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RESUMO 

Introdução: Receptores para Fc de IgG (FcγR) são moléculas que atuam na 

interface da resposta imune celular/humoral e contribuem na ativação e/ou 

modulação da resposta immune. Em humanos, são descritas três categorias de 

FcγR: FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) e FcγRIII (CD16). FcγRI, FcγRIIa e RIII ativam 

a resposta cellular, enquanto o RIIb apresenta papel inibitório. Na infecção pelo T. 

cruzi, há poucos estudos em humanos. Estudos prévios demonstraram que 

pacientes assintomáticos apresentavam maior expressão de CD64 em monócitos 

e maior freqüência de monócitos CD16+ (VITELLLI et al., 2004). 

Objetivo: Avaliar a expressão dos FcγRs no contexto ex-vivo e o impacto da 

estimulação antígeno específica em leucócitos do sangue periférico de pacientes 

portadores das formas clínicas indeterminadas e cardíacas da doença de Chagas.  

Metodologia: Amostras de sangue periférico foram coletadas de indivíduos 

não infectados e portadores das formas crônicas indeterminada e cardíaca. Foi 

realizada imunfenotipagem por citometria de fluxo de leucócitos de sangue 

periférico. Amostras de sangue também foram cultivadas por 5 horas na presença 

de antígenos de tripomastigotas e posteriormente imunofenotipadas. 

Resultados: Na avaliação ex-vivo, neutrófilos do sangue periférico de 

pacientes infectados apresentaram menor expressão de CD16 e CD32. A 

estimulação por antígenos derivados do T.cruzi induziu queda na expressão de 

todos FcγRs em neutrófilos de pacientes não infectados e infectados, porém com 

maior intensidade nos pacientes cardíacos. Na população de monócitos, foi 

observado aumento na expressão de CD16 nos pacientes assintomáticos e queda 

de CD32 em pacientes cardíacos. Em linfócitos, a estimulação antigênica induziu 

queda na expressão de CD16 em todos os grupos, especialmente em pacientes 

cardíacos. 

Conclusões: A estimulação antígeno específica induziu queda na 

expressão de FcγR em diferentes populações de leucócitos. Tal modulação, que 

poderia ser conseqüência da internalização ou clareamento do complexo 

ligante/receptor, foi predominante em pacientes cardíacos, indicando ser  

elemento importante nos eventos imunológicos observados nas formas clínicas 

mais graves da infecção.  



 

 xx 

ABSTRACT 

Introduction: Fc receptors for IgG (FcγR) are molecules that interface 

humoral and cellular immunity and contribute to activate and or modulate 

immune response. In humans, three classes can be distinguished: RI (CD64), 

RII (CD32); and RIII (CD16). FcγRI, RIIa and RIII activate cellular responses 

upon triggering, whereas RIIb is inhibitory. A balanced action of these opposing 

signaling systems determines cellular response. In Trypanosoma cruzi infection, 

few studies have been conducted in humans. Previous data showed that 

asymptomatic patients presented higher expression of CD64 in monocytes and 

higher frequency of CD16+ monocytes (VITELLI et al.;2004). 

Aims: To evaluate ex-vivo FcγR expression and the impact of T. cruzi 

antigens stimulation on FcγR expression on different leukocyte populations from 

chagasic patients. 

Methodology: Peripheral blood from infected and non infected individuals 

was assayed by flow cytometry. Whole blood was also cultured for 5 hours in 

the presence of trypomastigote antigens before immune staining. 

Results: In peripheral leucocytes, we verified lower expression of CD16 

on neutrophils and monocytes. T.cruzi antigen stimulation induced decrease of 

all FcγRs expression on neutrophils from non infected and infected individuals, 

mainly in cardiac patients. In monocytes, an increase of CD16 expression was 

observed in asymptomatic patients and a decrease in CD32 was verified in 

cardiac patients. In lymphocytes, antigen stimulation induced consistent 

decrease of CD16 expression in all groups, especially in cardiac patients. 

Conclusions: Antigen stimulation was able to induce robust decay in 

FcγR expression in different leukocyte populations. This down-regulation, 

predominant in cardiac patients, could be consequent to internalization or 

cleavage of ligant/receptor complex, acting as important element triggering 

immunological events related to severe clinical manifestations. 
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Epidemiologia da doença de Chagas 

A descoberta da doença de Chagas por Carlos Chagas constitui uma das 

mais importantes conquistas médicas do Brasil. Em 1909, Carlos Chagas descreveu 

não só aspectos da biologia do agente etiológico, o Trypanosoma cruzi, como a 

clínica, a epidemiologia e aspectos patológicos da doença (CHAGAS, 1909). 

A doença de Chagas ocorre nas Américas principalmente na área que vai do 

norte do México, a Argentina e sul do Chile, afetando 21 países (WHO, 2002; OPAS 

2006). A doença é a terceira enfermidade tropical mais prevalente do planeta, 

antecedida apenas, pela malária e pela esquistossomose (DNDi, 2006). Atualmente, 

podem ser identificadas diferentes características regionais em relação à prevalência 

e à incidência da doença. Em alguns países é observada forte tendência à queda 

dos números de casos em decorrência das fortes medidas de controle, como na 

Argentina, Brasil, Chile, Uruguai e Venezuela. Estima-se que 25% da população da 

América Latina, cerca de 100 milhões de habitantes, encontram-se expostos à 

infecção (WHO, 2002). Segundo a Organização Pan Americana de Saúde 

aproximadamente 7.6 milhões de pessoas estariam infectadas com o Trypanosoma 

cruzi na América Latina (OPAS, 2006). 

No Brasil a distribuição geográfica é bastante heterogênea. A doença ocorre 

em aproximadamente 36% do território nacional, atingindo mais de 2.450 municípios 

(OPAS, 2006). Pressupõe-se a existência de 2-3 milhões de indivíduos infectados, 

dos quais aproximadamente 60% estariam vivendo em áreas urbanas (DIAS & 

MACEDO, 2005). As regiões em que há maior ocorrência da moléstia são o sudeste 

e o noroeste do Rio Grande do Sul, o nordeste de São Paulo, o Triângulo Mineiro, o 

oeste e nordeste de Minas Gerais, especialmente a área do Vale do Jequitinhonha, o 

norte, o centro e oeste da Bahia, mais observado no Recôncano Baiano, também 

merecendo menção áreas de Goiás, da Paraíba, Pernambuco, Piauí, Céara, 

Amazônia e sul do Tocantins (COURA et al., 1995; JUNQUEIRA et al.,1999; REY, 

2001). 

 

 

Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi  

Na transmissão vetorial da doença de Chagas, a contaminação se dá 

principalmente pelo contato da pele ou mucosa do hospedeiro vertebrado com fezes 
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de triatomíneos contaminados pelo protozoário hemoflagelado T. cruzi. Os vetores 

se infectam quando formas tripomastigotas sangüíneas são ingeridas durante a 

sucção do sangue do hospedeiro vertebrado infectado. Uma vez no intestino 

posterior do inseto, as formas tripomastigotas se transformam em formas 

epimastigotas, que se multiplicam por divisão binária e, posteriormente, passam por 

alterações morfológicas e fisiológicas transformando-se em tripomastigotas 

metacíclicos no reto do inseto, estando aptas a penetrar em células do hospedeiro 

mamífero. Estas formas, após o repasto sangüíneo, são eliminadas juntamente com 

as fezes do vetor, penetrando na pele lesada no local da picada ou em mucosas 

íntegras, infectando tanto células fagocitárias quanto não fagocitárias, como células 

epiteliais, tecido subcutâneo, músculo liso, células musculares cardíacas, supra-

renal, células de Schwann, ovários e testículos (BRENER Z, SOUZA W, 2000). No 

interior destas, as formas tripomastigotas se transformam em amastigotas, que 

conseguem escapar do vacúolo parasitófago para o citoplasma das células 

hospedeiras, onde se inicia um processo de divisão binária. Após a multiplicação, as 

formas amastigotas transformam-se em tripomastigotas sanguíneas que rompem a 

célula, agora na circulação sangüínea, podem infectar novas células ou serem 

ingeridas por outro inseto vetor dando continuidade ao ciclo biológico do parasito 

(BRENER et al., 1973; GARCIA et al., 1991; DIAS, 2000). 

Quando se estuda os métodos de transmissão pelo T. cruzi, observa-se que a 

principal via é a transmissão vetorial. Entretanto, mecanismo de transmissão, como 

transfusão sanguínea, transmissão congênita, transplante de órgãos, transmissão 

oral e acidentes laboratorias, podem ser identificados e apresentam certa constância 

segundo literaturas (DIAS & MACEDO, 2005). Entre estas possibilidades sem 

veiculação do triatomíneo, vetor da infecção, tem especial importância 

epidemiológica a transmissão por transfusão de sangue, que pode fazer com que a 

doença se dissemine para áreas sem transmissão natural, inclusive para grandes 

centros populacionais. Também, a transmissão congênita pode representar risco 

mais duradouro de produção de novos casos e de manutenção da endemia 

chagásica (SILVEIRA & VINHAES, 1998; DIAS & SCHOFIELD 1999; VINHAES & 

DIAS, 2000). A transmissão do Trypanosoma cruzi por via oral tem caráter habitual 

no ciclo enzoótico primitivo deste parasito, através da ingestão - por mamíferos 

suscetíveis - de vetores e reservatórios infectados. No caso do homem, esta 
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transmissão ocorre de maneira esporádica e circunstancial, através de alimentos 

contaminados com o parasito, principalmente a partir de triatomíneos ou de suas 

dejeções (DIAS JCP, 2000; WHO;2002).  

 

 

Apresentação clínica da infecção 

A análise de aspectos clínicos e laboratoriais de pacientes portadores da 

doença de Chagas permite classificar a infecção em duas fases: aguda e crônica. A 

fase aguda caracteriza-se por alterações teciduais degenerativas e inflamatórias 

focais, devido à intensa multiplicação local do parasito (LARANJA et al., 1953). 

Manifestações sistêmicas, como febre, mal estar, astenia, edema subcutâneo, 

linfadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia, podem também ser observados 

(REZENDE & RASSI, 1994). A duração da fase aguda varia geralmente entre 4 a 12 

semanas, ao fim das quais o quadro febril e a parasitemia tendem a desaparecer. 

Em paralelo, descrevem-se também queda nos níveis de imunoglobulinas da classe 

M e aumento dos níveis de IgG. Esses elementos praticamente definem a transição 

para fase crônica da doença de Chagas (DIAS & COURA; 1997).  

Os indivíduos portadores da infecção crônica podem ser classificados, do 

ponto de vista clínico, como indeterminados (IND), cardíacos (CARD), digestivos e 

cardiodigestivos. A forma crônica indeterminada é caracterizada pela presença da 

infecção, comprovada através de reações sorológicas específicas, porém com 

ausência de manifestações clínicas, eletrocardiográficas e radiológicas. (DIAS & 

COURA; 1997) Essa é a forma mais freqüente da doença de Chagas detectada na 

população geral das áreas endêmicas e entre doadores de sangue infectados, 

possuindo prognóstico favorável em médio e longo prazo, podendo persistir por toda 

a vida em 40-50% dos casos. Estima-se que cerca de 50-60% dos indivíduos 

infectados são classificados nessa forma clínica. Os pacientes apresentam-se de 

forma geral, em bom estado de saúde, desconhecendo, muitas vezes, a presença da 

infecção. A evolução da forma crônica indeterminada para formas crônicas mais 

graves é uma possibilidade que ocorre, em geral de maneira insidiosa nas áreas 

endêmicas, numa proporção aproximada de 2-3% dos casos ao ano (DIAS & 

COURA, 1997). 

