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AUTOANTICORPOS CONTRA CÉLULAS APOPTÓTICAS MODULAM O 

CRESCIMENTO DO Trypanosoma cruzi EM MACRÓFAGOS 
 

Orientador: George Alexandre dos Reis 
Aluna: Geisy Monteiro de Almeida 
 
A produção de Autoanticorpos é induzida no curso da doença de Chagas. Células apoptóticas 

podem ser um alvo potencial para esses autoanticorpos, desde que a apoptose de linfócitos é 

freqüente no curso da infecção pelo T. cruzi. A co-cultura de macrófagos de BALB com linfócitos 

singenicos apoptóticos aumentou marcadamente a replicação do T. cruzi. Quando células 

apoptóticas foram pré-incubadas com soro crônico chagásico, a replicação do T. cruzi foi 

reduzida, concomitante com um aumento na produção de TNF-α, e redução na produção de TGF-

β. Desta forma, resolvemos investigar a presença de autoanticorpos contra células apoptóticas na 

infecção pelo T. cruzi, e seu papel na replicação do parasita. A infecção induziu a produção de 

autoanticorpos IgM e IgG reativos com linfócitos apoptóticos. A IgG purificada do soro de 

camundongo cronicamente infectado com T. cruzi, mas não de camundongo normal, opsonizou os 

linfócitos apoptóticos para a fagocitose. A interação com linfócitos apoptóticos opsonizados 

aumentou a produção de TNF-α, e reduziu a secreção de TGF-β1 por macrófagos infectados, e 

levou ao controle da replicação do parasita de maneira dependente do TNF-α.  O efeito protetor 

da IgG chagásica depende  dos receptors Fcγ, já que  para o controle da replicação do parasita é 

requerida a porção Fc da IgG intacta, e  pode ser abolida pelo fragmento Fab do anti-CD16/CD32. 

Esses resultados indicam que anticorpos contra células apoptóticas que são produzidos durante a 

infecção pelo T. cruzi  podem ter um papel protetor no controle da replicação do parasita por 

macrófagos. 

 

Palavras Chaves: Trypanosoma cruzi, doença Chagas, Macrófagos, Linfócitos, Apoptose, 

Fagocitose, TGF-beta, TNF-alfa, Autoanticorpos, Receptores Fc 

  

Rio de Janeiro 
2007 

 



Autoanticorpos contra células apoptoticas modulam 

o crescimento do Trypanosoma cruzi em macrófagos. 
5 

AUTOANTIBODIES TARGET APOPTOTIC CELLS MODULATE Trypanosoma cruzi 
GROWTH IN MACROPHAGES  

 
Orientador: George Alexandre dos Reis 
Aluna: Geisy Monteiro de Almeida 
 

 
Autoantibody production is induced in the course of Chagas disease. Apoptotic cells could be a 

potential target for such autoantibodies, since lymphocyte apoptosis is frequent in the course of T. 

cruzi infection. Co-culture of BALB macrophages with syngenic apoptotic lymphocytes markedly 

enhances T. cruzi replication. When apoptotic cells are pre-incubated with chronic chagasic 

serum, T. cruzi replication within macrophages is reduced, concomitant with an increase in TNF-α 

production, and a reduction in TGF-β production. We investigated the presence of autoantibodies 

against apoptotic lymphocytes in T. cruzi infection, and a role in parasite replication. Infection 

induced IgM and IgG antibodies reactive with apoptotic lymphocytes. Purified IgG from mice 

chronically infected with T. cruzi, but not from normal mice, opsonized lymphocytes for 

phagocytosis. Interaction with opsonized lymphocytes increased production of TNF-α, but 

reduced production of TGF-β1 by infected macrophages, and led to TNF-α dependent control of 

parasite replication. The protective effect of chagasic IgG depended on Fcγ Receptors, since 

control of parasite replication required an intact IgG Fc portion, and could be abrogated by an 

anti-CD16/CD32 Fab fragment. These results indicated that antibodies raised against apoptotic 

cells during T. cruzi infection could play a protective role in control of parasite replication by 

macrophages. 

 

Keywords:   Trypanosoma cruzi, Chagas disease, Macrophage, Lymphocytes, Apoptosis, 

Phagocytosis,  TGF-beta, TNF-alpha, Autoantibodies, Fc receptors 
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1. Introdução 

 

1.1  Apoptose: 

 

A apoptose ou morte celular programada é um fenômeno fisiológica essencial para 

o desenvolvimento e homeostase de organismos multicelulares (PASCAL et al, 2000). Ela 

representa um processo dependente de energia, e finamente regulado, que ocorre tanto em 

tecidos normais como em patológicos. É um processo crítico para remodelagem tecidual, 

regulação da resposta imune ou resolução da inflamação. (REINHARD et al, 1997; 

