços foram 

aspirados e lavados por quatro vezes com tampão de lavagem (Amersham 

Biosciences) Em seguida foi adicionado 150µL de substrato Tetramethylbenzidine 

(TMB) e incubado por 30 minutos à temperatura ambiente, sob agitação. A reação 

enzimática foi bloqueada pela adição de solução de ácido sulfúrico (1M) e a 

densidade óptica medida em leitor de ELISA automático utilizando-se um filtro de 

450nm. A sensibilidade é de 1 – 32 pG/poço, ou seja, 20 – 640pG/mL. Os dados 

obtidos na leitura foram então processados através do programa Soft Max para o 

cálculo da concentração de PGE2 em pG/mL nos sobrenadantes testados. 
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4.8 – Análise estatística dos dados 

 
A análise estatística dos dados referentes à expressão dos marcadores 

celulares e da produção das moléculas pelas CMSP foi realizada através do software 

GraphPad PRISM 4 (E.U.A.).  

Para análise dos dados referentes às cinéticas de produção de PGE2 e das 

citocinas IL-2, IL10 e IFNγ e da expressão das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 nos 

LT CD4+ e nos LT CD8+ foi realizado o teste de Mann-Whitney, para dados não 

paramétricos, quando a comparação foi feita entre dois grupos (partes A e C). Para 

análise dos dados referentes aos tempos específicos, fazendo comparação entre 

antes e após estimulação foi feito o teste de Wilcoxon.(parte B).   
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5- Resultados 
 

A secreção de citocinas e a expressão de marcadores celulares foram 

estudadas em pacientes com a doença de Chagas objetivando-se avaliar a habilidade 

funcional das CMSP e a cinética da expressão de fenótipos de ativação ou de 

regulação, decorrentes do micro-ambiente de moléculas no sobrenadante das 

culturas. Para tanto, analisou-se a secreção de prostaglandina-E2 (PGE2) e das 

citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ  por CMSP e os fenótipos CD28, CD25 e CTLA-4 na 

superfície de células T CD4+ e células T CD8+.  A PGE2 e as citocinas foram 

avaliadas nos sobrenadantes das culturas, na presença de RPMI ou sob estímulo por 

antígenos EPI após duas, seis, 12 e 24 horas. Já a expressão fenotípica celular foi 

avaliada no tempo zero - antes do estímulo - e após estimulação com EPI nos 

diferentes tempos de cultura (dois, seis, 12 e 24 horas).  

 
PARTE A 
 
 
5.1 – Cinética da produção de prostaglandina-E2 por Células Mononucleares do 

Sangue Periférico de indivíduos do grupo Não Infectado e pacientes dos grupos 

Indeterminado e Cardíaco. 

 
A cinética de produção de prostaglandina-E2 (PGE2) nos sobrenadantes de 

culturas de CMSP dos indivíduos do grupo NI e de pacientes dos grupos IND e 

CARD, na presença de RPMI ou de EPI, estão representadas na figura 1. Os dados 

estão expressos em pg/mL. 

A análise dos dados entre os tempos de cada grupo de indivíduos/pacientes 

não mostrou diferença significativa na produção de PGE2 (Figura 1A).  

Já nos sobrenadantes das culturas de PMBC de NI, estimuladas por EPI, 

observou-se aumento significativo de PGE2 no tempo de 24 horas em relação à duas 

horas (p=0,0259). Com relação às formas IND e CARD não houve diferença 

significativa entre os tempos (Figura 1B). 

Esses dados sugerem que PGE2 não seja um mediador decorrente de 

resposta de imunorregulação específica para estímulo antigênico, uma vez que 

indivíduos do grupo NI não apresentam células de memória para antígenos de T. 

cruzi. 
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FIGURA 1: Análise das cinéticas de produção de PGE2 nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na 
presença de RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas). 
CMSP de indivíduos dos grupos NI=( ), IND=( ) e CARD=( ).  
(A) PGE2 obtida de culturas de CMSP na presença de RPMI, (B) PGE2 obtida de culturas de CMSP 
após estimulação in vitro por antígenos EPI.  
Observação: os dados estão em pg/mL; II – a cor utilizadas nas letras é relativa à cor dos grupos de 
indivíduos/pacientes. 
a- Diferença estatística da produção da PGE2 no tempo 24 horas em relação às duas horas. 
b- Diferença estatística da produção da PGE2 no tempo 24 horas em relação às seis horas. 
c- Diferença estatística da produção da PGE2 no tempo 24 horas em relação às 12 horas 

a 
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5.2 – Cinética da secreção das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγγγγ por Células 

Mononucleares do Sangue Periférico de indivíduos do grupo Não Infectado. 

 

As cinéticas de secreção das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ nos sobrenadantes de 

culturas de CMSP dos indivíduos do grupo NI, na presença de RPMI ou de EPI, estão 

representadas na figura 2. Os dados estão expressos em pg/mL. 

Células de indivíduos do grupo NI, na presença de RPMI, foram capazes de 

secretar IL-2, IL-10 e IFNγ (Figura 2A).  No entanto, quando estas células foram 

estimuladas por EPI observou-se produção significativa de IL-10 nos tempos 12 e 24 

horas, em relação aos de duas (p=0,0079) e seis horas (p=0,0159) - (Figura 2B). 

A produção de IL-10 por células de indivíduos NI sugere também haver um 

mecanismo de regulação Ag-inespecífico, possivelmente atuando no controle 

homeostático do sistema imune (resposta ao impacto de moléculas estranhas, 

independentemente da especificidade antigênica). 
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FIGURA 2: Análise das cinéticas de secreção das citocinas IL-2=( ), IL-10=( ) e IFNγ=γ=γ=γ=( ), nos 
sobrenadantes das culturas na presença de RPMI ou EPI nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 
horas). CMSP de indivíduos NI pelo Trypanosoma cruzi.  
(A) Citocinas obtidas de culturas de CMSP na presença de RPMI, (B) Citocinas obtidas de culturas de 
CMSP após estimulação in vitro por antígenos EPI.  
Observação: I - os dados estão em pg/mL.; II – a cor utilizadas nas letras é relativa à cor das citocinas. 
a- Diferença estatística da secreção da citocina IL-10 nos tempos 12 e 24 horas em relação às duas 

horas. 
b- Diferença estatística da secreção da citocina IL-10 nos tempo 24 horas em relação às seis horas 
 

a a, b 
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5.2.1 - Cinética de expressão das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 em linfócitos 

T CD4+ e em linfócitos T CD8+ de indivíduos do grupo Não Infectado. 