Lesões orgânicas que se desenvolvem durante a fase aguda correlacionam-
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se temporal e topograficamente com elevada parasitemia e parasitismo tissular em 

regiões-alvo da infecção (coração, tubo digestivo e sistema nervoso). Quando os 

níveis de parasitemia e as lesões inflamatórias da fase aguda declinam, uma 

miocardite focal de baixa intensidade se instala durante a fase indeterminada da 

doença de Chagas. Após 20-30 anos de infecção, cerca de 20-30% dos indivíduos 

desenvolvem a forma cardíaca apresentando miocardite, inicialmente focal e 

discreta, evoluindo incessantemente, com destruição coalescente de fibras cardíacas 

e fibrose tissular reparativa marcante. A infecção chagásica pode levar ainda a 

megaformações, principalmente megaesôfago e megacólon, principais 

manifestações da forma clínica digestiva. Esta forma crônica ocorre em menos de 

10% dos indivíduos portadores da doença de Chagas, sendo resultado da destruição 

das células nervosas do sistema nervoso autônomo, presentes no trato 

gastrointestinal pelos complexos nervosos intramurais (REZENDE & MOREIRA, 

2000). Na fase crônica, o parasito não é encontrado no sangue periférico pelo exame 

direto, embora seja possível o seu isolamento através do xenodiagnóstico ou 

hemocultura. Os principais determinantes desta evolução desfavorável ainda não 

foram definitivamente esclarecidos e devem incluir cepa, carga parasitária, idade, 

intensidade da infecção aguda, sexo, raça, doenças concomitantes e intercorrentes, 

estado nutricional, alcoolismo, fatores hereditários, reinfecção e grau de parasitemia, 

além da resposta imune do hospedeiro (DIAS, 2000). 

 

 

Interface entre a resposta imune celular e a respos ta imune humoral na 

fisiopatologia da doença de Chagas 

Na fisiopatologia da doença de Chagas, é evidente o papel da resposta 

imune, que compreende mecanismos complexos envolvendo componentes celulares 

e humorais, tanto na patogenia da infecção quanto na proteção. 

Vários estudos destacam, durante a fase aguda, a forte ativação do sistema 

imune inato, como sendo a primeira linha de defesa contra a invasão do parasito 

(GAZZINELLI et al.,1998; JANEWAY.,2001). Tanto em casos humanos quanto em 

modelos experimentais, estudos demonstraram uma forte ativação do sistema imune 

inato com envolvimento de macrófagos e células natural killer (NK), acompanhada 

ainda por expansão da população de linfócitos B, especialmente da subpopulação 
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CD5+ (ORTIZ et al., 1976, HATCHER et al., 1981, SATHLER-AVELAR et al., 2003; 

VITELLI et al., 2004). Estudo fenotípico realizado durante a infecção recente pelo T. 

cruzi, após classificação com base sorológica, descreveu, no grupo de indivíduos 

portadores da fase aguda recente, supressão da atividade de linfócitos T, ativação 

de linfócitos B e favorecimento da migração de monócitos para o foco inflamatório, 

avaliada através da expressão da molécula de adesão CD54. Já na fase aguda mais 

tardia foi observada ativação de células NK independente de células T, e na fase 

crônica recente, aumento da população de linfócitos B totais ao lado de um aumento 

da população dos monócitos pró-inflamatórios - CD14+CD16+HLA-DR++ (SATHLER-

AVELAR et al;2003). 

Sabe-se que os macrófagos desempenham papel essencial no controle da 

infecção, secretando uma variedade de mediadores químicos, incluindo citocinas, 

que regulam diferentes compartimentos do sistema imunológico. Eles adquirem, 

processam e apresentam antígenos para células T, e são fonte de moléculas co-

estimuladoras para ativação destas células. Uma vez estimulados por antígenos 

derivados de formas tripomastigotas do T. cruzi, podem atuar como células efetoras 

com atividade citotóxica, no caso parasiticida, com produção de metabólitos reativos 

de nitrogênio, oxigênio e citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-12 

(CAMARGO et al., 1997; CHANDRASEKAR et al., 1998, ROCHA et al., 2003).  

O neutrófilo também apresenta papel essencial na patogênese de doenças 

inflamatórias, infecciosas ou não. Está entre as células que primeiro alcançam o foco 

inflamatório, eles atuam como fagócitos efetores na resposta imune inata e 

adaptativa. Entretanto, apresenta meia-vida curta, sofrendo apoptose e sendo 

removido por macrófagos. Desempenham funções efetoras e moduladoras cruciais 

como fagocitose, secreção de proteases, quimiocinas e espécies reativas de 

oxigênio, que além de conferir proteção às infecções, podem conduzir à destruição 

tecidual (WATSON et al., 1997). Entretanto, o papel de neutrófilos na defesa contra 

infecções intracelulares foi negligenciado por longo tempo, pois acreditava-se que 

patógenos intracelulares, mantidos no interior de macrófagos, estavam  protegidos 

da ação fagocítica de neutrófilos. Ultimamente, demonstrou-se que neutrófilos e 

macrófagos são colaboradores importantes no mecanismo de defesa contra agentes 

intracelulares (RIBEIRO-GOMES et al., 2006). Na infecção pelo T. cruzi, estudos 

anteriores demonstraram atividade lítica eficiente de formas tripomastigostas 
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sanguíneas por neutrófilos de camundongos através da citotoxidade celular 

dependente de anticorpos - ADCC (KIPNIS et al., 1981) e atividade de fagocitose in 

vitro de formas epimastigotas por neutrófilos de pacientes não infectados na 

presença de anticorpos anti-T. cruzi (RIMOLDI et al., 1981).  

As células NK possuem um papel indispensável na resposta imune anti-T. 

cruzi. Atuam como importante fonte de produção de IFN-γ na ausência de células T 

específicas. São as primeiras células a produzirem esta citocina antes do 

desenvolvimento da resposta imune mediada por células T, favorecendo 

precocemente uma resposta do tipo 1, sabidamente protetora na fase inicial na 

doença de Chagas, por controlar a multiplicação parasitária (TORRICO et al., 1991, 

SILVA et al., 1992;). Estudos desenvolvidos por Vitelli e coladoradores, em 2004, 

demonstraram que, em pacientes com a forma crônica indeterminada, havia 

aumento de células NK totais à custa de maior freqüência de células NK maduras 

(CD3-CD56DIMCD16+), com maior potencial citolítico, sugerindo que a maior atividade 

da célula NK possa representar um evento protetor na infecção. A atividade 

citotóxica elevada mediada por anticorpos (ADCC) poderia ser o fundamento desse 

mecanismo protetor. Inclusive, já foi descrito que células NK apresentam atividade 

tripanomicida com destruição extracelular de formas epimastigotas e tripomastigotas 

do T. cruzi. (PAPAZAHARIADOU et al., 2007).  

Considerando a imunidade humoral, anticorpos anti-T. cruzi são amplamente 

detectados em portadores da doença de Chagas (BRENER, 1980). KRETTLI & 

BRENER (1982) revolucionaram os estudos da imunidade humoral na doença de 

Chagas quando demonstraram a existência de duas categorias de anticorpos 

funcionalmente distintas no soro de hospedeiros infectados pelo T. cruzi, os quais 

foram denominados anticorpos da sorologia convencional (ASC) e anticorpos líticos 

(AL). Os ASC, também denominados não protetores, são encontrados no soro de 

hospedeiros infectados pelo T. cruzi mesmo após quimioterapia eficaz. Esses 

anticorpos são identificados in vitro por técnicas sorológicas de rotina. Por outro lado, 

anticorpos da categoria AL, também conhecidos como anticorpos protetores, são 

encontrados apenas no soro de hospedeiros com infecção ativa, desaparecendo 

após a cura por intervenção terapêutica específica para a doença de Chagas. Esses 

anticorpos são específicos para epitopos presentes na superfície de formas 

tripomastigotas vivas do T. cruzi, sendo identificados in vitro através das técnicas de 
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lise mediada pelo complemento (GALVÃO et al., 1993) e, mais recentemente, pela 

citometria de fluxo (MARTINS-FILHO et al., 1995). Por serem capazes de induzir a 

lise mediada pelo complemento de formas tripomastigotas sangüíneas, os anticorpos 

da categoria AL têm sido considerados importantes no controle da parasitemia na 

fase crônica da infecção pelo T. cruzi, e assim, a sua presença, indireta ou 

diretamente, poderia estar associada ao estabelecimento da forma crônica 

indeterminada. Corroborando esta hipótese, estudos anteriores demonstraram a 

presença de altos títulos de IgG1 de anticorpos líticos em pacientes da forma 

indeterminada quando comparados com indivíduos portadores da forma clínica 

cardíaca (CORDEIRO et al., 2001). Estes achados enfatizam o papel protetor das 

imunoglobulinas anti-formas tripomastigotas vivas. 

Receptores para a fração cristalizável (Fc) (FcγRs) das imunoglobulinas G são 

considerados como componentes importantes na interação entre a resposta imune 

celular e humoral (RAVETCH et al., 1986). As imunoglobulinas de classe G (IgG) 

exercem inúmeras funções biológicas importantes por interagirem com vários tipos 

celulares. A base desta interação é a ligação dos domínios Fc da IgG com 

receptores específicos presentes nas membranas de células do sistema imune 

(DAERON, 1997). A detecção destes receptores presentes na população celular do 

sangue periférico pode ser de grande importância para entendermos os mecanismos 

imunológicos envolvidos no desenvolvimento de resistência ou patologia na doença 

de Chagas. A distribuição seletiva destes receptores e sua diversidade nos permitem 

desenvolver hipóteses sobre o envolvimento dessas moléculas na resposta imune 

desencadeada pelo T. cruzi. Como o aumento de anticorpos no grupo indeterminado 

juntamente com o aumento da expressão dos receptores teria alguma relação com a 

morbidade na infecção crônica? Uma vez que as funções biológicas dependem do 

tipo do receptor e do tipo celular no quais esses são expressos, será que na resposta 

imune inata o aumento da expressão desses receptores apresentaria correlação com 

o desenvolvimento de formas mais graves da doença? E após estimulação antígeno 

específica qual seria a relação dos receptores e as formas crônicas da doença? Os 

FcγRs podem interagir com moléculas de IgG em duas condições: na forma de IgG 

monomérica ou quando essa se encontra complexada a antígenos multivalentes, na 

forma de imunocomplexos. Tal interação resulta na estimulação de respostas 

biológicas específicas de cada tipo celular (DAERON, 1997). Estas funções vão 
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desde atividades efetoras como a fagocitose, controle na secreção de citocinas, 

citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e degranulação de células, 

liberação de enzimas lissosomais, clearence de imunocomplexos (IC), até sinais 

imunomoduladores como a regulação da proliferação e secreção de anticorpos por 

linfócitos B (RAVETCH & KINET, 1991, FLORES-BORJA et al., 1998, PLEASS & 

WOOF, 2001).  