GREENBERG et al.,2006). A apoptose pode ser iniciada por vários sinais externos ou 

internos e executada através de várias vias de sinalização interelacionadas 

 A apoptose é caracterizada por uma seqüência de alterações morfológicas e 

bioquímicas, tais como condensação da cromatina nuclear, perda de volume celular, 

modificações estruturais e funcionais na membrana plasmática, degradação do citoesqueleto, 

culminando na fragmentação celular em corpos apoptóticos (vesículas contendo restos 

celulares). A nível molecular a maquinaria de morte forma uma complexa cascata de eventos 

ordenados que são controlados pela expressão regulada de genes e proteínas associadas a 

apoptose (KERR et al.,1972). No que se refere aos complexos mecanismos bioquímicos que 

regulam o processo de morte celular por apoptose, nos últimos anos, vários trabalhos ajudaram 

a elucidar alguns destes mecanismos. Moléculas como proteases, quinases, moléculas 

adaptadoras, fatores de transição, entre outros, estão envolvidos neste processo. A maioria dos 

componentes da maquinaria de indução e/ou inibição da apoptose é produzido 
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constitutivamente em suas formas inativas e ativam-se ou são rapidamente ativadas quando o 

processo apoptótico tem início (revisto por AMARANTE-MENDES & GREEN, 1999). 

Muitos estudos têm indicado que o componente central da maquinaria implicada na 

indução da apoptose é constituído por um conjunto de cisteínas proteases denominadas 

caspases por sua capacidade de reconhecer e clivar seletivamente após resíduos de ácido 

aspártico (MARTIN & GREEN, 1995; COHEN, 1997). As Caspases são expressas como pró-

enzimas inativas (zimógenos) em células vivas e tornam-se ativas por processamento 

proteolítico quando as células recebem um sinal indutor de apoptose (NICHOLSON & 

THORNBERRY, 1997; HENGARTNER, M.O., 2000; PHILCHENKOV, A., 2004). 

Baseada na sua função pro-apoptótica as caspases têm sido divididas em dois grupos: 

Iniciadoras (caspases-2, -8, -9, -10 e provavelmente -11) e efetoras (caspases -3, -6 e -7) que 

são ativadas pelo primeiro grupo. (revisto por JOHNSON, D. E., 2000). As caspases efetoras 

são capazes de degradar diretamente múltiplos substratos incluindo proteínas estruturais e 

regulatórias no núcleo, citoplasma e citoesqueleto celular. 

 As caspases são conhecidas por clivarem numerosas proteínas celulares 

específicas, incluindo proteínas estruturais e regulatórias cuja degradação leva a mudanças 

morfológicas que caracterizam a morte celular por apoptose (SLEE et al, 1999). Como 

exemplo podemos citar a clivagem da lâmina nuclear, uma estrutura rígida formada por 

polímeros de laminina, importante para sustentação da membrana nuclear e que está implicada 

na organização da cromatina. Durante o processo apoptótico, a laminina é clivada por 

caspases, levando ao colapso da lâmina nuclear e contribuindo para a condensação da 

cromatina nuclear (TAKAHASHI et al, 1996; BUENDIA et al, 1999). As caspases também 

participam, indiretamente, da reorganização da estrutura do citoesqueleto, degradando 

proteínas tais como gelsolina levando ao “blebbing” da membrana (KOTHAKOTA et al, 
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1997). Uma das funções mais importantes das caspases é a de promover a clivagem do 

complexo inativo ICAD (que está no citoplasma), liberando o CAD (Caspase-Activated 

Deoxyribonuclease) que promove a fragmentação do DNA (NAGATA, S. 2000).   

 Duas vias de ativação de caspases durante a apoptose tem sido descrita: a primeira 

via envolve a apoptose mediada por receptores de morte como Fas ou receptores TNF 

(NAGATA, S. 1997). Ao menos oito membros da família de receptores de morte tem sido 

identificado em humanos: TNF-R1, Fas (Apo-1, CD95), DR-3 (Apo-3, WSL-1, TRAMP), 

DR-4 (TRAIL-R1), DR-5 (TRAIL-R2), DR-6, EDA-R (“Ectodermal dysplasia receptor”) e 

NGF-R (FRENCH, L.E. & TSCHOPP, J., 2003). Todos os receptores indutores de morte 

possuem o domínio de morte DD em suas teias citoplasmáticas, que consiste numa conservada 

região de cerca de 80 aminoácidos. Essa estrutura é crítica para o engajamento de moléculas 

da cascata apoptótica.   

Em adição aos receptores de morte da família TNF, estudos recentes sugerem que outros 

antígenos da superfície celular possam estar envolvidos na sinalização apoptótica do Sistema 

Imune. Novos dados sobre a família de Imunoglobulinas implicam o membro CD47 com um 

papel funcional na regulação do crescimento de linfócitos e sugere que esse antígeno medeie 

morte celular pela ativação de uma forma de apoptose não clássica independente de caspases. 

(PETTERSEN, 2000). 