 
As cinéticas de expressão das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 na superfície 

dos linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ dos indivíduos do grupo NI, avaliados neste 

estudo, na presença de RPMI e na presença de EPI, estão representadas nas figuras 

3 e 4 respectivamente. Os dados estão expressos em intensidade média de 

fluorescência (IMF)  

Não se observou diferença significativa na IMF das moléculas CD25 e CTLA-4 

na superfície dos linfócitos T CD4+ dos indivíduos do grupo NI, em todos os tempos 

estudados na presença de RPMI. No entanto a IMF da molécula CD28 apresentou 

uma queda significativa nos tempos seis (p=0,0317) e 12 horas (p=0,0159) em 

relação às duas horas iniciais de cultura (Figura 3A). 

Nas culturas estimuladas com EPI, observou-se diminuição significativa da 

expressão da molécula CD28, nos linfócitos T CD4+, no tempo 12 horas em relação 

ao tempo duas horas (0,0159). Interessantemente, a molécula CD25 evidenciou 

queda significativa (p=0,0159) no tempo de duas horas em relação à cultura sem 

estímulo (tempo 0), embora com 12 e 24 horas tenha sido observado aumento 

significativo (p=00079 e p=0,0159, respectivamente) de expressão da molécula em 

relação ao tempo duas horas (Figura 3B). 

A análise dos dados não mostrou diferença significativa na IMF das moléculas 

CD8 e CD25 na superfície dos linfócitos T CD8+ dos indivíduos do grupo NI, na 

presença de RPMI ou EPI em todos os tempos estudados (Figuras 4A e 4B). No 

entanto observou-se diminuição significativa da expressão de CTLA-4 no tempo seis 

horas em relação ao tempo de duas horas (p=0,0159) - (Figura 4B). 
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FIGURA 3: Análise das cinéticas da expressão das moléculas CD28=( ), CD25=( ) e CTLA-4=( ) 
na superfície de linfócitos T CD4+, na presença de RPMI ou EPI, de indivíduos NI pelo T. cruzi, nos 
diferentes tempos (0, duas, seis, 12 e 24 horas).  
(A) linfócitos T CD4+ cultivados na presença de RPMI, (B) linfócitos T CD4+ após estimulação in vitro 
com antígenos EPI.  
T0 significa o tempo de avaliação das moléculas acessórias nas CMSP, antes de cultura. 
Observação: I - os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF); II – a cor utilizadas nas 
letras é relativa à cor das moléculas acessórias. 
a- Diferença estatística da IMF da molécula CD25 no tempo duas horas em relação ao tempo zero. 
b- Diferença estatística da IMF da molécula CD28 nos tempos seis e 12 em relação às duas horas e 

da molécula CD25 nos tempos 12 e 24 em relação às duas horas. 

b 

b b 

b 

b 

a 
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FIGURA 4: Análise das cinéticas da expressão das moléculas CD28=( ), CD25=( ) e CTLA-4=( ) 
na superfície de linfócitos T CD8+, na presença de RPMI ou EPI, de indivíduos NI pelo T. cruzi, nos 
diferentes tempos (0, duas, seis, 12 e 24 horas).  
(A) linfócitos T CD8+ cultivados na presença de RPMI, (B) linfócitos T CD8+ após estimulação in vitro 
com antígenos EPI.  
T0 significa o tempo de avaliação das moléculas acessórias em CMSP, antes de cultura. 
Observação: I - os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF); II – a cor utilizadas nas 
letras é relativa à cor das moléculas acessórias. 
b- Diferença estatística da IMF da molécula CTLA-4 no tempo seis horas em relação às duas horas. 

  

b 
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5.3 - Cinética da secreção das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγγγγ por Células 

Mononucleares do Sangue Periférico de pacientes do grupo Indeterminado. 

 

A cinética de secreção das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ no sobrenadante das 

culturas de CMSP dos pacientes do grupo IND, na presença de RPMI ou de EPI, 

estão representadas na figura 5. Os dados estão expressos em pg/mL. 

Em presença de RPMI, não se observou diferença significativa na secreção da 

citocina IL-2 durante as 24 horas de cultura. No entanto, observou-se aumento na 

secreção de IL-10, nos tempo 12 (p=0,0411) e 24 horas (p=0,0649) em relação ao 

tempo de duas horas. A secreção de IFNγ no tempo 24 horas apresentou-se 

aumentada em relação aos tempos de duas (p=0,0087), seis (p=0,0260) e 12 horas 

(p=0,0260) - (Figura 5A).   

Na presença de EPI, a análise dos dados mostra aumento significativo na 

secreção da citocina IL-2 por CMSP dos pacientes do grupo IND no tempo 12 horas 

em relação ao tempo duas horas (p=0,0043) e no tempo 24 horas relação aos tempos 

de duas (p=0,0022) e seis horas (p=0,0087). Quanto à de IL-10, houve um aumento 

nos tempos seis (p=0,0022), 12 (p=0,0022) e 24 horas (p=0,0022) em relação às 

duas horas iniciais de cultura. Quanto ao IFNγ, observou-se aumento nos tempos seis 

(p=0,0087) e 12 horas (p=0,0022) em relação às duas horas (Figura 5B). 
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FIGURA 5: Análise das cinéticas de secreção das citocinas IL-2=( ), IL-10=( ) e IFNγ=γ=γ=γ=( ), nos 
sobrenadantes das culturas, na presença de RPMI ou EPI nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 
horas). 
CMSP obtidas de pacientes com a forma clínica IND.  
(A) Citocinas obtidas de culturas de CMSP na presença de RPMI, (B) Citocinas obtidas de culturas de 
CMSP após estimulação in vitro por antígenos EPI.  
Observação: I - os dados estão em pg/mL.; II – a cor utilizadas nas letras é relativa à cor das citocinas. 
a- Diferença estatística da secreção das citocinas IL-10 e IFNγ nos tempos seis horas em relação às 

duas horas e das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ nos tempos 12 e 24 horas em relação às duas horas. 
b- Diferença estatística da secreção da citocina IL-10 no tempo 12 em relação às seis horas e das 

citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ no tempo 24 horas em relação às seis horas.  
c- Diferença estatística da secreção da citocina IFNγ no tempo 24 horas em relação às 12 horas. 

a, b 

a 
a 

a, b 

a a 

 a, b, c 
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a, b 
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5.3.1 - Cinética de expressão das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 em linfócitos 

T CD4+ e em linfócitos T CD8+ de pacientes do grupo Indeterminado. 

 

A cinética de expressão das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 na superfície 

dos linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ dos pacientes do grupo IND, na presença de 

RPMI ou de EPI, estão representadas nas figuras 6 e 7, respectivamente. Os dados 

estão expressos em IMF. 