Em humanos existem três categorias de FcγR: FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) e 

FcγRIII (CD16).  Quanto à sua estrutura molecular, os FcγRs podem apresentar dois 

ou três domínios extracelulares semelhantes aos das imunoglobulinas (Ig-like), que 

são altamente conservados entre as diferentes classes de receptores. Além disso 

apresentam domínio transmembrânico e dominíos citoplasmáticos, sendo estes 

variáveis entre as classes de FcγR (FLORES-BORJA et al., 1998, PLEASS & 

WOOF, 2001; MARZOCCHI-MACHADO & LUCISANO-VALIM, 2005).  

O CD64 (FcγRI) é encontrado em macrófagos, monócitos e neutrófilos 

ativados e apresenta alta afinidade para IgG1 e IgG3, embora existam três genes 

que codificam o FcγRI, somente o gene A codifica o receptor de alta afinidade 

FcγRIa. A isoforma FcγRIb é de baixa afinidade e somente detectada in vitro. 

Quando a molécula de IgG liga-se ao domínio extra-celular da subunidade do 

receptor FcγRIa, ocorre ativação em seu domínio citoplasmático, de uma seqüência 

estrutural denominada de seqüência ou motivo de ativação de imuno-receptor 

baseada em tirosina (ITAM: Immunoreceptor Tyrosyne-based Ativation Motif). Os 

ITAMs possuem resíduos de tirosina que são fosforilados por tirosina quinases, 

dando início a uma cascata de eventos bioquímicos no citoplasma, que culmimam na 

ativação de resposta biológica da célula específica. Desta forma são os ITAMS que 

transmitem para o interior da célula o sinal da ligação da ligação da IgG ao seu 

receptor (GESSNER et al., 1998), induzindo fagocitose, citotoxidade celular 

dependente de anticorpos (ADCC), remoção de imunocomplexos, aumento da 

apresentação de antígenos e ativação de macrófagos (PLEASS & WOOF, 2001; 

MARZOCCHI-MACHADO & LUCISANO-VALIM, 2005).   

O CD32 (FcγRII) é encontrado em macrófagos, monócitos, neutrófilos, 

linfócitos B e eosinófilos sendo receptor de média afinidade para IgG1 e IgG3 

agregadas. Compreende duas subclasses de receptor, FcγRIIa e FcγRIIb e as 

diferenças funcionais entre as subclasses estão na presença de sequências de 
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sinalização especializadas. O FcγRIIa apresenta uma sequência ITAM, enquanto em 

FcγRIIb é encontrado o motivo de inibição de imuno-receptor baseado em tirosina 

(ITIM: Immunoreceptor Tyrosyne-based Inhibitory Motif). Esses resíduos de tirosina 

em ambos os motivos de sinalização intracelular (ITAM e ITIM) são determinantes 

para ativação e a inibição celular, respectivamente (VAN DEN HERIK-OUDIJK et al., 

1995). Este receptor apresenta função na fagocitose, ADCC e bloqueia sinais de 

ativação iniciados pelo receptor antigênico de linfócito B, atuando como um regulador 

negativo da resposta imune humoral (PLEASS & WOOF, 2001; MARZOCCHI-

MACHADO & LUCISANO-VALIM, 2005).   

O CD16 (FcγRIII) é encontrado em macrófagos, monócitos, células NK e 

neutrófilos, sendo receptor de baixa afinidade, apresentando as isoformas FcγRIIIa e 

FcγRIIIb. A união de receptores FcγRIIIa induzida pela ocupação por IgG1 e IgG3 

associado ao antígeno na superfície da célula, ativa células NK a lisarem o alvo 

através de ADCC. Ocorre também a síntese e secreção de citocinas, como IFN-γ 

pela célula NK. Já em neutrófilos o FcγRIIIb é um glicofosfatidilinositol (GPI) e sua 

forma solúvel parece ter um papel importante na prevenção de infecções. Embora 

este receptor não possua seqüência de sinalização no citoplasma, a sua interação 

com os outros receptores na superfície celular é importante para uma resposta 

efetora mais completa, visto que a cooperação do FcγRIIIb com FcγRIIa é necessária 

para fagocitose, ADCC e degranulação eficientes. Além disso, a co-agregação dos 

FcγRIIIb nos neutrófilos leva  à ativação celular (ZHOU & BROWN, 1994, 

MARZOCCHI-MACHADO & LUCISANO-VALIM, 2005).  

Existem quatro estudos sobre os FcγRs na doença de chagas e todos foram 

realizados em modelos experimentais. Em 1998, Coutinho demonstrou um aumento 

da expressão de FcγRII/III associados ao aumento da expressão de receptores para 

alpha-2-macroglobulina em macrófagos residuais em camundongos. Araújo-Jorge e 

colaboradores em 1993 demonstraram o aumento da produção de anticorpos e da 

expressão dos Fcγ RII e Fcγ RIII em células do baço e linfonodos de camundongos, 

antes e depois da detecção de anticorpos específicos para o T. cruzi durante a fase 

aguda da infecção. O mesmo grupo em outro trabalho de 1993 demosntrou que um 

aumento de anticorpos reduz a mortalidade e parasitemia em camundosgos 

infectados e diminui a disponibilidade dos FcγR na membrana celular. E Plata e 
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colaboradores em 1984 demonstrou um aumento na produção por linfócitos B e T de 

anticorpos anti-formas tripomastigostas do T. cruzi e IFN-gamma, respectivamente, 

poderiam contribuir in vivo com um papel protetor.   

Estudo recente realizado em nosso laboratório avaliou no contexto ex-vivo 

receptores Fcγ em diferentes populações do sangue periférico de pacientes 

portadores da doença de Chagas e demonstrou que pacientes da forma clínica 

crônica indeterminada apresentam expressão maior de CD64 em monócitos, bem 

como maior freqüência de monócitos CD16+ que pacientes da forma clínica cardíaca 

(Vitelli D. M., 2004). Estes dados associados com os elevados níveis de anticorpos 

anti-T. cruzi observados por Cordeiro et al. (2001), poderiam estar relacionados à 

modulação de monócito, sugerindo um envolvimento dessas células em mecanismos 

imunomoduladores de pacientes assintomáticos, através da interação com 

imunocomplexos. Este estudo demonstrou, ainda, maior expressão de CD32 em 

linfócitos B em pacientes cardíacos, o que pode ser considerado um elemento 

complementar da dinâmica da produção de anticorpos por indivíduos deste grupo, já 

que o receptor CD32 está relacionado com a regulação negativa da produção de 

imunoglobulinas em linfócitos B (FIG 1). Essas informações em conjunto são 

consistentes com o menor nível de anticorpos observados por Cordeiro et al. (2001) 

e Vitelli D. M. (2004) no plasma de pacientes cardiopatas em relação aos 

assintomáticos.  

 

CARDIND
CD64 em MØ a,c CD32 em LB 

a
CD32 em LB 

a
MØ CD16+MØ CD16+ a

MØ CD16+ c CD16 em MØCD16 em MØ
a

CARDIND
CD64 em MØ a,c CD32 em LB 

a
CD32 em LB 

a
MØ CD16+MØ CD16+ a

MØ CD16+ c CD16 em MØCD16 em MØ
a

 

 
FIGURA 1 - Interseção do perfil de expressão de receptores Fcγ entre pacientes portadores das 
formas clínicas indeterminadas e cardíacas da fase crônica da doença de Chagas. A orientação das 
setas representa elevação ou diminuição de um dos receptores em relação aos grupos NI e CARD, 
indicados pelas letras ”a” e “c”, respectivamente (Vitelli D. M., 2004). 
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Baseados nestas informações propusemo-nos aprofundar o estudo sobre o 

papel dos FcγRs na imunopatogenia da doença de Chagas através da avaliação do 

impacto da estimulação por antígenos derivados de formas tripomastigotas do T. 

cruzi sobre a expressão de FcγR em leucócitos circulantes de pacientes portadores 

da infecção crônica pelo T. cruzi buscando associá-lo ao perfil de imunoglobulinas 

séricas anti-T. cruzi.  
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Objetivo Geral 

Esse estudo tem como foco principal de abordagem, avaliar o impacto da 

estimulação por antígenos derivados de formas tripomastigotas do T. cruzi sobre a  

expressão de FcγRs por leucócitos circulantes de pacientes portadores da infecção 

crônica pelo T. cruzi.  

 

Para alcançar o objetivo proposto, foram definidos os seguintes objetivos 

específicos: 

 

1. Determinar os títulos de anticorpos anti-formas tripomastigotas vivas de T. 

cruzi em pacientes portadores das formas clínicas indeterminada e cardíaca 

da doença de Chagas; 

2. Avaliar a expressão de receptores Fcγ  (CD64, CD32 e CD16) em neutrófilos, 

monócitos, linfócitos B e linfócitos totais no contexto ex-vivo e em cultura 

estimulada com antígenos solúveis de T. cruzi; 

3. Associar paralelamente o impacto do estímulo antigênico na expressão de 

FcγRs em leucócitos circulantes com o perfil de imunoglobulinas séricas anti-

T. cruzi; 
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I – PACIENTES 

Para a realização deste estudo, foram selecionados 29 indivíduos, voluntários, 

sendo 18 pacientes adultos cronicamente infectados pelo T. cruzi e 11 indivíduos 

não infectados, provenientes da cidade de Bambuí/MG. Todos os participantes foram 

submetidos a testes de sorologia convencional específicos para o diagnóstico da 

doença de Chagas. Os indivíduos pertencentes aos grupos de pacientes chagásicos 

apresentaram resultados concomitantemente positivos nas reações de 

hemaglutinação indireta (HAI) e imunofluorescência indireta (IFI) para o T. cruzi e 

encontravam-se na fase crônica da infecção. Os pacientes foram submetidos a 

exames complementares que permitiram agrupá-los, segundo classificação baseada 

em aspectos clínicos, radiológicos e eletrocardiográficos, como pacientes portadores 

da forma clínica indeterminada (IND) e cardícaca (CARD), segundo critérios da 

Organização Mundial da Saúde (WHO, 2002). Indivíduos do grupo IND foram 

selecionados a partir da comprovação da infecção chagásica na ausência de 

manifestações clínicas, eletrocardiográficas ou radiológicas de acometimento 

cardíaco ou digestivo. Os portadores da forma clínica CARD foram caracterizados 

pela presença de sintomas, sinais físicos e alterações em exames laboratoriais 

(eletrocardiograma /ECG e radiografia de tórax). O grupo controle utilizado como 

parâmetro comparativo para as análises consistiu de adultos saudáveis, residentes 

na cidade de Bambuí/MG, apresentando resultados negativos para os testes de 

sorologia convencional, utilizados para o diagnóstico laboratorial da doença de 

Chagas. 

A conduta clínico-laboratorial adotada nesse estudo foi previamente aprovada 

pelo Comitê de Ética do CPqRR/FIOCRUZ. Todos os procedimentos, incluindo os 

estudos eletrocardiogáficos, radiológicos e a assistência médico-laboratorial dada 

aos pacientes, bem como o acompanhamento ambulatorial e a coleta de sangue 

esteve sob a responsabilidade do Dr. João Carlos Pinto Dias e do Dr. João Soares 

Moreira Magalhães do Posto Avançado de Pesquisas Emanuel Dias/Bambuí-MG e 

contaram com a colaboração do Prof. Aluízio Prata da Universidade Federal do 

Triângulo Mineiro - Uberaba/MG. 