A molécula Fas é um membro bem caracterizado da família de receptores de morte. O 

Fas ligante ao se ligar ao Fas inicia a trimerização do receptor, permitindo o recrutamento da 

molécula adaptadora FADD/Mort1 (para Fas-associated death domain protein) (BOLDIN et 

al, 1995; CHIMNAIYAN et al, 1996; HENGARTNER, 2000; KRAMMER, 2000), seguindo a 

ligação e autoativação da pro-caspase-8 ocorre a formação do complexo multiprotéico DISC 

(“Death Inducing Sinaling Complex”), que é essencial para a iniciação da cascata apoptótica 
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(BOLDIN et al, 1996; YANG et al, 1998; HENGARTNER, M.O., 2000). Após a ativação da 

caspase-8 inicia-se a indução da cascata de caspases, a ativação das caspases executa o 

processo de apoptose por clivarem vários substratos intracelulares, levando a fragmentação do 

DNA genômico, formação do “blebbing” de membrana, e a exposição de moléculas 

sinalizadoras de fagocitose na superfície da célula.  (STENNICKE et al, 1998; SHARMA, et 

al. 2000). A ativação da caspase-8 pode ser bloqueada pelo recrutamento do homólogo cFLIP 

(HENGARTNER, M.O., 2000). No que se refere ao TNFR1, este, via seu domínio de morte se 

liga ao TRADD (TNF Receptor 1-associated death domain) que é um mediador da interação 

do TNFR1 com o FADD (CHINNAYAN et al., 1996).  

 Alternativamente a cascata de caspases pode ser iniciada de uma forma 

independente de receptores, por uma variedade de estímulos, incluindo agentes 

quimioterápicos. 

Sinais pro-apoptóticos podem ser originados no núcleo, bem como em várias outras 

organelas celulares como a mitocôndria, retículo endoplasmático (ER), lisossoma e o 

complexo de Golgi (FERRI, K. F & KROEMER, G., 2001). Muitos estímulos apoptóticos 

induzido por stress metabólico em organelas celulares convergem na via de morte 

mitocondrial. Nesta via é descrito um mecanismo complexo de ativação da caspase-9, onde 

diversos sinais pro-apoptóticos convergem a nível mitocondrial provocando a translocação do 

citocromo C da mitocôndria para o citoplasma, o efluxo do citocromo C é o evento chave na 

ativação da via intrínseca. Não está claro exatamente como o citocromo C atravessa a 

membrana mitocondrial, mas sabe-se que a família Bcl-2 está envolvida nesse processo 

(ADAMS & CORY, 1998; GROSS et al, 1999; ANTONSSON & MARTINOU, 2000). Essa 

família de proteínas é o principal regulador desta via. A razão entre membros anti-apoptóticos 

e pró-apoptóticos determina a morte ou sobrevivência da célula (KROEMER, 2001; CORY et 
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al., 2003). Além disso, estudos demonstraram que as caspases induzem a liberação do 

citocromo C da mitocôndria por ativar fatores citosólicos. (GREEN) e colaboradores 

mostraram que quando células Jurkat foram submetidas a apoptose via receptor Fas o 

citocromo C foi liberado da mitocôndria, um evento que foi prevenido pelo inibidor de caspase 

ZVAD-fmk (WETZEL & GREEN, 1999).  Uma vez no citoplasma, o citocromo C se liga ao 

Apaf-1 um cofator homólogo do CED-4 (proteína codificada pelo gene ced-4, requerido para 

regulação, execução e resolução da apoptose) (PASCAL et al, 2000) em mamíferos que 

permite o recrutamento da pro-caspase-9. O Apaf-1 (Apoptosis Activating Factor-1) foi 

identificado como uma das proteínas requeridas para ativação da caspase 9 (ZHOU et al, 

1997). O complexo Apaf-1/caspase-9 é atualmente considerado a verdadeira forma ativa da 

caspase-9. A interação do citocromo C com a proteína adaptadora Apaf-1 e com a pro-

caspase-9 leva a ativação da caspase-9 e indução do sinal de morte (ZHOU et al, 1999; CAIN 

et al, 2000). 

 Na via mitocondrial, o complexo formado pelo citocromo C, Apaf-1 e caspase-9 é 

conhecido como apoptossoma que é um ativador da caspase efetora (CAIN et al, 1999). AIF 

(Apoptosis Inducing Factor) inicia a apoptose pela ativação da Caspase-3 (SUSIN et al, 1999).  

As vias de receptores de morte e mitocondrial convergem na ativação da caspase-3 que é 

antagonizada pela proteína IAP (para Inhibitor of Apoptosis Proteins), que por sua vez são 

antagonizadas pelo smac/diablo e Omi/HtrA2 (proteína liberada da mitocôndria. 

(VERHAGEN et al, 2000; SAELENS, et al., 2004). O aumento na expressão de smac ou 

Omi/HtrA2 em células eleva sua sensibilidade para a indução de apoptose por radiação 

ultravioleta (MARTINS L.M., et al., 2002; JIA, L., et al., 2003). Após a ativação da caspase-3 

o programa apoptótico culmina na eliminação da célula. A integração entre a via de receptores 

de morte e a mitocondrial é promovida pelo Bid, um membro pro-apopótico da família Bcl-2. 
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A caspase-8 medeia a clivagem do Bid aumentando sua atividade pro-morte resultando na sua 

translocação para a mitocôndria, onde ele promove a saída do citocromo C (HENGARTNER, 

M.O., 2000).  