Não se observou diferença significativa na IMF de CD28, CD25 na superfície 

dos linfócitos T CD4+ dos pacientes do grupo IND, na presença de RPMI em todos os 

tempos estudados. No entanto, evidenciou-se aumento significativo na IMF da 

molécula CTLA-4 na superfície dos linfócitos T CD4+ dos pacientes do grupo IND nos 

tempos seis (p=0,0260), 12 (p=0,0411) e 24 horas (p=0,0022) em relação ao tempo 0 

- sem estímulo (Figura 6A). 

Na presença de EPI, não se observou diferença significativa na IMF de CD28 

na superfície dos linfócitos T CD4+ dos pacientes do grupo IND em todos os tempos 

estudados. No entanto, evidenciou-se aumento na IMF da molécula CD25 no tempo 

24 horas, em relação ao tempo duas horas (p=0,0411), e observou-se, também, 

aumento na expressão da molécula CTLA-4 no tempo 12 horas em relação ao tempo 

0 – sem estímulo (p=0,0152). No tempo 24 horas, observou-se aumento da IMF de 

CTLA-4 em relação à cultura sem estímulo (p=0,0043) e em relação à cultura de seis 

horas (p=0,0411) - (Figura 6B). 

Quanto à análise da expressão das moléculas na superfície dos linfócitos T 

CD8+, não houve diferença significativa na IMF das moléculas CD28 e CD25 em 

presença de RPMI em todos os tempos estudados. Já a molécula CTLA-4 

apresentou-se aumentada no tempo 24 horas em relação ao tempo duas horas 

(p=0,0411) - (Figura 7A). 

Na presença de EPI, observou-se aumento na expressão da molécula CD25 

na superfície dos linfócitos T CD8+ no tempo 24 horas em relação às seis horas 

(p=0,0411) enquanto a molécula CTLA-4 apresentou-se aumentada na superfície 

destas células no tempo 12 horas em relação às duas horas (p=0,026) - (Figura 7B).  
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FIGURA 6: Análise das cinéticas da expressão das moléculas CD28=( ), CD25=( ) e CTLA-4=( ) 
na superfície de linfócitos T CD4+, na presença de RPMI ou EPI, de pacientes com a forma clínica 
IND, nos diferentes tempos (0, duas, seis, 12 e 24 horas). 
(A) linfócitos T CD4+ cultivados na presença de RPMI, (B) linfócitos T CD4+ após estimulação in vitro 
com antígenos EPI.  
T0 significa, tempo de avaliação das moléculas acessórias nas CMSP, antes de cultura. 
Observação: I - os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF); II – a cor utilizadas nas 
letras é relativa à cor das moléculas acessórias.  
a- Diferença estatística da IMF da molécula CTLA-4 nos tempos seis, 12 e 24 horas em relação ao 

tempo zero.  
b- Diferença estatística da IMF da molécula CD25 no tempo 24 horas em relação às duas horas. 
c- Diferença estatística da IMF da molécula CTLA-4 no tempo 24 horas em relação às seis horas. 

a a a 

b 
a a, c 
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FIGURA 7: Análise das cinéticas da expressão das moléculas CD28= ( ), CD25= ( ) e CTLA-4=( ) 
na superfície de linfócitos T CD8+ obtidas de CMSP, na presença de RPMI ou EPI, de pacientes com 
a forma clínica IND nos diferentes tempos (0, duas, seis, 12 e 24 horas).  
(A) linfócitos T CD4+ cultivados na presença de RPMI, (B) linfócitos T CD8+ após estimulação in vitro 
com antígenos EPI.  
T0 significa, tempo de avaliação das moléculas acessórias nas CMSP, antes de cultura. 
Observação: I - os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF); II – a cor utilizadas nas 
letras é relativa à cor das moléculas acessórias. 
b- Diferença estatística da IMF da molécula CTLA-4 nos tempos 12 e 24 em relação às duas horas. 
c- Diferença estatística da IMF da molécula CD25, no tempo 24 horas em relação às seis horas. 

c 

b 
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5.4 - Cinética da secreção das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγγγγ por Células 

Mononucleares do Sangue Periférico de pacientes do grupo Cardíaco 

 

As cinéticas de secreção das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ nos sobrenadantes 

das culturas de CMSP dos pacientes do grupo CARD, na presença de RPMI ou de 

EPI, estão representadas na figura 8. Os dados estão expressos em pg/mL. 

Em presença de RPMI, não se observou diferença significativa na secreção 

das citocinas IL-2 e IFNγ por CMSP do grupo CARD em todos os tempos estudados. 

No entanto observou-se aumento na secreção de IL-10 nos tempos 12/24 horas em 

relação aos tempos de duas (p=0,0152 / p=0,0649) e seis horas (p=0,0260 / 

p=0,0649) - (Figura 8A).  

Em presença de EPI, evidenciou-se aumento na secreção de IL-2 nos tempos 

12 (p=0,0152) e 24 horas (0,0260) em relação às seis horas. Observou-se, também, 

aumento na secreção de IL-10 nos tempos 12/24 horas em relação aos tempos de 

duas (p=0,0022) e seis horas (p=0,0043), com o mesmo grau de significância. Quanto 

à secreção do IFNγ observou-se aumento no tempo 24 horas em relação às duas 

horas iniciais (p=0,0411) - (Figura 8B). 
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FIGURA 8: Análise das cinéticas de secreção das citocinas IL-2= ( ), IL-10= ( ) e IFNγ=γ=γ=γ= ( ), nos 
sobrenadantes das culturas na presença de RPMI ou EPI nos diferentes tempos de cultura (duas, seis, 
12 e 24 horas), por CMSP obtidas de pacientes com a forma clínica CARD.  
(A) Citocinas obtidas de culturas de CMSP na presença de RPMI, (B) Citocinas obtidas de culturas de 
CMSP após estimulação in vitro por antígenos EPI.  
Observação: I - os dados estão em pg/mL.; II – a cor utilizadas nas letras é relativa à cor das citocinas. 
a- Diferença estatística da secreção da citocina IL-10 nos tempos 12 e 24 horas em relação ao tempo 

duas horas e da citocina IFNγ no tempo 24 horas em relação às duas horas 
b- Diferença estatística da secreção das citocinas IL-2 e IL-10 nos tempos 12 e 24 horas em relação 

às seis horas. 
 
 
 
 

b 

a, b 
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a, b a, b 
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5.4.1 - Cinética de expressão das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 em linfócitos 

T CD4+ e em linfócitos T CD8+ de pacientes do grupo Cardíaco 

 
As cinéticas de expressão das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 na superfície 

dos linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ dos pacientes do grupo CARD, na presença 

de RPMI ou de EPI, estão representadas na figuras 9 e 10 respectivamente. Os 

dados estão expressos em IMF. 