A participação dos voluntários neste estudo consistiu na doação de 25mL de 

sangue coletados através do sistema de coleta à vácuo (Vacuntainer, BD) em três 

frascos separados, sendo um frasco de 5mL contendo EDTA como anti-coagulante e 
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dois frascos de 10mL cada, contendo heparina como anti-coagulante. O sangue 

coletado em EDTA foi utilizado para o estudo do perfil imunofenotípico de leucócitos 

periféricos e o material coletado em heparina foi empregado para separação de 

plasma utilizado nos estudos de reatividade de anticorpos anti-T. cruzi e realização 

do protocolo de cultura de curta duração in vitro. 

A tabela. I sumariza as informações concernentes aos grupos de pacientes 

estudados. 

 

TABELA I 

População estudada 

Grupos Nº de Indivíduos Sigla Idade Sexo M/F  

Não Infectados 11 NI 20-53 3/8 

Chagásicos     

     Indeterminados 7 IND 44-67 3/4 

     Cardíacos 11 CARD 50-70 4/7 

 

 

II – MATERIAL E MÉTODOS 

 

1 – Análise do perfil de imunoglobulinas séricas an ti-T cruzi 

 
1.1 – Obtenção de formas tripomastigotas 

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir do sobrenadante de culturas 

de células LLCMK2 infectadas pelo T. cruzi. As células foram semeadas em frascos 

de cultura de tecido de 25cm2 (Falcon) contendo meio DMEM-5% SBF. Após a 

adesão e formação da monocamada de células, estas foram infectadas com formas 

tripomastigotas sanguíneas da cepa CL do T. cruzi na proporção de 10 

parasitos/célula. As garrafas foram mantidas em estufa a 37oC, 5% de CO2, 95% de 

umidade por 24h para favorecer a infecção. Após esse período, as células foram 

lavadas para retirar os parasitos remanescentes e mantidas com meio DMEM-5% 

SBF a 33oC, 5% de CO2, 95% de umidade (BERTELLI et al., 1977). O meio foi 
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trocado diariamente, e a partir do sexto dia de cultura formas tripomastigotas 

puderam ser coletadas no sobrenadante. Os parasitos foram separados dos restos 

celulares, por centrifugação diferencial. Inicialmente, a suspensão de parasitos foi 

centrifugada em tubos cônicos de 50 mL à temperatura ambiente, 100 x g por 10 

minutos. Posteriormente, os tubos foram mantidos à temperatura ambiente por 30 

minutos para que as formas flageladas pudessem se deslocar do sedimento para o 

sobrenadante. Esse foi coletado e centrifugado a 4oC, 1.000 x g por 10 minutos. Os 

parasitos foram lavados 3 vezes em PBS (0,015M pH 7,4) nas condições anteriores 

e empregados nos ensaios de detecção de IgG1 anti-formas tripomastigotas vivas. 

 

1.2 – Ensaio de detecção de anticorpos anti- T. cruzi  

A concentração da suspensão dos parasitos foi ajustada para 5,0 x 106/mL em 

PBS-10% SBF para o ensaio de imunofluorescência indireta. 

Os ensaios de citometria de fluxo para o estudo de anticorpos anti-formas 

tripomastigotas vivas de T. cruzi presente em plasmas de pacientes portadores da 

doença de Chagas foram realizados segundo protocolo descrito por MARTINS-

FILHO et al. (1995), e adaptado para microplacas. Em placas de 96 poços com fundo 

em “U” (Nunc, Denmark) foram adicionados 50µL do plasma feita diluição seriada de 

(1:124 -1:16.384) em PBS-10% SBF e 50µL da suspensão de parasitos (2,5 x 105 

parasitos/poço). A mistura foi incubada a 37oC por 30min, lavada 2 vezes com 150µL 

de PBS-10% SBF, centrifugada (4oC, 1.000 x g, por 10min) e o sobrenadante 

desprezado. 

Para a detecção de IgG1 anti-formas tripomastigotas do T. cruzi os parasitos 

foram submetidos a 2 etapas de incubação. Na primeira etapa, 50µL de anticorpos 

anti-IgG1 biotinilados (Sigma) diluídos em PBS-10% SBF foram adicionados a cada 

poço da placa e a mistura incubada a 37°C por 30 mi n. Após a incubação, os 

parasitos foram lavados e centrifugados 2 vezes como descrito acima e o 

sobrenadante desprezado. Na etapa seguinte, os parasitos foram reincubados 

(37°C, 30 min, ao abrigo da luz) com 10 µL de estreptavidina conjugada com 

ficoeritrina-SAPE (Gibco) diluída 1:400 em PBS-10% de SBF. Após a incubação os 

parasitos foram novamente lavados, centrifugados e o sobrenadante desprezado. 

Para cada ensaio foi feito um controle da reação, onde os parasitos foram 

incubados na ausência de plasma humano, porém na presença do anticorpo 
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secundário. Em todos os testes foram incluídas amostras controles de plasmas 

positivo e negativo para a doença de Chagas. 

Após as etapas de incubação com os reagentes marcados com fluorocromos, 

os parasitos foram fixados com 200µL de solução fixadora -Macs Facs Fix- MFF 

(10g/l de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67g/l de cloreto de sódio, pH 

7,2). As amostras foram mantidas a 4oC, por pelo menos 30min, ao abrigo de luz, 

para realização da leitura no citômetro de fluxo (FACScalibur - Becton Dickinson). O 

tempo máximo para a coleta dos dados foi sempre inferior à 24h. Os dados 

coletados foram armazenados permitindo a análise posterior. Os resultados foram 

analisados empregando a estratégia de análise do percentual de parasitos 

fluorescentes positivos – PPFP.  

 

 1.3 – Análise o percentual de parasitos fluorescen tes positivos – PPFP  

A análise da reatividade de anticorpos anti-T. cruzi foi realizada segundo 

proposto por MARTINS-FILHO et al. (1995) e modificado por CORDEIRO et al. 

(2001). A figura 2 ilustra a seqüência de procedimentos para a análise da reatividade 

de IgG anti-formas tripomastigotas vivas de T. cruzi. Inicialmente, a população de 

interesse – R1 foi selecionada, em gráficos de distribuição puntual de tamanho (FSC) 

versus granulosidade (SSC), com base em aspectos morfométricos dos parasitos 

(FIG.2A). Formas tripomastigotas do T. cruzi apresentam uma distribuição 

característica e homogênea em gráficos de FSC versus SSC, o que permite o 

posicionamento da região R1. Em seguida, histogramas individuais de intensidade 

de fluorescência em função do número de parasitos, foram utilizados para determinar 

o percentual de parasitos fluorescentes positivos (PPFP) para cada diluição das 

amostras utilizadas. Para tal, inicialmente foi determinado um limiar de ligação 

inespecífica do conjugado anti-IgG1 humano revelado com PE, utilizando-se de 

histogramas de fluorescência obtidos a partir do tubo controle do conjugado, 

realizado para cada experimento (FIG.2B). O posicionamento do marcador do limiar 

seguiu sempre o critério de se obter no máximo 2% de PPFP para o controle interno 

da reação. Em seguida, empregando-se o mesmo marcador foram obtidos os valores 

de PPFP para cada diluição das amostras testadas (FIG.2C e D). Para cada 

experimento eram realizados ensaios empregando amostras controle positivo e 

controle negativo. Para a interpretação dos resultados, foi estabelecido um ponto de 
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corte equivalente ao PPFP de 50% como limiar entre alta (PPFP>50%) e baixa 

reatividade (PPFP ≤50%).  

Essa modalidade de análise foi empregada para a obtenção dos dados 

referentes ao objetivo específico I. 
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FIGURA 2 – Seqüência de passos utilizados para as análises da reatividade de IgG anti-
tripomastigotas do T. cruzi por citometria de fluxo. (A) Gráfico de distribuição puntual FSC versus SSC 
utilizado para seleção da população de interesse, nesse caso formas tripomastigotas do T. cruzi – R1. 
(B) Histograma individual utilizado para posicionar o limiar de ligação inespecífica equivalente a um 
valor de PPFP≤2%, utilizando o controle interno da reação. (C) Histograma individual representativo 
do valor de PPFP obtido após a incubação com uma amostra controle negativo (D) Histograma 
individual representativo do valor de PPFP obtido após a incubação com uma amostra controle 
positivo. 
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2 – Análise do padrão de expressão de Fc γγγγR 

 
 2.1- Contexto Ex-vivo  

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucócitos do sangue periférico foram 

realizados segundo o protocolo proposto pelo fabricante, modificado conforme 

descrito a seguir: 

Em tubos de poliestireno 22x75mm foram adicionados 5µL do anticorpo 

monoclonal específico marcado com fluorocromo para o marcador de superfície 

celular de interesse (TAB.II). Para cada análise foram utilizados 50µL de sangue 

periférico total coletado a vácuo em tubos de 5mL contendo EDTA como 

anticoagulante. Após etapa de homogeneização em vortex, as amostras foram 

incubadas por 30 minutos, à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após o 

período de incubação, as amostras foram submetidas à etapa de lise dos eritrócitos, 

utilizando 2mL de solução de lise comercial (FACSTM Lysing Solution - Becton 

Dickinson) diluída 10 vezes em água destilada. Após homogeneização em vortex, as 

amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e então 

submetidas à centrifugação (400 x g, 10 minutos a 18oC). O sobrenadante foi 

descartado e as amostras foram lavadas com 2mL de PBS (0,015M pH 7,4), 

empregando as mesmas condições de centrifugação anteriormente citadas. Em 

seguida, as amostras foram fixadas com 300µL de solução fixadora – MFF. Após um 

período de 15 minutos a 4oC, a análise dos parâmetros fenotípicos das células 

presentes em cada tubo foi determinada com o auxílio de um citômetro de fluxo 

(FACScalibur - Becton Dickinson), utilizando o programa CELLQuestTM foi utilizado 

para aquisição e análise dos dados, empregando diferentes estratégias de análises. 
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TABELA II 

Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para análise de 

populações e subpopulações celulares e moléculas de supercície. 

Anticorpos Fluorocromo  Clone Células Alvo Receptores 

Anti-IgG1 FITC, PE G1CL - - 

Anti-CD14 TC TüK4 Monócitos - 

Anti-CD16 FITC, TC 3G8 Células NK, Monócitos e 

Neutrófilos 

FcγRIa e FcγRIb 

Anti-CD19 FITC, TC 4G7, SJ25-C1 Linfócitos B - 

Anti-CD32 FITC FLI8.26 Monócitos, Neutrófilos e  

Linfócitos B  

FcγRIIa, FcγRIIb e 

FcγRIIc 

Anti-CD64 FITC 10.1 Monócitos FcγRIIIa 

 

2.2 – Frente à estimulação antígeno-específica 

 

2.2.1 – Preparação de antígeno solúvel 

Formas tripomastigotas, obtidas conforme descrito no item 1.1 de material e 

métodos, da cepa CL do T. cruzi previamente estocadas a -70oC foram transferidas 

para o cone de vidro do aparelho Virtex e submetidas a 10 ciclos de 30 rpm feitos 

manualmente. Em seguida este extrato foi transferido para um tubo Falcon de 50mL 

e levado ao nitrogênio líquido por 1 minuto e banho-maria a 37oC por 10 minutos. 