 Embora muitas das proteínas apoptóticas chaves tenham sido identificadas, os 

mecanismos moleculares de ação ou ativação das mesmas ainda permanecem obscuros sob 

alguns aspectos. A morte celular programada ou apoptose continuará sendo um campo de 

interesse para pesquisas futuras. 

 

 1.2 Eliminação das células apoptóticas: natureza dos receptores, reconhecimento, e 

conseqüências funcionais. 

 

O reconhecimento e captura de células apopóticas é o evento final no programa de 

deleção celular (BOTTO et al, 2000). As células apoptóticas expressam alterações na 

superfície celular que são reconhecidas por receptores de fagócitos que detectam cada 

mudança na superfície e medeiam à interiorização dessas células (FADOK et al, 2000). 

 A remoção ocorre antes da lise, o que previne a liberação de conteúdos 

intracelulares tóxicos e imunogênicos das células apoptóticas para o tecido (FADOK et al, 

1998a). 

 Através da indução e liberação de mediadores como TGF-β, IL-10, Prostaglandina 

E2 (PGE2) além de outros, a eliminação de células apoptóticas não é capaz de iniciar uma 

resposta imune (HENSON et al, 2001; FADOK & CHIMINI, 2001). Assim a fagocitose de 

células apoptóticas não é meramente um processo silencioso para a inflamação e imunidade, 

mas sim um processo antiinflamatório ativo (FADOK & CHIMINI, 2001). 
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 Os mecanismos pelos quais as células apoptóticas podem ser reconhecidas e 

removidas têm sido objeto de grande interesse nos últimos anos. Vários receptores envolvidos 

no reconhecimento das células apoptóticas foram identificados e caracterizados. A eliminação 

das células apoptóticas é um processo complexo que envolve, não apenas um receptor, mas 

várias moléculas receptoras presentes nos fagócitos que cooperam para a completa ingestão.  

Existem alterações já bem caracterizadas na superfície da célula apoptótica como a 

exposição da fosfatidilserina (PtdSer), que ocorre devido à perda da assimetria dos 

fosfolipídios da membrana plasmática (FADOK et al, 1992), ou ainda mudanças nos açúcares 

de superfície que são detectados por lectinas (atividade “lectin-like”) nos fagócitos (SAVILL 

& FADOK 2000). Já outros sinais são menos definidos, como os sítios que ligam moléculas 

presentes nos fluídos extracelulares, incluindo o C1q o primeiro componente do complemento, 

cujo papel tem sido confirmado em estudos demonstrando a eliminação deficiente de células 

apoptóticas em camundongos mutantes com falta da molécula C1q (SAVILL & FADOK 

2000; BOTTO, M. & WALPORT, 2002). O papel de outros componentes da cascata do 

complemento iC3b, da proteína β2 glicoproteína I (β2GPI) e da trombospondina ainda 

precisam ser mais esclarecidos. Também o receptor de vitronectina (αVβ3 integrina) que 

coopera com o CD36 na ligação da trombospondina na superfície das células apoptóticas atua 

no reconhecimento de células apoptótica por fagócitos (FREIRE-DE-LIMA, et al. 2000). 

 Muitos dos receptores de macrófagos que contribuem para o reconhecimento de 

células apoptóticas têm papel crítico na imunidade inata. Esses incluem certas lectinas e 

integrinas, receptores ”scavenger” classe A e classe B (PLATT & GORDON, 2001; SAVIL et 

al., 2002), receptores para LDL oxidado, incluindo CD68 e LOX-1 (Lectin-like Oxidized LDL 
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receptor-1), alguns dos receptores para complemento e o receptor de endotoxina CD14. 

(SAVILL & FADOK, 2000). 

 Esses receptores, quando participam da interiorização de microrganismos ou seus 

produtos, levam a ativação às células e conseqüente inflamação. Em contraste, a captura de 

células apoptóticas é geralmente não inflamatória evitando a ativação de uma resposta imune 

adquirida (FADOK & CHIMIM,G, 2001; SAVILL, 2002). 

 

Natureza dos receptores: 

 

Como mencionado anteriormente, durante a apoptose, ocorre uma série de mudanças 

na superfície da célula, a mudança melhor caracterizada associada com a apoptose é a perda da 

assimetria dos fosfolipídios e exposição da fosfatidilserina (FADOK et al, 2001), sendo esta 

mudança necessária para que haja o reconhecimento e posterior interiorização da célula 

apoptótica (FADOK et al, 2000; SAVILL, 2002). 