Não se observou diferença significativa na IMF de CD28 e CD25 na superfície 

dos linfócitos T CD4+ dos pacientes do grupo CARD, na presença de RPMI em todos 

os tempos estudados. No entanto, foi possível observar aumento significativo na IMF 

da molécula CTLA-4 no tempo 24 horas em relação ao tempo zero (p=0,0043) e ao 

tempo de seis horas (p=0,0087) - (Figuras 9A). 

Na presença de EPI, não se evidenciou diferença significativa na IMF de CD28 

e CTLA-4 na superfície dos linfócitos T CD4+ dos pacientes do grupo CARD em todos 

os tempos estudados. Já a molécula CD25 apresentou diminuição significativa no 

tempo de seis horas em relação à cultura sem estímulo –tempo zero- e à cultura 

estimulada por duas horas. No entanto, com 24 horas, foi observado um aumento 

significativo da IMF dessa molécula em LT CD4+ em relação aos tempos seis 

(p=0,0022) e 12 horas (p=0,0043) - (Figura 9B). 

Não se observou diferença significativa na IMF das moléculas CD28 e CTLA-4 

na superfície dos linfócitos T CD8+ dos pacientes do grupo CARD, na presença de 

RPMI ou EPI em todos os tempos estudados (Figuras 10A e 10B). 

Interessantemente, em presença de EPI, a molécula CD25 apresentou diminuição 

significativa (p=0,0411) no tempo de duas horas em relação ao tempo zero; embora, 

com 12 e 24 horas ela tenha se apresentado significativamente aumentada em 

relação às duas horas de cultura (p=0,0152 e p= 0,0411, respectivamente) - (Figura 

10B).   
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FIGURA 9: Análise das cinéticas da expressão das moléculas CD28=( ), CD25=( ) e CTLA-4=( ) 
na superfície de linfócitos T CD4+ obtidas de CMSP, na presença de RPMI ou EPI, de pacientes com 
a forma clínica CARD nos diferentes tempos de cultura (0, duas, seis, 12 e 24 horas).  
(A) linfócitos T CD4+ cultivados na presença de RPMI, (B) linfócitos T CD4+ após estimulação in vitro 
com antígenos EPI,  
T0 significa, tempo de avaliação das moléculas acessórias nas CMSP, antes de cultura.  
Observação: I - os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF); II – a cor utilizadas nas 
letras é relativa à cor das moléculas acessórias. 
a- Diferença estatística da expressão da IMF da molécula CD25 no tempo seis horas em relação ao 

tempo zero e da molécula CTLA-4 no tempo 24 horas em relação ao tempo zero. 
b- Diferença estatística da expressão da IMF da molécula CD25, no tempo seis horas em relação às 

duas horas. 
c- Diferença estatística da expressão da IMF das moléculas CD25 e CTLA-4 no tempo 24 horas em às 

seis horas. 
d- Diferença estatística da expressão da IMF da molécula CD25, no tempo 24 horas em relação às 12 

horas. 

a, c 

a, b c, d 
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FIGURA10: Análise das cinéticas da expressão das moléculas CD28=( ),CD25=( ) e CTLA-4=( ) 
na superfície de linfócitos T CD8+ obtidas de CMSP, na presença de RPMI ou EPI, de pacientes com 
a forma clínica CARD nos diferentes tempos de cultura (0, duas, seis, 12 e 24 horas).  
(A) linfócitos T CD4+ cultivados na presença de RPMI, (B) linfócitos T CD8+ após estimulação in vitro 
com antígenos EPI,  
T0 significa, tempo de avaliação das moléculas acessórias nas CMSP, antes de cultura.  
Observação: I - os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF); II – a cor utilizadas nas 
letras é relativa à cor das moléculas acessórias. 
a- Diferença estatística da expressão da IMF da molécula CD25 no tempo duas horas em relação ao 

tempo zero.  
b- Diferença estatística da expressão da IMF da molécula CD25, nos tempo 12 e 24 horas em relação 

às duas horas. 

b 

a 
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PARTE B  

 

 

5.5. – Moléculas produzidas na ausência de estímulo ou na presença de 

antígenos do Trypanosoma cruzi 

 

As figuras 11, 12, 13 e 14 mostram os níveis de secreção dos mediadores 

PGE2, IL-2, IL-10 e IFNγ, respectivamente, na presença de RPMI e EPI obtidos do 

sobrenadante de cada individuo dos grupos estudados (NI, IND e CARD) nos tempos 

duas, seis, 12 e 24 horas.  

 

 

5.5.1 – Produção de Prostaglandina-E2 na presença e ausência de estímulo 

antigênico 

 

Os níveis de PGE2 mostraram-se significativamente elevados, em função do 

impacto antigênico, apenas às seis horas (p=0,0313) nos sobrenadantes do grupo 

IND (Figura 11-B2).  
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FIGURA 11: Análise da secreção de PGE2 nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na presença de 
RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
 (A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.  
Observação: os dados estão em pg/mL. Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 
 

p=0,0313 
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5.5.2 – Produção de Citocinas IL-2, IL-10 e IFNγγγγ na presença e ausência de 

estímulo antigênico 

 

Observou-se que, nos sobrenadantes do grupo NI, a presença do antígeno 

provocou um aumento nos níveis de IL-10 as seis, 12 e 24 horas (p=0,0625) - 

(Figuras 13 A2, A3 e A4), enquanto os níveis de IL-2 e IFNγ foram observados 

maiores apenas em 24 horas em relação à cultura não estimulada (Figuras 12- A4 e 

14- A4, respectivamente). Este perfil foi semelhante ao observado nos sobrenadantes 

do grupo CARD, no qual a IL-10 em seis, 12 e 24 horas mostrou-se significativamente 

elevada (p=0,0313) - (Figuras 13 C2, C3 e C4), a IL-2 em 12 horas (p=0,0313) - 

(Figura 12-C3). e o IFNγ em 24 horas (p=0,0625) - (Figura 14-C4).  Nos 

sobrenadantes do grupo IND com duas horas o impacto antigênico promoveu maior 

secreção de IFNγ (p=0,0625) - (Figura 14-B1), que se mantém elevado em seis 

(p=0,0625) e 12 horas (p=0,0313) - (Figuras 14- B2 e B3, respectivamente). Em 

contrapartida, os níveis de IL-10 e IL-2 foram maiores em seis, 12 e 24 horas 

(p=0,0313) - (Figuras 13- B2, B3 e B4 e figuras 12- B2, B3 e B4, respectivamente).   
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FIGURA 12: Análise da secreção de IL-2 nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na presença de 
RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
 (A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.  
Observação: os dados estão em pg/mL representados em escala logarítmica.  
Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 
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FIGURA 13: Análise da secreção de IL-10 nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na presença de 
RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
 (A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.  
Observação: os dados estão em pg/mL representados em escala logarítmica.  
Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 
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FIGURA 14: Análise da secreção de IFNγ nos sobrenadantes das culturas de CMSP, na presença de 
RPMI ou EPI, nos diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
 (A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.  
Observação: os dados estão em pg/mL representados em escala logarítmica.  
Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 
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5.6 – Intensidade Média de Fluorescência da expressão dos fenótipos CD28, 

CD25 e CTLA-4 em Linfócitos TCD4+ e Linfócitos TCD8+ 

 
As figuras 15, 16 e 17 mostram a IMF de expressão das moléculas CD28, 

CD25 e CTLA-4 na superfície de LTCD4+, enquanto que as figuras 18, 19 e 20 

mostram a IMF destas moléculas em LTCD8+, na presença de RPMI e EPI, obtidos 

durante as culturas de CMSP de cada individuo dos grupos estudados (NI, IND e 

CARD) nos tempos duas, seis, 12 e 24 horas.  