Este procedimento foi realizado 3 vezes. Quando uma alíquota do extrato antigênico 

foi observada em microscópio óptico, a fim de verificar o total rompimento dos 

parasitos e a formação de massa antigênica uniforme. Posteriormente, a massa 

antigênica obtida foi centrifugada a 37.000 x g, 4oC por 70 minutos. O sobrenadante 

obtido foi dialisado e filtrado em membrana 0,22µm. Uma alíquota foi empregada 

para a dosagem de proteínas segundo o método de Lowry (1951), necessária para a 

definição do volume que seria utilizado para estimular as culturas de células. Esta 

etapa foi sob supervisão da pesquisadora Andréa Texeira do Laboratório de 

Imunologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ. 
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2.2.2 – Imunofenotipagem de leucócitos do sangue pe riférico após 

estimulação antígeno específica 

Alíquotas de 500µL de sangue periférico, coletados a vácuo em tubos de 

10mL contendo heparina sódica, foram adicionadas a 2 tubos de polipropileno de 

14mL. Ao tubo 1 foi adicionado 100µL do antígeno solúvel (2mg/mL) proveniente de 

formas tripomastigotas do T. cruzi mais 400µL meio de cultura. Este tubo foi 

incubado por 1 hora em estufa contendo 5% de CO2 a 37oC. Ao tubo controle, 2, foi 

adicionado apenas 500µL de meio de cultura e em seguida foram adicionados 10µL 

de Brefeldina A 1mg/mL (concentração final de 10µg/mL) e as amostras formam 

incubadas por 4 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37oC.  

Em tubos de poliestireno 22x75mm foram adicionados 5µL de cada anticorpo 

monoclonal específico utilizado para identificar as células e os receptores para 

imunoglobulina de interesse (TAB.II). Para cada análise foram utilizados 100µL da 

amostra proveniente da cultura estimulada ou da cultura controle. Após 

homogeneização em vortex, as amostras foram incubadas por 30 minutos, à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após o período de incubação, as amostras 

foram submetidas à lise dos eritrócitos, utilizando 2mL de solução de lise comercial 

diluída 10 vezes em água destilada. Após nova homogeneização em vortex, as 

amostras foram incubadas por 10 minutos à temperatura ambiente e então 

submetidas à centrifugação (400g, 10 minutos a 18oC). O sobrenadante foi 

descartado e as amostras foram lavadas com 2mL de PBS, empregando as mesmas 

condições de centrifugação anteriormente citadas. Em seguida, as amostras foram 

fixadas com 300µL de solução fixadora – MFF. As amostras foram mantidas a 4oC, 

ao abrigo de luz, até o momento da leitura no citômetro de fluxo (FACSCalibur-

Becton Dickinson), utilizando o programa CELLQuestTM. O tempo máximo para 

aquisição dos dados foi inferior à 24hs após a realização dos ensaios. 

 

2.3 – Estratégias de análise da Intensidade Média d e Fluorescência 

Os dados obtidos foram analisados utilizando a estratégia de análise 

semiquantitativa empregando recursos do programa CELLQuestTM. 
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 2.3.1 – Análise da IMF de Fc γγγγR em neutrófilos 

A análise da expressão de FcγR (CD32, CD16) na população de neutrófilos foi 

feita através da análise semiquantitativa por intensidade média de fluorescência. A 

FIG.3 ilustra a seqüência de procedimentos para a análise da expressão de CD32 e 

CD16 em neutrófilos. Após a seleção da região de interesse (R1), baseada em 

aspectos morfométricos, através de gráficos de distribuição puntual de tamanho 

(FSC) versus granulosidade (SSC) (FIG.3A), foram construídos histogramas de 

FL1/CD32 e FL1/CD16 para a identificação da intensidade média de fluorescência 

para cada FcγR analisado na população de neutrófilos (FIG.3B). 
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FIGURA 3 - Seqüência de procedimentos utilizados para a análise por citometria de fluxo da 
intensidade média de fluorescência correspondente à expressão de receptores FcγR (CD32 e CD16) 
na população de neutrófilos. (A) Gráfico de distribuição puntual tamanho (FSC) versus granulosidade 
(SSC) utilizado para seleção da população de interesse, nesse caso neutrófilos-R1. (B) Histograma 
utilizado para quantificar a expressão de FcγR em neutrófilos, através da intensidade média de 
fluorescência da população de distribuição unimodal obtida pelo posicinamento do marcador M1. 
 

 

 2.3.2 – Análise da IMF de Fc γγγγR em monócitos  

A análise da expressão de FcγR (CD64, CD32, CD16) na população de 

monócitos foi feita através da análise semiquantitativa por intensidade média de 

fluorescência. A FIG.4 ilustra a seqüência de procedimentos para a análise da 

expressão de FcγR em monócitos. Após a seleção da região de interesse (R1), 

baseada em aspectos morfométricos e imunofenotípicos, através de gráficos de 

distribuição puntual de FL3/CD14 versus granulosidade (SSC) (FIG.4A), foram 

construídos histogramas de FL1/CD64, FL1/CD32 e FL1/CD16 para a identificação 

da intensidade média de fluorescência para cada FcγR analisado na população de 
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monócitos (FIG.4B). 
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FIGURA 4 - Seqüência de procedimentos utilizados para a análise por citometria de fluxo da 
intensidade média de fluorescência correspondente à expressão de receptores FcγR (CD64, CD32 e 
CD16) na população de monócitos. (A) Gráfico de distribuição puntual FL3/CD14 versus 
granulosidade (SSC) utilizado para seleção da população de interesse, neste caso, células CD14+ de 
granulosidade intermediária, corresponde aos monócitos-R1. (B) Histograma utilizado para quantificar 
a expressão de FcγR em monócitos, através de alterações na intensidade média de fluorescência da 
população de distribuição unimodal obtida pelo posicinamento do marcador M1. 
 

 2.3.3 – Análise da IMF de Fc γγγγR em linfócitos totais 

A análise da expressão de FcγRIII (CD16) na população de linfócitos totais foi 

feita através da análise semiquantitativa por intensidade média de fluorescência. A 

FIG.5 ilustra a seqüência de procedimentos para a análise da expressão de CD16 

em linfócitos totais. Após a seleção da região de interesse (R1), baseada em 

aspectos morfométricos, através de gráficos de distribuição puntual de tamanho 

(FSC) versus granulosidade (SSC) (FIG.5A), foram construídos gráficos de tamanho 

(FSC) versus FL1/CD16 para a identificação da intensidade média de fluorescência 

para o FcγRIII na população de linfócitos (FIG. 5B). 
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FIGURA 5 - Seqüência de procedimentos utilizados para a análise por citometria de fluxo da 
intensidade média de fluorescência correspondente à expressão do receptor FcγRIII (CD16) na 
população de linfócitos totais. (A) Gráfico de distribuição puntual de tamanho (FSC) versus 
granulosidade (SSC) utilizado para seleção da população de interesse, nesse caso linfócitos totais -
R1. (B) Histograma utilizado para quantificar a expressão de FcγR em linfócitos totais, através de 
alterações na intensidade média de fluorescência da população de distribuição unimodal obtida pelo 
posicinamento do marcador M1. 
 

 

 2.3.4 – Análise da IMF de Fc γγγγR em linfócitos B 

A análise da expressão de FcγRII (CD32) na população de linfócitos B foi feita 

através da análise semiquantitativa por intensidade média de fluorescência. A FIG.6 

ilustra a seqüência de procedimentos para a análise da expressão de CD32 em 

linfócitos B. Após a seleção da região de interesse (R1), baseada em aspectos 

morfométricos e imunofenotípicos, através de gráficos de distribuição puntual de 

FL3/CD19 versus granulosidade (SSC) (FIG.6A), foram construídos histogramas de 

FL1/CD32 para a identificação da intensidade média de fluorescência para o FcγRII 

analisado na população de linfócitos B (FIG.6B). 
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FIGURA 6 - Seqüência de procedimentos utilizados para a análise por citometria de fluxo da 
intensidade média de fluorescência correspondente à expressão do receptor FcγRII (CD32) na 
população de linfócitos B. (A) Gráfico de distribuição puntual de FL3/CD19 versus granulosidade 
(SSC) utilizado para seleção da população de interesse, nesse caso linfócitos B -R1. (B) Histograma 
utilizado para quantificar a expressão de FcγRII em linfócitos B, através de alterações na intensidade 
média de fluorescência da população de distribuição unimodal. 
 

2.3.5 – Cálculo da Capacidade Total de Fluorescênci a  

Com o objetivo de avaliar a magnitude da expressão dos receptores Fcγ , 

levando em consideração que existem variações no percentual das diferentes 

populações leucocitárias do sangue periférico, propusemos avaliar a Capacidade 

Total de Fluorescência (CTF), que é o termo usado para descrever a capacidade 

total de fluorescência de uma população de células e resulta da multiplicação da IMF 

de um receptor expresso em uma população pelo percentual desta população celular 

do hemograma (valor relativo). Esta fórmula foi empregada para a cultura controle e 

para cultura estimulada para o cálculo do impacto da estimulação antígeno-

específica. 
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TABELA III 

Modelo para o cálculo da Capacidade Total de Fluorescência (CTF). 

Exemplo do cálculo da CTF 

Número Relativo IMF de CD16 em monócitos x % de mon ócitos do Hemograma 

 97,99 x 4 = 391,96 

 

2.3.6 – Cálculo da razão Cultura estimulada/Cultura  controle 

 A análise do impacto da estimulação antígeno específica foi feita a partir do 

cálculo da razão entre os resultados de CTF obtidos na cultura estimulada pelos 

valores obtidos na cultura controle. 

 

3- Análise estatística 

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos à análise de normalidade de 

distribuição dos valores. Nas amostras com distribuição normal, ou seja, 

paramétricas, foi aplicado o teste de Turkey, empregando o programa Prism 4.0. Já 

para as amostras com distribuição não normal, ou seja, não paramétricas foi aplicado 

o teste de Kruskal-Wallis seguido por Dunn. Análises de correlação entre variáveis 

de distribuição paramétrica ou não paramétrica foram realizaddas pelos testes de 

Pearson ou Spearman, respectivamente. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p≤0.05. Todo o procedimento de análise estatística dos dados 

foi realizado sob a supervisão e orientação da Bioestatística Ana Carolina, consultora 

de estatística do CPqRR/FIOCRUZ. 
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Estudo da reatividade de IgG1 anti-formas tripomast igotas de 

Trypanosoma cruzi  no soro de pacientes portadores das formas clínica s 

indeterminadas e cardíacas da doença de Chagas, atr avés da pesquisa 

de anticorpos por citometria de fluxo  
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Reatividade de anticorpos da classe IgG1 anti-forma s tripomastigotas vivas 

(FC-ALTA) do Trypanosoma cruzi em soros individuais de pacientes 

portadores das formas clínicas indeterminadas e car díacas da doença de 

Chagas 

 
 Para avaliar a reatividade de IgG1 anti-formas tripomastigotas vivas (FC-

ALTA) de T. cruzi no soro, foram realizados ensaios de pesquisas de anticorpos por 

citometria de fluxo através da análise do percentual de parasitos fluorescentes 

positivos (PPFP), segundo proposto por MARTINS-FILHO et al. (1995) e modificado 

por CORDEIRO et al. (2001), como descrito em Materiais e Métodos. 