O mecanismo de exposição da fosfatidilserina ainda não é bem entendido a nível 

molecular. Parece que esse mecanismo requer a ativação de um fosfolipídio apresentador que 

aumenta o “flip-flop” bidirecional através da membrana (SIMS & WIEDMER, 2001), e 

também a inativação de um aminofosfolipídeo translocase que normalmente levaria a 

fosfatidilserina para o lado interno da membrana (BEVERS et al, 1999). Quando a apoptose é 

induzida, a atividade da aminofosfolipídeo tranlocase é negativamente regulada, em parte 

devido à elevação dos níveis de cálcio intracelular (BRATTON, D.L. 1997). Além disso, a 

oxidação da fosfatidilserina durante a apoptose pode alterar sua habilidade para atuar como 

substrato da aminofosfolipidio traslocase, e conseqüentemente sua translocação para a parte 

interna da membrana (KAGAN, 2000 E TYURINA, 2000), o que acarreta na diminuição 
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significativa do transporte da fosfatidilserina de fora para dentro da membrana (FADOK, et al. 

2001).   

Em adição, a atividade do transportador ABC1, que ajuda a transferir colesterol e 

fosfolipídios das células para proteínas aceptoras como a apoA1, parece facilitar a exposição 

da fosfatidilserina (FADOK et al, 2001; SAVILL et al., 2002). A deleção do gene transportador 

ou a regulação negativa de seu produto reduz a exposição da fosfatidilserina durante a ativação 

e apoptose celular (HAMON et al. 2000). Também tem sido documentado que o aumento na 

interiorização de células apoptóticas por macrófagos expressando ABC1 pode resultar na 

perda da assimetria dos fosfolipídios de membrana nos macrófagos e nas células alvos (WU & 

HORVITZ, 1998). Em camundongos foi visto um papel importante para o ABC1 em fagócitos 

como os macrófagos, já que animais “knock-out” mostraram defeitos na captura de células 

apoptóticas (HAMON et al. 2000). O ABC1 é encontrado em macrófagos fagocitando células 

apoptóticas durante o desenvolvimento. A inibição desse transportador em macrófagos 

diminui dramaticamente sua capacidade de capturar células apoptóticas in vitro e in vivo 

(PASCAL et al. 2000). No entanto, a verdadeira relação do ABC1 como receptor de 

reconhecimento na apoptose ainda não está clara. O problema é que vários tipos celulares são 

capazes de capturar células apoptóticas, provavelmente uma função primitiva, e o ABC1 

possui uma distribuição restrita a certos tipos celulares (HENSON, et al. 2001). 

Um ponto interessante na captura de células apoptóticas se concentra na questão de se no 

sitio de inflamação a remoção dessas células é mediada por opsonização local. Foi mostrado 

que macrófagos ativados secretam MFG-E8 (Protein Milk- Fat Globule Epidermal Growth 

Factor-8) que possui uma seqüência integrina de reconhecimento, o MFG-E8 se liga 

seletivamente aos aminofosfolipidios expostos em células apoptóticas e aumentam a  captura 

dessas células através do receptor αv β3 integrina expresso na superfície de macrófagos 
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(HANAYAMA et al., 2002). Outras alterações de superfície tem sido implicadas na remoção 

de células apoptóticas, como por exemplo; 1) as alterações em carboidratos de membrana que 

são reconhecidas por fagócitos (DINI et al, 1992); 2) a perda da assimetria dos fosfolipídios da 

membrana plasmática; 3) mudanças em açúcares de superfície detectados por lectinas 

(atividade “lectin-like”) nos fagócitos (SAVILL & FADOK 2000); 4) a presença do primeiro 

componente do complemento C1q e, outros componentes da cascata do complemento iC3b; 5) 

a proteína β2 glicoproteína I (β2GPI) e trombospondina; 6) o receptor de Vitronectina (αVβ3 

integrina) que coopera com o CD36 na ligação da trombospondina na superfície das células 

apoptóticas, dentre muitos outros, são implicados no reconhecimento da célula apoptótica pelo 

fagócito, pois são capazes de ligarem-se na superfície de células apoptóticas aumentando 

assim sua captura (FADOK, et al. 2001; revisto por EZEKOWITZ, 2002). 

As células apoptóticas são capazes de fixarem diretamente o complemento, o que 

aumenta a eficiência da captura por macrófagos (MEVORACH, et al. 1998b). A exposição da 

fosfatidilserina em células apoptóticas está associada com a deposição de complemento (C3b) 

na superfície de células apoptóticas (FISHELSON et al.2001; QUATIER et al., 2005), já que 

somente células expondo a fosfatidilserina têm fragmentos C3 (principalmente C3b) na sua 

superfície (MEVORACH et al. 1998b; EZEKOWITZ, 2002).  

Uma outra classe de receptores presentes em fagócitos, que também ajuda na captura de 

células apoptóticas são os “Scavenger receptors”, que são glicoproteínas capazes de endocitar 

lipoproteínas modificadas (PLATT & GORDON, 1999; SAVILL, 2002). Sabendo-se que os 

fosfolipídios de membrana tornam-se não somente redistribuídos, mas também oxidados 

durante o processo de apoptose (KAGAN, 2000), e que a oxidação dos fosfolipídios de 

membrana resultam no desenvolvimento de um ligante em macrófagos que pode ser inibido 
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por anticorpos monoclonais, que reconhecem formas oxidadas de fosfolipídios (CHANG, 

1999), foi sugerido que esse receptor formado seja um dos “scavenger receptors”. 