Nos LTCD4+ do grupo NI, a presença de EPI promoveu aumento na IMF da 

molécula CD28 com 24 horas de cultivo (p=0,0625) - (Figura 15-A4).  

Nas células do grupo IND, o impacto antigênico promoveu diminuição na IMF 

da molécula CD28 nos LTCD4+ (p=0,0625) - (Figura 15-B4) - e da molécula CTLA-4 

nos LTCD8+ (p=0,0313) - (Figura 17-B4). Não se observou qualquer alteração 

significativa na IMF das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 nos LTCD4+ e LTCD8+ dos 

pacientes do grupo CARD. 
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FIGURA 15: Análise da IMF da molécula CD28 em LTCD4+ na presença de RPMI ou EPI, nos 
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
 (A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.  
Obs.: os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF). 
Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 
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FIGURA 16: Análise da IMF da molécula CD25 em LTCD4+ na presença de RPMI ou EPI, nos 
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.  
Obs.: os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF). 
Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 
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FIGURA 17: Análise da IMF da molécula CTLA-4 em LTCD4+ na presença de RPMI ou EPI, nos 
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD. 
Obs.: os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF). 
Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 
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FIGURA 18: Análise da IMF da molécula CD28 em LTCD8+ na presença de RPMI ou EPI, nos 
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD. 
Obs.: os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF). 
Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 
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FIGURA 19: Análise da IMF da molécula CD25 em LTCD8+ na presença de RPMI ou EPI, nos 
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD. 
Obs.: os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF). 
Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 
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FIGURA 20: Análise da IMF da molécula CTLA-4 em LTCD8+ na presença de RPMI ou EPI, nos 
diferentes tempos (duas, seis, 12 e 24 horas) de cada indivíduo/paciente. 
(A) Grupo NI, (B) Grupo IND, (C) Grupo CARD.  
Obs.: os dados estão em intensidade média de fluorescência (IMF). 
Análise estatística feita pelo teste de Wilcoxon. 

p=0,0313 
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PARTE C.  

 

 

5.7 - Análise dos dados entre os grupos Não Infectado, Indeterminado e 

Cardíaco.  

 

Os resultados das cinéticas, apresentados por cada grupo, da IMF das 

moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 e da produção de PGE2, IL-2, IL-10 e IFNγ são 

analisados a seguir, relacionando-os entre os grupos NI, IND e CARD. Sendo assim 

foram feitos os seguintes pares: NI x IND; NI x CARD e IND x CARD. Tais 

agrupamentos tiveram como objetivo a análise do grupo de indivíduos NI em relação 

a cada grupo de pacientes com forma clínica diferenciada (IND ou CARD) e, também, 

a análise entre os grupos de pacientes. 

 

 

5.7.1 - Intensidade Média de Fluorescência das moléculas CD28, CD25 e CTLA-4 

em Linfócitos T CD4+ ou Linfócitos T CD8+ 

 

Avaliou-se a intensidade média de fluorescência das moléculas CD28, CD25 e 

CTLA-4 na superfície de LT CD4+ ou de LT CD8+, dos indivíduos/pacientes dos 

grupos NI, IND e CARD, no tempo zero (antes de serem cultivadas), e nos tempos de 

duas, seis, 12 e 24 horas após as células serem cultivadas em presença de RPMI ou 

de estímulo de EPI. Os resultados comparativos entre os grupos são mostrados nas 

tabelas 4, 5 e 6. 

 A IMF das moléculas CD28 nos LT CD4+ do grupo CARD foi estatisticamente 

menor em relação ao grupo IND, desde o tempo zero até 24 horas de cultura em 

RPMI. Esses resultados parecem indicar que as moléculas CD28 são naturalmente 

expressas em menor quantidade no grupo CARD, quando comparado ao IND, e 

mesmo ao grupo NI nos tempos zero e duas horas (tabela 4). 

Com relação à IMF da molécula CTLA-4 em LT CD4+, observou-se que, no 

tempo de 24 horas de cultura sem estímulo antigênico, ocorreu aumento significativo 

nos pacientes dos grupos IND e CARD, comparativamente ao grupo NI. Em células 

CD8+, a IMF da molécula CTLA-4 ocorre tardiamente no tempo 24 horas, enquanto 
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que já se mostra significantemente maior em LT CD4+ às seis horas. O estímulo 

antigênico foi capaz de aumentar a IMF em células CD8+ do grupo CARD às duas e 

seis horas de cultura (tabela 5).  

As moléculas CD25 apresentaram-se estatisticamente aumentadas em células 

CD4+, somente no tempo de duas horas de cultura, estimulada com EPI, nos 

pacientes dos grupos IND e CARD, quando comparadas com o grupo NI (tabela 6). 

Não houve qualquer alteração da molécula CD25 em LT CD8+. 
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5.7.2 – Produção de Prostaglandina-E2 e secreção das citocinas IL-2, IL-10 e 

IFNγγγγ. 

 

A produção de PGE2 e secreção das citocinas IL-2, IL-10 e IFNγ por CMSP dos 

indivíduos/pacientes dos grupos NI, IND e CARD foram avaliadas nos sobrenadantes 

das células cultivadas em presença de RPMI ou do estímulo de EPI nos tempos duas, 

6, 12 e 24 horas. Os resultados comparativos entre os grupos são mostrados nas 

tabelas 7 e 8.  

A produção de PGE2 entre os grupos, apesar de não ter sido estatisticamente 

significativa, mostrou-se elevada nos sobrenadantes de CMSP não estimulada dos 

grupos de indivíduos/pacientes com 24 horas. E durante as 24 horas de cultura, os 

indivíduos do grupo NI apresentaram cinéticas semelhantes à dos pacientes do grupo 

IND e CARD. Entretanto, quando as culturas foram estimuladas por homogenato do 

T. cruzi (EPI), as CMSP do grupo NI produziram níveis elevados de PGE2 com 24 

horas, sugerindo um possível mecanismo de controle homeostático nestes indivíduos, 

os quais não possuem células de memórias para antígenos do T. cruzi (Figura 1B). 