 A curva de reatividade de IgG1 anti-formas tripomastigotas vivas do T. cruzi foi 

traçada empregando diluições seriadas (1:128 a 1:16.384) dos soros de pacientes 

chagásicos para cada grupo avaliado (NI, IND e CARD). Os resultados da 

reatividade dos soros, expressos como PPFP, estão mostrados na FIG.7. Para 

interpretação dos resultados foi estabelecido um ponto de corte de PPFP igual a 

50% para determinação de alta (PPFP>50%) e baixa (PPFP≤50%) reatividade dos 

soros, como proposto por Vitelli-Avelar et al. (2006). A análise dos dados demonstrou 

que na diluição de 1:4096 havia uma reatividade diferencial entre os pacientes 

chagásicos, permitindo evidenciar dois grupos: pacientes com alta reatividade e 

pacientes com baixa reatividade. Análises subseqüentes, utilizando apenas os 

resultados do soro na diluição de 1:4096, demonstraram que 80% dos pacientes IND 

e 64% dos pacientes do grupo CARD apresentaram alta reatividade (p<0,05) (FIG.8). 

Esses resultados nos permitem afirmar que também na população agora em 

estudo, os níveis de anticorpos anti-formas tripomastigotas vivas do T. cruzi são mais 

elevados nos pacientes assintomáticos. 
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FIGURA 7-Curva de titulação de FC-ALTA IgG1, em PPFP, de soros individuais de pacientes dos 
grupos NI - gráfico A (n=11●), IND - gráfico B (n=5 ) e CARD - gráfico C (n=11 ). Os resultados da 
reatividade dos soros estão expressos como PPFP. Em tracejado, ponto de corte equivalente a PPFP 
50%, conforme descrito em Materiais e Métodos. 
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FIGURA 8 - Reatividade de IgG1 anti-formas tripomastigotas vivas do T. cruzi em soro de pacientes 
chagásicos IND (n=5 ), CARD (n=11 ), na diluição de 1:4096. A reatividade dos anticorpos dos 
indivíduos está expressa como PPFP, conforme descrito em Materiais e Métodos.  
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Estudo da expressão dos receptores Fc γγγγRIII (CD16), FcγγγγRII (CD32) e 
FcγγγγRI (CD64) na superfície de neutrófilos, monócitos e  linfócitos no 
contexto ex-vivo 
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2.1- Estudo da expressão dos receptores Fc γγγγRIII (CD16), FcγγγγRII (CD32) e FcγγγγRI 

(CD64) na superfície de neutrófilos, através da Cap acidade Total de 

Fluorescência (CTF)   

 

Para avaliar a expressão da molécula de CD16, CD32 e CD64 em neutrófilos 

do sangue periférico, foram feitos ensaios utilizando-se anticorpos monoclonais anti-

CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC e foi utilizada a estratégia de 

análise semiquantitativa, como descrito em Materiais e Métodos.  Para avaliar a 

capacidade de ligação da população de neutrófilos circulantes aos anticorpos, 

utilizou-se a CTF obtida a partir dos dados de IMF multiplicada pelo percentual de 

neutrófilos circulantes determinado pelo hemograma. 

Os resultados da expressão da molécula CD16, CD32 e CD64 em neutrófilos 

do sangue periférico dos pacientes portadores das formas clínicas indeterminadas e 

cardíacas da doença de Chagas e de indivíduos não infectados estão representados 

na FIG.9.  

A análise dos dados demonstrou que a expressão de CD16 encontra-se 

diminuída nos pacientes infectados, principalmente no grupo CARD, onde pudemos 

observar diferença significativa quando comparado com grupo NI (FIG.9A). Nenhuma 

diferença estatisticamente significativa foi observada na expressão de CD32 

(FIG.9B) e CD64 (FIG.9C). A comparação entre os grupos de pacientes infectados 

também não mostrou diferença significativa. 
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FIGURA 9 – Expressão, em CTF, das moléculas CD16 (A), CD32 (B) e CD64 (C) em neutrófilos do 
sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas IND e CARD e de indivíduos não 
infectados NI. A expressão das moléculas CD16, CD32 e CD64 foi analisada a partir de ensaios 
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC, 
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estão 
expostos em “box blot”, destacando-se o número mínino, máximo e os quartis da expressão dos 
receptores. A diferença significativa (p<0,05) está identificadas pela letra “a” em comparação com o 
grupo NI. 
 
 

2.2 – Estudo da expressão dos receptores Fc γγγγRIII (CD16), FcγγγγRII (CD32) e FcγγγγRI 

(CD64) na superfície de monócitos, através da Capac idade Total de 

Fluorescência (CTF) 

 

Simultaneamente ao realizado na população de neutrófilos, para avaliar a 

expressão da molécula de CD16, CD32 e CD64 em monócitos do sangue periférico 

foram realizados ensaios de dupla marcação, utilizando anticorpos monoclonais anti-

CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC e anti-CD14 marcados com TC, e 

foi empregada a estratégia de análise da IMF de FcγR em monócitos, como descrito 

em Material e Métodos. A partir dos dados de IMF foi calculada a CTF da população 

monocitíca, através do percentual obtido no hemograma. 

Os resultados da expressão da molécula CD16, CD32 e CD64 em monócitos 
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do sangue periférico dos pacientes portadores das formas clínicas indeterminada e 

cardíaca da doença de Chagas e de indivíduos não infectados estão representados 

na FIG.10. A análise dos dados de CD16 em monócitos demonstrou que, 

semelhantemente ao observado na população neutrofílica, houve queda na 

expressão deste receptor em ambos os grupos infectados, mas com significância no 

grupo CARD comparado a NI (FIG.10A) e nenhuma outra diferença estatisticamente 

significativa foi observada na expressão de CD32 (FIG.10B) e CD64 (FIG.10C). A 

comparação entre os grupos CARD e IND também não mostrou diferença 

significativa. 
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FIGURA 10– Expressão, em CTF, das moléculas CD16 (A), CD32 (B) e CD64 (C) em monócitos do 
sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas IND e CARD de indivíduos não 
infectados NI. A expressão das moléculas CD16, CD32 e CD64 foi analisada a partir de ensaios 
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC e anti-
CD14 marcado com TC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os 
resultados estão expostos em “box blot”, destacando-se o número mínino, máximo e os quartis da 
expressão dos receptores. As diferenças significativas (p<0,05) estão identificadas pela letra “a” em 
comparação com o grupo NI. 
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2.3 – Estudo da expressão dos receptores Fc γγγγRIII (CD16) e FcγγγγRII (CD32) em 

linfócitos, através da Capacidade Total de Fluoresc ência (CTF) 

 

Para avaliar a expressão da molécula CD16 na população de células NK, 

analisou-se a população de linfócitos totais do sangue periférico, uma vez que as 

demais populações linfocitárias não expressam este receptor.  

Para avaliar a expressão da molécula CD32 em linfócitos B do sangue 

periférico, foram realizados ensaios de dupla marcação, utilizando anticorpos 

monoclonais anti-CD19 marcados com TC e anti-CD32 marcados com FITC e foi 

empregada a estratégia de análise da IMF de FcγR em linfócitos B, como descrito 

em Material e Métodos. A partir dos dados de IMF foi calculada a CTF. 

Os resultados da expressão de CD16 em linfócitos totais e CD32 em linfócitos 

B do sangue periférico dos pacientes portadores das formas clínicas indeterminada e 

cardíaca da doença de Chagas e de indivíduos não infectados estão representados 

na FIG. 11. Análise da expressão de CD16 em linfócitos totais (FIG. 11A), não 

demonstrou nenhuma diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

NI, enquanto que os resultados da expressão de CD32 em linfócitos B (FIG. 11B) 

demonstraram maior expressão deste receptor no grupo CARD em relação ao grupo 

IND. A análise entre os grupos também não mostrou diferença significativa. 
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FIGURA 11- Expressão, em CTF, das moléculas CD16 (A) em linfócitos totais e CD32 (B) em 
linfócitos B do sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas IND e CARD e de 
indivíduos não infectados NI. A expressão da molécula CD16 foi analisada a partir de ensaios 
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD16 marcados com FITC, segundo protocolo de 
imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. A expressão da molécula CD32 foi analisada a 
partir de ensaios de dupla marcação, utilizando anticorpos monoclonais anti-CD32 marcados com 
FITC e anti-CD19 marcados com TC, segundo protocolo descrito em Material e Métodos. Os 
resultados estão expostos em “box blot”, destacando-se o número mínino, máximo e os quartis da 
expressão dos receptores.  
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 Estudo do impacto da estimulação antígeno específi ca na expressão dos 

receptores Fc γγγγRIII (CD16), FcγγγγRII (CD32) e FcγγγγRI (CD64) em neutrófilos após 

ensaios de cultura breve in vitro 
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3.1- Impacto da estimulação antígeno específica na expressão dos receptores 

FcγγγγRIII (CD16), FcγγγγRII (CD32) e FcγγγγRI (CD64) em neutrófilos após ensaios de 

cultura breve in vitro  

 

De forma a avaliar o papel de antígenos derivados do T. cruzi na indução de 

queda da expressão de FcγRs, foi mensurado o impacto da estimulação antígeno 

específica na expressão das moléculas CD16, CD32 e CD64 por leucócitos, através 

do cálculo da razão entre os resultados de CTF obtidos na cultura estimulada pelos 

valores obtidos na cultura controle (CE/CC). 

Observou-se que após estímulo antigênico, houve queda na expressão de 

CD16, CD32 e CD64 em neutrófilos em todos os grupos analisados, fazendo com 

que a razão CE/CC fosse inferior a 1. Entretanto, a queda foi maior no grupo CARD, 

onde observou-se diferença significativa em relação ao grupo NI (p<0,05) (FIG.12).  
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FIGURA 12– Razão da CTF da cultura estimulada/CTF da cultura controle na expressão das 
moléculas de CD16 (A), CD32 (B) e CD64 (C) em neutrófilos do sangue periférico de indivíduos 
portadores da doença de Chagas, IND e CARD, e de indivíduos não infectados NI. Foram utilizados 
anticorpos monoclonais anti-CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC, segundo protocolo de 
imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expostos em “box blot”, 
destacando-se o número mínino, máximo e os quartis da expressão dos receptores. A diferença 
significativa (p<0,05) está identificada pela letra “a” em comparação com o grupo NI.                                            
 

 

3.2- Impacto da estimulação antígeno específica na expressão dos receptores 

FcγγγγRIII (CD16), FcγγγγRII (CD32) e FcγγγγRI (CD64) em monócitos após ensaios de 

cultura breve in vitro  

 

Quando avaliamos o impacto da estimulação antígeno-específica na 

expressão da molécula CD16, em monócitos, verificamos que ocorreu queda no 

grupo CARD (CE/CC < 1) e aumento no grupo IND (CE/CC > 1) e a diferença entre 

as duas razões foi significativa. Já, na expressão de CD32, observou-se queda nos 

grupos IND e CARD, mas com significância apenas no grupo CARD, quando 

comparado com o grupo NI. A expressão de CD64 manteve-se inalterada após 

cultura em todos os grupos e, assim, nenhuma diferença estatisticamente 

significativa foi observada (FIG.13).  
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FIGURA 13– Razão da CTF da cultura estimulada/CTF da cultura controle na expressão das 
moléculas de CD16 (A), CD32 (B) e CD64 (C) em monócitos do sangue periférico de indivíduos 
portadores da doença de Chagas, IND e CARD, e de indivíduos não infectados NI. Foram utilizados 
anticorpos monoclonais anti-CD16, anti-CD32 e anti-CD64 marcados com FITC e anti-CD14 
marcados com TC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os 
resultados estão expostos em “box blot”, destacando-se o número mínino, máximo e os quartis da 
expressão dos receptores. As diferenças significativas (p<0,05) estão identificadas pela letra “a” em 
comparação com o grupo NI e pela letra “b” em comparação com o grupo IND. 
  