O receptor de fosfatidilserina no fagócito interage diretamente com a fosfatidilserina na 

célula apoptótica. Outras classes de proteínas ligantes para a fosfatidilserina incluem os 

“Scavengers receptors”, que são capazes de reconhecer formas oxidadas de lipoproteínas 

(PLATT & GORDON, 1999).  

O GAS6 é uma proteína solúvel que pode reconhecer e ligar-se à fosfatidilserina nas 

células apoptóticas, e sua habilidade para participar da captura requereria um receptor no 

fagócito (ISHIMOTO, et al. 2000). Um candidato em potencial seria a molécula Mer, um 

membro da família de receptores tirosina quinases Axl, Mer, Tyro3, que é conhecido por ligar-

se ao produto do gene GAS6. Recentemente, Scott e colaboradores mostraram que Mer pode 

ter um papel importante, já que camundongos transgênicos que expressavam um Mer 

defeituoso tiveram um defeito marcante na remoção de timócitos apoptóticos e desenvolveram 

uma doença autoimune semelhante ao Lupus Eritematoso Sistêmico (SCOTT et al. 2001). No 

entanto, ainda não é sabido se Mer atua via GAS6 e fosfatidilserina exposta in vivo.  

Já foi relatado que o primeiro componente do complemento C1q é capaz de se ligar aos 

“blebs” de queratinócitos apoptóticos (KORB & AHEARN, 1997) e se localizam em outros 

tipos celulares apoptóticos (FISHELSON et al. 2001). Essas moléculas foram identificadas 

porque aumentam a captura de células apoptóticas por macrófagos in vivo (BOTTO et al 1998; 

TAYLOR et al 2000). 

Por outro lado, tem sido sugerido que os “scavenger receptors” reconhecem células 

apoptóticas, particularmente SR-A e CD36 ou SR-B1 (PLATT & GORDON, 1999; PLATT & 
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GORDON, 2001). Envolvidos com a atividade CD36 estão o αv integrinas: αvβ3 em 

macrófagos (Savill et al. 1992) e αvβ5 em células dendriticas (ALBERT et al. 1998). 

Outras moléculas importantes que são expressas em macrófagos e estão envolvidas na 

eliminação de células apoptóticas são o CD14, um receptor específico para fosfatidilserina e 

mais recentemente MGF-E8 (EZEKOWITZ, 2002). 

A molécula CD14 é uma candidata para o reconhecimento de células apoptóticas, pois 

está envolvida na interação de lipopolissacarídeos com “Toll-Like” receptor 4, que tem sido 

implicado no reconhecimento de linfócitos apoptóticos. Em células apoptóticas a molécula 

ICAM3, que é regulada positivamente em linfócitos apoptóticos, pode ser um outro ligante 

(HENSON et al. 2001). O MFGE8 que é secretado por macrófagos ativados é capaz de se 

ligar à superfície das células apoptóticas e favorecer seu reconhecimento através do receptor 

αvβ3 expresso em macrófagos (EZEKOWITZ, 2002). Essas observações sugerem que outras 

interações específicas proteína-proteína podem estar envolvidas na remoção de células 

apoptóticas (SAVILL, 2002; LICHT et al., 2004). 

As células apoptóticas de mamíferos podem ser eliminadas pelo mecanismo mais 

convencional de fagocitose: a opsonização de células pela ligação de imunoglobulinas. 

Recentemente, foi sugerido que células apoptóticas iniciam o ataque do complemento C3bi 

seguido pela deposição de IgG, e subseqüente captura via receptor 3 (CR3) (FISHELSON, et 

al. 2001; EZEKOWITZ, 2002; QUARTIER et al., 2005). No entanto, as estruturas na célula 

apoptótica envolvida nessa opsonização ainda não foram definidas. 

A IgM é capaz de se ligar na superfície de células apoptóticas (fosfolipídeos) e 

desencadear a ativação da cascata do complemento (C1q, C3bi), facilitando dessa forma, o 

reconhecimento e captura dessas células (GAIPL et al., 2006).  
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Conseqüências funcionais: 

 

A captura de células apoptóticas não induz liberação de mediadores inflamatórios e, 

aparentemente, a inflamação é ativamente suprimida, tanto in vivo quanto in vitro, seguida da 

produção de mediadores antiinflamatórios como o TGF-β, PGE2 e IL-10 (FADOK et al, 

1998a; FREIRE DE LIMA et al, 2006 ). 

Na ingestão de células apoptóticas por macrófagos in vitro observou-se a secreção de 

TGF-β, o que resultou num efeito antiinflamatório e supressão da secreção de mediadores pró-

inflamatórios (FADOK et al, 1998a). HUYNH e colaboradores (2002) demonstraram que a 

instilação direta de células apoptóticas in vivo aumentou a resolução da inflamação aguda, e 

que para isto, era necessária a presença da fosfatidilserina nas células apoptóticas e indução 

local de TGF-β1. O efeito antiinflamatório era revertido por opsonização das células 

apoptóticas ou co-instilação de anticorpos neutralizantes de TGF-β1 (HUYNH et al. 2002.). 