Quanto à secreção de IL-2, verificou-se secreção crescente no sobrenadante 

de CMSP estimuladas por EPI dos pacientes do grupo IND, atingindo níveis 

significativamente maiores em relação aos indivíduos NI em 24 horas, os quais 

mostraram níveis maiores da citocina em relação ao o grupo CARD com seis horas 

de cultura (Tabela 7B).     

A secreção da IL-10 por CMSP dos indivíduos/pacientes foi crescente ao longo 

da cultura em presença de EPI. Contudo, os sobrenadantes dos pacientes do grupo 

IND apresentaram os menores níveis em relação aos grupos NI e CARD nas duas 

horas iniciais de cultura, embora, com 24 horas o grupo IND apresentasse os maiores 

níveis da citocina, apesar de não significativos (Tabela 8A). 

Os pacientes IND e CARD apresentaram níveis crescentes de secreção de 

IFNγ durante a cultura não estimulada. Com 24 horas, o grupo IND apresentou níveis 

significativamente maiores em relação os indivíduos NI. Em presença de EPI, os 

pacientes do grupo CARD apresentam níveis elevados do IFNγ com 24 horas, apesar 

de não significativos (Tabela 8B). 
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EPI 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD ↓ (p=0,0303) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND ↑ (p=0,0519) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

B.                 Secreção de IL-2 

RPMI 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

EPI 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

A.                     Produção de PGE2 

RPMI 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 
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EPI 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

B.                Secreção de IFNγγγγ 

RPMI 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND ↑ (p=0,0519) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

EPI 

NI X IND ↓ (p=0,0519) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD ↑ (p=0,0260) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

A.               Secreção de IL-10 

RPMI 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

NI X IND (n.s.) 

NI X CARD (n.s.) 

IND X CARD (n.s.) 

Tempo (h) 
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6 - Discussão 

 

A doença de Chagas é uma enfermidade, na qual os pacientes tendem a 

desenvolver lesões teciduais que podem desencadear alterações funcionais no 

coração e no tubo digestivo, em decorrência de multiplicação parasitária e da 

resposta imune secundária ao parasito.  O comprometimento cardíaco constitui 

grande preocupação médica, pois pode ser responsável pelo surgimento de arritmias 

complexas, insuficiência ventricular, tromboembolismo e morte súbita em grande 

parte dos doentes. Em face destas alterações funcionais, a doença tem caráter 

debilitante, constituindo sério agravante da condição socioeconômica, muitas vezes 

precária, do paciente com doença de Chagas.  

Os processos inflamatórios observados nos pacientes com a doença de 

Chagas decorrem do reconhecimento de antígenos do parasito por células do sistema 

imune, envolvidas na liberação de mediadores pro- e antiinflamatórios, como as 

prostaglandinas e citocinas (MORATO et al., 1986; HIGUCHI et al., 1993; REIS et al., 

1993; CORRÊA-OLIVEIRA et al., 1999; HIGUCHI, 1999; GOMES et al., 2003; 

MENEZES et al., 2004). 

O foco do presente trabalho foi avaliar a produção de tais mediadores pelas 

células mononucleares do sangue periférico (CMSP) dos pacientes com as formas 

clínicas IND e CARD da doença. No entanto, o principal objetivo traçado no foco 

descrito acima foi analisar o impacto, sofrido pelas CMSP de indivíduos NI, causado 

tanto pela retirada das células de seu meio natural (in vivo) para o meio artificial (in 

vitro), como também para estudo de alterações intrínsecas dessas células, cuja 

população linfocitária carece de células de memória para o antígeno estudado.  

Pretendeu-se, com essa abordagem, traçar um paralelo de quais marcadores 

humorais ou celulares já poderiam ser alterados, por estímulos inespecíficos para as 

células destes indivíduos; quando comparados com aqueles dos pacientes com 

doença de Chagas, já portadores de células que reconhecem especificamente o 

antígeno EPI, proveniente do T. cruzi que, por sua vez, seriam as moléculas 

responsáveis pela indução da produção dos mediadores humorais, capazes de alterar 

o estado de ativação dos linfócitos TCD4+ e TCD8+, que expressariam 

diferencialmente os marcadores fenotípicos, no intervalo de tempo estudado.  

Os resultados do grupo NI mostraram que os níveis basais de IL-2 são 

semelhantes nas culturas não estimuladas e estimuladas com EPI.  
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Já os níveis de IL-10 aumentaram a partir de 12 horas e mantiveram-se 

elevados (p=0,0625) na cultura estimulada. Considerando-se, então, a ausência de 

linfócitos de memória, nos indivíduos do grupo NI, poder-se-ia admitir que moléculas 

presentes no homogenato total de EPI foram capazes de ativar células da imunidade 

inata (II). Também, já foi mostrado pelo nosso grupo que uma outra população de 

células da II de indivíduos NI, os eosinófilos, são produtores de IL-10, quando são 

estimulados brevemente com antígenos EPI (CARDOSO et al., 2006). Corroborando 

com estes resultados, já foi amplamente descrito na literatura que 

monócitos/macrófagos, além de serem células produtoras de IL-10, secretam também 

outras moléculas reguladoras do sistema imune (FIORENTINO et al., 1991; RAFIQ et 

al., 2001; MOORE et al., 2001, CONTI et al., 2003).  De fato, esta interpretação é 

reforçada pela detecção do aumento significativo de PGE2, considerada molécula 

reguladora, no sobrenadante de cultura de 24 horas, estimulada por EPI, de 

indivíduos NI. É possível que esses mediadores sejam produzidos para o retorno e/ou 

manutenção da homeostasia, no caso alterada pelo impacto do estímulo dos 

antígenos EPI, uma vez que, às 24 horas de cultura, os níveis de IL-10 mantiveram-

se semelhantes aos de 12 horas.    

Quando se compararam os níveis de produção de PGE2 do grupo NI com os 

apresentados pelos grupos de pacientes, IND e CARD, verificou-se não haver 

diferença significativa, sugerindo que a produção de PGE2 manteve-se em níveis 

semelhantes em ambientes de CMSP, contendo ou não linfócitos de memória.  