 
3.3 - Impacto da estimulação antígeno específica na  expressão dos receptores 

FcγγγγRIII (CD16) e FcγγγγRII (CD32) em linfócitos totais e linfócitos B, 

respectivamente, após ensaios de cultura breve in vitro 

 

A razão CE/CC da CTF da molécula CD16 em linfócitos totais e de CD32 em 

linfócitos B do sangue periférico de pacientes portadores da doença de Chagas e de 

indivíduos não infectados está representada na FIG.14. A análise dos dados 

demonstrou que a estimulação antigênica induziu queda na expressão de CD16 em 

linfócitos de todos os grupos de pacientes. Entretanto, observou-se menor razão 

CE/CC de CTF de CD16 no grupo CARD, que apresentou-se significativamente 

menor que aquela do grupo NI. 

Já a análise da expressão de CD32 em linfócitos B, após estimulação 



Expressão de receptores Fcγ em leucócitos do sangue periférico durante a fase crônica da Doença de Chagas 
__________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 44 

antigênica, não demonstrou nenhuma diferença estatística entre os grupos 

avaliados. 
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FIGURA 14- Razão da CTF da cultura estimulada/CTF da cultura controle na expressão das 
moléculas de CD16 (A), em linfócitos totais, e CD32 (B) em linfócitos B do sangue periférico de 
indivíduos portadores da doença de Chagas, IND e CARD, e de indivíduos não infectados NI. Foram 
utilizados anticorpos monoclonais anti-CD16 ou anti-CD32 marcados com FITC e anti-CD19 
marcados com TC, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os 
resultados estão expostos em “box blot”, destacando-se o número mínino, máximo e os quartis da 
expressão dos receptores. As diferenças significativas (p<0,05) estão identificadas pela letra “a” em 
comparação com o grupo NI. 
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Estudo da correlação entre a reatividade de IgG1 an ti-Trypanosoma cruzi  no 

soro de pacientes portadores das formas clínicas in determinadas e cardíacas 

da doença de Chagas e o impacto do estímulo antigên ico na expressão dos 

receptores Fc γγγγRIII (CD16), FcγγγγRII (CD32) e FcγγγγRI (CD64) na superfície de 

neutrófilos, monócitos e linfócitos 
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4.1 - Correlação da expressão de Fc γγγγR em leucócitos circulantes após estímulo 

antigênico com o perfil de imunoglobulinas séricas anti- T. cruzi  

 

Uma vez que confirmamos menor título de anticorpos anti-formas tripomastigotas 

vivas no soro de pacientes do grupo CARD em relação ao grupo IND, procedemos à 

avaliação da correlação entre o nível de anticorpos anti-T. cruzi e a expressão dos FcγRs 

após estímulo antigênico. Para obtermos uma distribuição ampla de reatividade, que 

variasse desde ausência até alta reatividade, analisamos conjuntamente todos os 

indivíduos estudados: NI, IND e CARD. Verificou-se correlação negativa entre a 

reatividade anti-T. cruzi de imunoglobulinas IgG1 séricas, na diluição de 4096, com a 

expressão de CD16 em neutrófilos após cultura na presença de antígenos de T. cruzi 

(CE/CC)(FIG.15).(Pearson: p=0,0016, r= -0,6438).  
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FIGURA 15 - Análise de correlação de Pearson entre os valores de PPFP de IgG1 na diluição 1:4096,  
e a razão CE/CC de CD16 (CTF) em neutrófilos no sangue periférico dos indivíduos não infectados e 
de pacientes portadores das formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença da Chagas. Os 
valores de “r” e “p” estão inseridos na figura. 
 

De forma análoga, a relação CE/CC da expressão de CD32 em neutrófilos 

demonstrou correlação negativa com o nível sérico de IgG1 anti-T. cruzi, na diluição de 

4096 (FIG.16) (Spearman:  p=0,0105, r=-0,5458). 
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FIGURA 16- Análise de correlação de Spearman entre os valores de PPFP de IgG1 na diluição 
1:4096,  e a razão CE/CC de CD32 (CTF) em neutrófilos no sangue periférico dos indivíduos não 
infectados e de pacientes portadores das formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença da 
Chagas. Os valores de “r” e “p” estão inseridos na figura. 
 

Considerando a população de monócitos, foi também observada correlação negativa 

entre a reatividade anti-T. cruzi de IgG1 séricas, na diluição de 4096, com a expressão 

de CD32 (FIG.17)(Pearson: p= 0,0025, r= -0,6382). 

R
az

ão
 C

E
/C

C
 d

a 
C

T
F

 d
e 

C
D

32
 

em
 m

on
óc

ito
s

0 50 100
0

1

2

IgG1 4096

P=0.0025

r=-0.6382

R
az

ão
 C

E
/C

C
 d

a 
C

T
F

 d
e 

C
D

32
 

em
 m

on
óc

ito
s

0 50 100
0

1

2

IgG1 4096

R
az

ão
 C

E
/C

C
 d

a 
C

T
F

 d
e 

C
D

32
 

em
 m

on
óc

ito
s

0 50 100
0

1

2

IgG1 4096

P=0.0025

r=-0.6382

 
FIGURA 17- Análise de correlação de Pearson entre os valores de PPFP de IgG1 na diluição 1:4096,  
e a razão CE/CC de CD32 (CTF) em monócitos no sangue periférico dos indivíduos não infectados e 
de pacientes portadores das formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença da Chagas. Os 
valores de “r” e “p” estão inseridos na figura 
. 

Quando avaliou-se a população linfocitária, verificou-se também correlação negativa 

entre o nível sérico de IgG1, na diluição de 4096, com a expressão de CD16 em 

linfócitos totais (FIG.18)(Spearman: p=0,0047, r= -0,5798).  
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FIGURA 18 - Análise de correlação de Spearman entre os valores de PPFP de IgG1 na diluição 
1:4096, e a razão CE/CC de CD16 (CTF) em linfócitos totais no sangue periférico dos indivíduos não 
infectados e de pacientes portadores das formas clínicas indeterminados e cardíacos da doença da 
Chagas. Os valores de “r” e “p” estão inseridos na figura 
. 
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SÍNTESE DOS RESULTADOS 

 

Com base nos dados obtidos foram desenvolvidas figuras que resumem os 

resultados significativos para expressão dos FcγRs no contexto ex-vivo e após estimulação 

antígeno específica in vitro (FIG.19) e os resultados de correlação entre o nível de anticorpos 

IgG1 anti-T. cruzi  e a expressão dos FcγRs(FIG.20) . 
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FIGURA 19 – Variação na expressão de FcγRs no contexto ex-vivo e após estimulação antigênica: 
CTF em análise ex-vivo e razão CE/CC de CTF. A orientação das setas representa diminuição 
estatisticamente significativa de um dos parâmetros em relação aos grupos NI e IND, indicados pelas 
letras “a”, “b”, respectivamente. 
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FIGURA 20 - Correlação entre os valores de PPFP de IgG1 na diluição 1:4096, e a razão CE/CC de 
CTF de FcγRs em neutrófilos, monócitos e linfócitos totais no sangue periférico dos indivíduos não 
infectados e de pacientes portadores das formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença da 
Chagas.  
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Diversos estudos que avaliam os mecanismos imunológicos associados à 

manifestação de diferentes formas clínicas da doença de Chagas têm sugerido a 

ocorrência de eventos multifatorais associados à combinação de múltiplos 

parâmetros imunológicos, dando suporte à hipótese de que mecanismos complexos 

estão envolvidos na patogenia chagásica. Embora muitos dos elementos envolvidos 

no desenvolvimento das diferentes formas clínicas já tenham sido descritos, estudos 

adicionais fazem-se ainda necessários para melhor compreensão da dinâmica desse 

processo. O estudo da participação de diferentes populações celulares nos eventos 

protetores e os processos patogênicos da doença chama a atenção para o 

envolvimento tanto da resposta imune celular como da humoral (TALVANI,et 

al.,2004;GOMES, et al. 2005;  

Considerando os aspectos gerais da imunidade humoral, é sabido que a 

ligação das imunoglobulinas aos antígenos é capaz de desencadear a neutralização 

de toxinas de patógenos, facilitar a ingestão por células fagocíticas (opsonização), 

reparar e ativar moléculas do sistema de complemento e ainda, desencadear a 

citotoxidade celular mediada por anticorpos. Fagócitos são ativados por 

imunoglobulina G, principalmente IgG1 e IgG3, e a ativação destes pode tanto inibir 

a resposta inflamatória quanto causar dano tecidual. As imunoglobulinas específicas, 

juntamente com os FcγRs proporcionam às células acessórias, neutrófilos e 

monócitos, habilidade para remover patógenos e seus produtos do ambiente 

extracelular por fagocitose, endocitose de imunocomplexos, liberação de mediadores 

inflamatórios, ADCC e apresentação de antígenos.  

Em se tratando da doença de Chagas, estudos anteriores haviam 

demonstrado a presença de altos títulos de IgG1 anti-formas tripomastigotas vivas 

em pacientes portadores da forma indeterminada quando comparados com 

indivíduos portadores da forma clínica cardíaca (CORDEIRO et al., 2001). No 

presente estudo, a análise dos dados demonstroram que, na diluição de 1:4096, 

pacientes da forma indeterminada também apresentavam alta reatividade, 

reforçando a hipótese de que a maior concentração de anticorpos líticos estaria 

relacionada com melhor evolução da infecção. Nos pacientes da forma cardíaca, 

observou-se dois perfis de reatividade, permitindo evidenciar dois grupos: pacientes 

com alta reatividade e pacientes com baixa reatividade. É possível que aqueles 

pacientes com maior concentração de anticorpos sejam portadores de formas 
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cardíacas menos graves, entretanto, por limitações na propedêutica empregada na 

classificação dos pacientes, não foi possível esclarecer tal hipótese. 

Se considerarmos os níveis elevados de anticorpos específicos para o T.cruzi, 

como benéficos para o indivído infectado, podemos propor que uma elevada 

atividade citotóxica mediada por anticorpos (ADCC) poderia ser fundamental no 

controle da parasitemia e consequentemente numa menor intensidade do processo 

patológico, no foco inflamatório tecidual. Assim, além do papel protetor dos 

anticorpos líticos previamente descrito (KRETTLI & BRENER, 1982), uma maior 

interação das células NK com alvos revestidos por anticorpos, predominantemente 

IgG1, poderia ser um mecanismo importante no controle da morbidade da infecção 

crônica pelo T. cruzi. Apesar dos nossos resultados não terem demonstrado 

nenhuma diferença significativa em células NK. 