Estes dados propõem que o TGF-β pode ser produzido em resposta ao reconhecimento de 

células apoptóticas, o que pode contribuir para a restauração da estrutura e função normal do 

organismo. 

Os efeitos da fagocitose de células apoptóticas no próprio macrófago ainda não foram 

caracterizados completamente. MEAGHER e colaboradores (1992) estudaram inicialmente os 

efeitos de neutrófilos apoptóticos capturados por macrófagos derivados de monócitos, e não 

encontraram indução de N-acetilglucosaminidase ou Tromboxane β2 (Tx-β2). No entanto, se 

as mesmas células apoptóticas, fossem opsonizadas com anticorpo e fagocitadas por 

macrófagos, a indução dessas substâncias era detectada (MEAGHER et al. 1992).  
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Após a fagocitose de eosinófilos apoptóticos por macrófagos humanos a secreção de Tx-

β2 e GM-CSF não foi aumentada. Em contraste, a secreção dessas substâncias teve aumento 

após a ingestão de eosinófilos opsonizados ou necróticos (STERN et al. 1996).  

Finalizando, FADOK e colaboradores (1998) demonstraram que a fagocitose de 

neutrófilos apoptóticos por macrófagos, e não de células apoptóticas opsonizadas com 

imunoglobulina, inibiu ativamente a produção de IL-β1, IL-8 e aumentou a produção de PGE2, 

PAF e TGF-β (FADOK et al. 1998a).  

Os dados mencionados acima sugerem que a fagocitose de células apoptóticas pelo 

mecanismo VnR/CD36 não leva a ativação dos macrófagos, enquanto a captura mediada pelo 

receptor FcR é estimulatória. 

Uma vez que a captura de células apoptóticas por macrófagos desencadeia uma resposta 

antiinflamatória com liberação de mediadores como TGF-β, PGE2 e IL-10 (Fadok et al. 

1998a), este processo pode representar um mecanismo de escape e sobrevivência para alguns 

parasitas intracelulares. FREIRE-DE-LIMA e colaboradores (2000) demonstraram que a 

interiorização das células apoptóticas aumenta a sobrevida e o crescimento do Trypanosoma 

cruzi (agente causador da doença de Chagas) em macrófagos, e que esse efeito é dependente 

da produção de TGF-β e PGE2 (FREIRE-DE LIMA et al. 2000). 

Similarmente, existem evidências de que a apoptose em células tumorais também pode 

ter, em geral, um efeito deletério para o hospedeiro, como conseqüência da supressão local da 

inflamação e imunidade. (MELCHER et al. 1998). 

Uma outra situação onde a captura de células apoptóticas tem um papel importante é na 

cicatrização, pois células são produzidas em excesso e o processo de apoptose e eliminação 

celular parece ser essencial para sua resolução. Já foi demonstrada a habilidade de macrófagos 
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em induzir apoptose em alvos determinados, especialmente no contexto da reorganização 

tecidual ou após inflamação ou fibrose (DUFFIELD, et al. 2000), o que confirma a 

importância deste processo nesse contexto. 

Apesar do grande avanço nas informações acerca da eliminação de células apoptóticas, a 

complexidade do processo é muito grande e ainda permanece obscura. Muitos pontos ainda 

precisam ser esclarecidos para o completo entendimento desse mecanismo.  

 

1.3 Apoptose e Autoimunidade: 

 

A apoptose é a forma fisiológica de morte celular onde a razão de divisão celular é 

balanceada pela razão de morte celular em organismos multicelulares. A desregulação da 

apoptose está associada com a patogênese de muitas doenças como câncer, neurodegeneração, 

autoimunidade, doença cardíaca e outras (LORENZ, et al. 2000). Firmes evidências 

relacionam o processo de apoptose com a indução de doença autoimune. Análises genéticas 

indicam que a deficiência em proteínas do soro ou em receptores que medeiam à eliminação 

de células apoptóticas eleva o risco de autoimunidade (CLINE & RADIC, 2004). 

A apoptose tem um papel importante na doença autoimune, pois antígenos de 

células apoptóticas têm sido amplamente reconhecidos como alvos de autoanticorpos num 

grande espectro de doenças autoimunes. As duas doenças melhores caracterizadas são lupus 

eritematoso sistêmico (LES) (CASCIOLA-ROSEN et al, 1994; CASCIOLA-ROSEN et al. 

1995; CASCIOLA-ROSEN et al. 1996) e a síndrome antifosfolipídio (LEVINE et al, 1999). 

Além disso, antígenos apoptóticos também foram implicados como autoantígenos na 

granulomatose de Wegener, poliartrite (GILLIGAN et al. 1996), e síndrome de Sjogren 

(TAPINOS, et al 1999). 
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Autoanticorpos para vários autoantígenos, incluindo DNA são fatores comuns no 

LES e, os autoanticorpos anti-DNA, são os maiores fatores implicados na patogênese da 

doença. (KOTZIN, 1996). 