 Já, a IL-10 produzida por células estimuladas por duas horas teve seus níveis 

diferenciados entre dois grupos; o grupo CARD produziu níveis semelhantes aos do 

grupo NI, e mais elevados do que o grupo IND. Pode-se, então, supor que a perda da 

capacidade de manter níveis de IL-10 mais elevados nas primeiras horas de estímulo 

antigênico facilitaria a evolução do processo inflamatório nesses pacientes com 

cardiopatia chagásica, ao contrário dos pacientes do grupo IND, que não 

desenvolveram (ainda) alterações inflamatórias crônicas. Este fato pode estar 

relacionado com os fatores genéticos da produção de IL-10. COSTA (2005), 

analisando a freqüência de genes para síntese de IL-10 entre pacientes com a 

doença de Chagas, observou que os pacientes do grupo IND possuem maior 

capacidade de produção de IL-10 do que os do grupo CARD. Este autor observou 

haver maior freqüência dos genótipos GG e GA, relacionados com a síntese de IL-10, 
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no grupo IND caracterizando-os com altos produtores de IL-10, enquanto no grupo 

CARD há maior freqüência do genótipo AA relacionado a baixa produção da citocina.  

Na verdade, os níveis de IL-10, observados na cultura estimulada a partir das 

seis horas, mantiveram-se elevados no grupo IND, em comparação à não estimulada, 

fato já observado nos sobrenadantes das culturas do grupo NI. 

Todavia, o desenvolvimento do processo inflamatório não é somente uma 

conseqüência do controle, mediado por IL-10 e/ou PGE2, mas é também afetado pelo 

balanço com a produção de mediadores pró-inflamatórios (REIS et al., 1993; DUTRA 

et al., 1997; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000; ABEL, et al., 2001; GOMES et al., 2003; 

HIGUCHI et al., 2003; YNDESTAD et al., 2003). 

Neste sentido, a produção do IFNγ mostrou seguir uma curva ascendente no 

período de seis a 24 horas, no grupo NI, que, devido à grande variabilidade entre os 

indivíduos, não foi significativa. O perfil ascendente da curva mostrou-se mais 

acentuado nos pacientes dos grupos IND e CARD. Na ausência de estímulo 

antigênico (RPMI), o nível de IFNγ do grupo IND, às 24 horas, já se mostrava maior 

do que aquele produzido pelas células do grupo NI. Em culturas estimuladas, os 

níveis de IFNγ foram maiores no grupo CARD, comparados aos níveis das não 

estimuladas. Observação interessante é que às 12 horas, essa citocina já se 

mostrava estatisticamente mais elevada nas culturas estimuladas dos pacientes dos 

grupos IND e CARD, enquanto que os indivíduos do grupo NI apresentaram maior 

produção de IFNγ às 24 horas de cultura estimulada. A interpretação destes dados 

sugere que células de memória da IA, presentes nos grupos IND e CARD, já são 

capazes de atuar precocemente, facilitando a produção de IFNγ , quer seja pelas 

células da II, quer seja pela IA. BAHIA-OLIVEIRA et al., (1998) e GOMES et al., 

(2003) também observaram níveis aumentados de IFNγ, produzidos por células dos 

indivíduos/pacientes dos grupos NI, IND e CARD, e também que as células dos 

pacientes do grupo CARD produzem maiores quantidades de IFNγ.  A alta produção 

de IFNγ  em pacientes do grupo CARD grau V foi também verificada por TALVANI, 

(2002) que verificou diferença na produção desta citocina em pacientes manifestando 

cardiopatia branda ou grave. 

A partir destes dados, torna-se possível admitir que a produção, também 

precoce, de moléculas reguladoras da homeostasia (detectadas no grupo NI) constitui 

importante mecanismo de fundo (background) para cada indivíduo, cuja 
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evolução/regulação da enfermidade pode estar associada aos demais mecanismos 

decorrentes de células de memória (resposta imune secundária). Neste 

microambiente, em que as CMSP estão em contato com moléculas antigênicas, 

mediadores fisiológicos e imunológicos, foi possível também observar uma variação 

de marcadores fenotípicos em linfócitos T. Neste estudo, avaliou-se a IMF das 

moléculas CD25, CD28 e CTLA-4. CD25 é a cadeia α do receptor para IL-2, o que a 

implica como um dos fatores responsáveis pela proliferação celular; por outro lado, 

desde 1995, essa molécula tem sido também caracterizada como marcadora de 

linfócitos TCD4+ reguladores (LTreg:TCD4+CD25+) de resposta imune (SAKAGUCHI 

et al., 1995). 

Como parte do IL-2R, a CD25 participa junto com a CD28 da geração do 

segundo sinal de ativação de LT, que leva à produção de IL-2. Portanto, trata-se de 

uma molécula com funções de definição ainda controversa.  

FURTADO et al., (2002) e SETOGUCHI et al., (2005) relataram importantes 

funções para a IL-2, no tocante às células Treg, que estaria estimulando 

fisiologicamente e potencializando as funções destas células, além de atuarem sobre 

a manutenção da homeostasia de LTreg, atualmente reconhecidas também pelo 

marcador FoxP3+ (LT CD4+CD25+FoxP3+). Além disto, segundo RAFIQ et al., (2001), 

a produção de IL-10 é parcialmente dependente da IL-2 e dos sinais co-

estimuladores, reforçando as aparentes funções complexas da molécula CD25. 

No grupo NI, a IMF de CD25 em LTCD4+ mostrou-se inalterada na cultura não 

estimulada, em relação ao tempo zero (células analisadas previamente ao cultivo), 

enquanto houve uma queda da expressão às duas horas, em presença de EPI, com 

retorno aos níveis de IMF iniciais.  É provável que a associação da queda precoce da 

expressão de CD25 e a elevação tanto de IL-10 como de PGE2 possa significar uma 

adaptação do meio in vivo para in vitro das células da IA, impedindo ativação a 

estímulos não conhecidos. Na verdade, segundo VERCAMMEN & CEUPPENS, 

(1987), a PGE2 estimula a via cAMP-PKA, tendo efeito inibidor sobre as etapas 

iniciais da ativação das células T, resultando em diminuição da produção de IL-2 e da 

expressão do seu receptor CD25 e, como conseqüência, diminuição da proliferação 

das células T. 

Concordantemente com esta interpretação, a análise de CD28 mostrou 

também queda de expressão, nos tempos seis e 12 horas, com relação ao tempo 
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duas horas. A tendência da expressão de CD28 é manter-se estável, 

independentemente do estímulo antigênico.  

De fato, com relação à presença de células reguladoras, LTreg CD4+CD25high, 

estudadas no contexto ex vivo, foi mostrado pelo nosso grupo que as mesmas 

compreendem 5%  de todas as células T CD4+, tanto em indivíduos NI como em 

pacientes com doença de Chagas (ARAUJO et al., 2007). Demonstrou-se também 

que o fator de transcrição FoxP3 era expresso igualmente nos indivíduos NI e 

pacientes dos grupos IND e CARD. 