Estudos prévios (LAGUNES et al., 1989, VELGE et al., 1991) relatam a 

importância dos mecanismos de ADCC na infecção chagásica.  Embora eventos de 

ADCC, no contexto da doença de Chagas tenham sido investigados por diversos 

autores, os resultados desses estudos são ainda controversos no que se refere à 

natureza protetora ou indutora de patologia. Dentro desta linha, alguns estudos 

focalizaram a atenção aos eventos de ADCC, associados à imunopatologia da 

infecção, através de mecanismos de dano causado a cardiomiócitos in vitro, por 

linfócitos de hospedeiros não infectados (VELGE et al., 1991). Outros estudos 

relatam a importância de ADCC nos eventos de dano tecidual, sugerindo sua 

participação em eventos de auto-imunidade na doença de Chagas (BRAUN & 

TITTO, 1985).  

No entanto, outros investigadores relatam que os anticorpos, principalmente 

os AL, são importantes na indução de ADCC anti-formas tripomastigotas do T. cruzi, 

e defendem a hipótese do papel protetor desse mecanismo mediado por linfócitos 

(LIMA-MARTINS et al., 1985). Devido à complexidade e ao caráter contraditório 

desses achados, torna-se difícil estabelecer o papel da ADCC no contexto da 

infecção pelo T. cruzi. Acreditamos que mecanismos múltiplos de ADCC possam 

estar atuando de forma diferenciada, acoplando eventos protetores ou indutores de 

danos teciduais, envolvendo diferentes anticorpos, bem como diferentes tipos 

celulares. Entretanto acreditamos que o papel de NK na infecção chagásica crônica 



Expressão de receptores Fcγ em leucócitos do sangue periférico durante a fase crônica da Doença de Chagas 
__________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 54 

esteja predominantemente associado a eventos protetores, especialmente na fase 

aguda da infecção, quando ocorrem as maiores parasitemias. 

Outros estudos relatam que, dentre os leucócitos circulantes, a principal 

fração responsável pela ADCC seriam os polimorfonucleares (OLABUENAGA et al., 

1979). Ressalta-se que, em nosso estudo, entre todos os FcγRs, o CD16 em 

neutrófilos foi o que apresentou maior redução de expressão. Ademais, é possível 

que também a fagocitose possa estar compometida. É descrito que CD16, o mais 

abundante receptor de IgG na superfície dos neutrófilos, não medeia diretamente a 

fagocitose, mas coopera na função fagocítica mediada pelo FcγRIIa (SALMON et al, 

1991) .  

Esses resultados nos incitaram a pesquisar o impacto da estimulação 

antígeno específica na expressão destes receptores. 

A estimulação antígeno específica, em cultura de células de sangue total de 

curta duração, compreende uma interessante estratégia experimental que, ao 

favorecer o contato de diferentes populações celulares com antígenos solúveis da 

forma tripomastigota do T. cruzi, de certa forma mimetiza o tecido infectado onde 

observa-se maior concentração de antígenos parasitários. Através desse ensaio, 

observamos uma deficiência seletiva na expressão de receptores de IgG em 

populações da imunidade inata (neutrófilos, monócitos e linfócitos NK) em pacientes 

portadores da doença de Chagas, especialmente naqueles da forma cardíaca. 

 Esses dados estão de acordo com observações anteriores de Silva (1999) 

sobre a habilidade do antígeno de T. cruzi em modular a expressão de FcγRIII na 

superfície de células NK e neutrófilos, em ensaios de cultura in vitro. Esse autor 

propõe que esse efeito seja mediado pela capacidade do antígeno do T. cruzi de 

clivar a porção “Ig-like” dos receptores de IgG (característica intrínseca da 

superfamília de FcγR) por meio da ação da cruzipaína expressa pelo parasito.  

A cruzipaína é a cisteína proteinase majoritária do T. cruzi, sendo essa um 

fator de virulência do parasita importante na interação parasito-hospedeiro, essencial 

para a invasão e o crescimento intracellular do parasita (SCHARFSTEIN et al., 2000; 

APARICIO et al., 2004). É uma enzima do tipo catepsina L/B da família da papaína, 

secretada na forma ativa para o meio extracelular e abundantemente expressa em 

todas as fases do ciclo de vida do parasita. Além de gerar peptídeos que estimulam 

a internalização de tripomastigotas por células cardiovasculares, a atividade 
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enzimática da cruzipaína é essencial para o desenvolvimento e diferenciação de 

amastigotas intracelulares. Estudos recentes indicam que a cruzipaína gera 

peptídeos pró-inflamatórios nos sítios de infecção, alertando as células sentinelas do 

sistema imune inato sobre a presença de tripomastigotas no tecido intersticial 

(SCHARFSTEIN et al, 2007).  

Cazzulo e coladoradores em 1997 determinaram a sequência de 130 ácidos 

aminados do domínio C-terminal da cruzipaína. Contendo vários sítios preditivos de 

N/O-glicosilação, esta extensão C-terminal une-se ao domínio catalítico (central) 

através de uma sequência (tipo-dobradiço) rica em treonina e prolinas. O 

sequenciamento completo de clone de DNA genômico mostrou que a cruzipaína é 

um polipeptídeo de cadeia única sintetizada como uma pre-pro-enzima. A região 

PRE é composta por um peptídeo hidrofóbico capaz de direcionar a molécula para o 

retículo endoplasmático. Tal como ocorre com outros membros da superfamília 

papaína, o segmento PRO-peptídico é fundamental para o processo de 

enovelamento da proteína precursora. Além disso, segmento PRO liga-se ao 

domínio catalítico de diversas enzimas da família papaína, obstruindo o acesso de 

substratos ao seu interior da fenda catalítica. Estudos com pacientes indicaram que 

os epitopos reconhecidos pelas células T concentram-se no domínio central 

(catalítico), enquanto que os epitopos reconhecidos por anticorpos IgG humanos se 

concentram no domínio C-terminal (FONSECA et al. , 2005). Dessa forma, a ligação 

de anticorpos à cruzipaína é capaz de manter a função catalítica da proteinase. 

É sabido que o processo de interaçao do T.cruzi com a célula hospedeira é 

um processo de interação entre ligante-receptor. Possivelmente, logo após a adesão 

ocorrem modificações nas membranas do parasita e da célula hospedeira. Tem sido 

sugerido que as proteases do parasita estejam envolvidas no processo. Estudos 

demonstraram que a inibição de proteinases, como a cruzipaína, por inibidores 

específicos reduz significantemente o processo de invasão da célula hospedeira pela 

forma tripomastigota (ARAÚJO-JORGE,1989). Ainda, incubação de formas 

tripomastigotas na presença da porção Fab de imunoglobulina G que reconhece a 

cruzipaína inibe a infecção de macrófagos (SOUTO-PADRON et al.,1990). Esse 

últimos achados também reforçam o papel de anticorpos anti-formas tripomastigotas 

como fator de proteção de uma infecção grave, seja intensificando a lise das formas 

parasitárias através da ADCC, seja dificultando a invasão celular por bloqueio de 
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proteases. 

Outro mecanismo que poderia explicar a redução da expressão de FcγRs 

diante da presença de antígenos do T. cruzi, seria a ligação do imunocomplexo aos 

receptores de IgG que poderia induzir a internalização do complexo ligante/receptor.  

Estudos prévios demonstram que o FcγRI é essencial no reconhecimento e 

apresentação de antígenos através da internalização de antígenos complexados por 

IgG in vitro (GOSSELIN et al.,1992). Além da ativação celular, os FcγR que contém 

ITAM induzem a internalização dos seus ligantes, que podem ser imunocomplexos 

solúveis, os quais são endocitados por todos os tipos celulares, ou podem ser 

imunocomplexos particulados, internalizados somente por células fagocíticas 

(DAERON M, 1997). Observa-se ainda que o FcγRIIa é o principal receptor fagocítico 

expresso em polimorfonucleares e são capazes de induzir internalização de 

imunocomplexos, degranulação e liberação de mediadores inflamatórios 

(STEFANESCU et al., 2004). 

Em diversas situações clínicas, investigações abordando o papel de FcγRs já 

foram realizadas. Na sua grande maioria, os estudos apontam para uma maior 

expressão de FcγRs na presença de infecções. 

Alguns autores propõem a análise da expressão de CD64 (FcγRI) em 

neutrófilos e monócitos como teste diagnóstico auxiliar para avaliação de infecções 

bacterianas e sepsis (NUUTILA et al., 2007). Observa-se ainda que uma defesa 

eficiente do hospedeiro contra Streptococcus pneumoniae depende da fagocitose 

mediada por imunoglobulina G de bactérias e o polimorfismo de CD32 (FcγRIIa) 

determina a capacidade fagocítica (YUAN et al., 2003). Segundo Castelli (2004), 

infecções virais provocadas pelo adenovírus e pelo vírus Epstein–Barr também 

induzem aumento da expressão de CD64 em neutrófilos.  

Também o receptor CD16 (FcγRIIIa) em monócitos tem se mostrado 

aumentado em diferentes condições patológicas como: câncer, sepsis, asma, 

infecção pelo HIV e progressão da AIDS (ZIEGLER-HEITBROCK, 1996). 

Interessantemente, na leishmaniose cutânea, já foi relatado aumento da expressão 

deste receptor em monócitos, diretamente proporcional ao tamanho da lesão 

(SOARES et al., 2006).  

Considerando as doenças auto-imunes, a ativação de receptores Fcγ parece 

apresentar um papel importante na reação inflamatória na artrite reumatóide. 
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Estudos sugerem que o balanço entre as funções inibitórias, exercidas pelo FcγRIIb, 

e as ativadoras, exercidas pelos FcγRs do tipo I, IIa, and IIIa, determina a magnitude 

da resposta celular durante o curso da doença (MAGNUSSON et al., 2007).  Estudo 

recente demonstrou que a inibição de TNF-α é capaz de reduzir o processo 

inflamatório em pacientes com artrite reumatóide, uma vez que essa citocina 

exacerba a expressão de FcγRIIa em neutrófilos e amplifica a ativação de neutrófilos 

induzida por imunocomplexos (BELOSTOCKI et al., 2008). Tais achados colaboram 

para explicar o benefício clínico obtido em pacientes com artrite reumatóide em uso 

de inibidores de TNF-α, como o infliximab. 

Considerando nosso estudo presente, embora aspectos funcionais celulares 

não tenham sido focalizados, nossos dados confirmam a existência de menor 

expressão de FcγR em pacientes portadores da forma clínica mais grave da doença 

de Chagas e apontam para o papel de antígenos derivados do T. cruzi na modulação 

da expressão dos receptores. A associação destes achados com o encontro de 

menores títulos de anticorpos anti-formas tripomastigotas vivas nos pacientes 

cardiopatas sinaliza que a morbidade na doença de Chagas esteja relacionada com 

uma menor capacidade de clareamento parasitário via ADCC e conseqüente maior 

parasitemia. 
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