No presente trabalho, foi interessante observar a ausência de alteração dos 

marcadores fenotípicos CD25 e CD28 em LT CD8+, o que reforça serem estas células 

menos suscetíveis a estímulos por antígenos exógenos (WILLIAMS et al., 2002; 

GOLDBERG et al., 2003). 

Outra molécula de regulação imunológica estudada foi a CTLA-4, que se 

apresentou aumentada com seis horas em LT CD4+, no grupo NI, embora devido à 

variabilidade entre os indivíduos não houve significância. Considerando a ausência 

do segundo sinal de ativação para LT CD4+ em resposta secundária, e, 

conseqüentemente, a não necessidade de regulação via CTLA-4, os dados 

mostraram-se coerentes.  Na análise da expressão dessa molécula em LT CD4+, em 

culturas não estimuladas, entre os grupos, observou-se aumento significativo nos 

grupos IND e CARD, comparado ao grupo NI.  

Já a freqüência de LTreg CD4+CD25+  expressando CTLA-4 é maior em 

pacientes do grupo CARD (ARAÚJO et al., 2007). Neste trabalho, mostrou-se que 

houve aumento da IMF de CTLA-4 em LT CD8+ de pacientes do grupo CARD, em 

culturas estimuladas por duas e seis horas. É possível que LT CD8+CTLA-4+ esteja 

contrabalançando a ativação, induzida pelo aumento exacerbado de IFNγ, no grupo 

CARD, apesar de o resultado final ser ineficaz quanto à regulação do processo 

inflamatório cardíaco.  

Por outro lado, segundo SOUZA et al., (2007) a exposição de LT a monócitos 

infectados com T. cruzi por 18 horas, in vitro, promoveu maior expressão da molécula 

CTLA-4 na superfície dos LTCD4+ dos pacientes do grupo IND em relação às células 

do grupo NI. Além disso, a freqüência de LTCD8+CTLA-4+ foi maior no grupo IND, 

quando comparado aos grupos NI e CARD. Esses autores observaram, também, 

aumento da expressão intracitoplasmática de CTLA-4 em LTCD4+ do grupo CARD. 
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Já a freqüência de CTLA-4 intracitoplasmático em LTCD8+ foi maior no grupo IND, 

quando comparado aos grupos NI e CARD, ambos em meio e após estimulação 

antigênica. 

É provável que as controvérsias entre os dados de SOUZA et al., (2007) e este 

trabalho sejam decorrentes do tipo de análise diferente. Enquanto presente trabalho 

estudou-se a IMF das moléculas em células T CD4+ ou CD8+, estimuladas ou não por 

preparações antigênicas, SOUZA et al., (2007) trabalharam com macrófagos 

infectados in vitro, simulando a fase aguda da infecção chagásica, além de terem 

avaliado a freqüência das células duplo-positivas. 
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8 – Conclusão 

 

 

  Após análise dos dados e da literatura é possível concluir que, o impacto do 

antígeno de T. cruzi (EPI) sobre as CMSP induz a produção de moléculas 

reguladoras em indivíduos do grupo NI, possivelmente como parte da capacidade 

reguladora do sistema imune a estímulos estranhos. Admitindo-se a possibilidade de 

que a regulação no grupo IND seja mediada por IL-10 e CTLA-4, a ausência desta no 

grupo CARD, poderia ser um dos fatores relacionados a uma possível falha na 

regulação do sistema imune destes pacientes. Isto posto, a conseqüência da 

habilidade de adaptação aos estímulos antigênicos externos, no caso, T. cruzi, torna-

se um importante fator no controle da morbidade em doença de Chagas. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO 

Eu,____________________________________________,RG nº ____________ recebi 
informações sobre o projeto de pesquisa chamado: “Avaliação da cinética de aparecimento de 
moléculas co-estimuladoras em células mononucleares do sangue periférico de pacientes chagásicos 
após estimulação in vitro por antígenos do Trypanosoma cruzi.”  

Fui informado (a) que, para a execução deste projeto, será utilizado, apenas, o sangue de 
pacientes portadores da doença de Chagas e que os experimentos serão feitos, em laboratório, sem a 
participação direta dos pacientes envolvidos nestes experimentos. 

Fui informado (a) que a infecção pelo parasito Trypanossoma cruzi, causador da doença, pode 
se manifestar de diversas maneiras e gravidade, dependendo, entre outros fatores, do tipo e da 
qualidade de minha resposta imunológica contra a infecção.  

As células mononucleares são importantes na montagem da resposta imunológica e no tipo de 
substâncias produzidas pelas células de defesa do organismo. Estas substâncias tanto podem 
proteger a pessoa infectada contra o parasito, quanto causar lesão a diversos órgãos.  

Ciente de que as informações obtidas por este tipo de investigação podem auxiliar na 
compreensão dos mecanismos do surgimento das lesões e de evolução da doença e no manejo clínico 
dos pacientes, concordo em ceder amostra de sangue (50mL) que será colhido em tubos estéreis, 
para a realização dessa pesquisa. Fui informado (a) sobre os possíveis riscos associados com a coleta 
de sangue, como a formação de um pequeno hematoma no local da punção venosa, através do 
sistema de coleta a “vácutainer”, e que este processo é pouco freqüente e não trará problemas clínicos 
importantes. 

A minha participação é voluntária e envolverá apenas a doação das amostras de sangue. 
Nada mais, além disto. 

O restante da avaliação clínica e laboratorial a ser realizada faz parte da rotina de atendimento 
do ambulatório. Tenho consciência que a minha participação como voluntário (a) não me trará 
benefício direto ou privilégio. 
  Também fui informado (a) de que não devo esperar resultados imediatos ou pessoais e que 
poderei, a qualquer momento, me retirar do projeto de pesquisa por qualquer motivo, sem que isso 
prejudique meu acompanhamento médico. 

 
Em caso de dúvida, sei que poderei dirigir-me ao Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), localizado à Avenida Presidente Antonio Carlos 
nº6627, unidade administrativa-II, 2ºandar, sala 2005 - Belo Horizonte- MG, CEP 31270-910, Telefone: 
3499-4592 ou aos pesquisadores envolvidos referidos abaixo: 
 
Prof. Manoel Otávio da Costa Rocha. __________________________________Telefone: 3248-9547 

Dr. Rodrigo Corrêa Oliveira. __________________________________________Telefone: 3349-7775 

Dra. Juliana de Assis Silva Gomes._____________________________________Telefone: 3349-7779 

Vladimir Martins Pinheiro. ____________________________________________Telefone: 3349-7748 

Belo Horizonte, ________de ____________________de 2006. 

_____________________________ 

Assinatura do voluntário 
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