 O LES autoimune pode estar relacionado com a desregulação da morte celular por 

apoptose (HERKEL, et al. 2001). Em pacientes com LES, a fagocitose de células apoptóticas 

parece estar diminuída (HERMANN, et al, 1998), e essa eliminação aberrante de células 

apoptóticas pode expor imunógenos antes inacessíveis para o sistema imunológico. 

(CASCIOLA-ROSEN, 1994). 

Estudos mostraram que a opsonização pelo complemento é requerida para uma eficiente 

fagocitose de células mortas in vitro e que a captura dessas células opsonizadas está associada 

com a expressão de citocinas antiinflamatórias (MEVORACH, D. et al. 1998b). 

A deficiência de componentes da via clássica do complemento, como o C1q e C4 em 

humanos, são fatores de predisposição genética para o desenvolvimento do LES (MORGAN 

& WALPORT, 1991; CLINE & RADIC, 2004). Ademais, camundongos deficientes de C1q 

desenvolvem uma doença semelhante ao LES, caracterizada por autoanticorpos antinucleares e 

glomerulonefrite proliferativa. (BOTTO et al, 1998). 

Experimentos feitos com camundongos demonstraram um papel importante para o 

componente C1q na captura de células apoptóticas por macrófagos in vivo. Esse componente 

se liga especificamente à superfície dos blebs de células apoptóticas. 

A deficiência do C1q acarreta uma diminuição na eliminação de células apoptóticas, que 

são implicadas como uma das maiores fontes de autoantígenos no LES. (TAYLOR et al, 2000; 

MEVORACH, 2000). 
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Dessa forma, podemos inferir que a deficiência do C1q, uma condição comum no LES, 

está relacionada a um déficit na eliminação de células apoptóticas e pode ajudar no 

desenvolvimento da doença. 

Uma outra opsonina também importante na eliminação de células apoptóticas é o 

anticorpo IgM, que em indivíduos normais são quantitativamente mais importantes para a 

ligação do C1q e ativação do C3b/bi na superfície de células apoptóticas, além disso, esses 

anticorpos naturais são capazes de se ligar a lisofosforilcolina que é exposta em células 

apoptóticas, facilitando sua eliminação (KIM S.J, et al, 2002; HART et al., 2004). 

 Durante a apoptose, a membrana celular forma “blebs” citoplasmáticos, alguns dos 

quais formam os corpos apoptóticos. CASCIOLA-ROSEN e colegas (1996) mostraram que a 

apoptose de queratinócitos induzida por radiação ultravioleta (UV) leva a redistribuição de 

vários autoantígenos para os “blebs” apoptóticos. Além disso, a exposição sistêmica de células 

apoptóticas em camundongos induz a formação de autoanticorpos, indicando que a exposição 

sistêmica a células apoptóticas pode induzir uma resposta imune em camundongos normais 

(MEVORACH et al. 1998a).  

A imunização de camundongos normais com células apoptóticas também resultou na 

formação de anticorpos contra autoantígenos complexos (LEVINE et al. 2006). Esses achados 

podem ajudar a explicar a seleção de antígenos e inicialização da resposta imune nas doenças 

caracterizadas pelo aumento da razão de apoptose como AIDS e, possivelmente o LES 

(MEVORACH et al. 1998a). 

 O LES é uma doença autoimune na qual a resposta de autoanticorpos possui uma 

variedade de autoantígenos alvos de localizações subcelulares diversas. CASCIOLA ROSEN e 

colegas (1994) demonstraram que esses autoantígenos estão presentes em duas populações 

distintas de “blebs” na superfície de células apoptóticas. A população de pequenos “blebs” é 
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composta de retículo endoplasmático fragmentado e ribossomos, bem como a 

ribonucleoproteína Ro. Os grandes “blebs” (corpos apoptóticos) possuem DNA nucleossomal, 

Ro, La e pequenas ribonucleoproteínas nucleares. Essas duas populações de estruturas de 

superfície celular nas células apoptóticas levam a noção de que os “blebs” de células 

apoptóticas são importantes partículas imunogênicas no Lupus (CASCIOLA-ROSEN, et al. 

1994; CLINE & RADIC, 2004). 

 Também tem sido proposto que a fosfatidilserina exposta para o exterior dos 

“blebs” pode também induzir a produção de anticorpos antifosfolipídios, sugerindo a 

imunogenicidade desses “blebs” (CASCIOLA-ROSEN, 1995; LEVINE et al. 1999; LORENZ 

et al., 2000).  

Antígenos nucleares são gerados e liberados durante a apoptose. Uma característica da 

apoptose é a clivagem da cromatina por caspases; a desregulação da fragmentação do DNA 

pode ser diretamente ligada a indução de autoimunidade no LES (GABLER et al., 2003). 

Células apoptóticas liberam grandes quantidades de oligonucleossomos (DNA-histona) e 

pacientes com lupus têm altas concentrações de células apoptóticas e de nucleossomos 

circulantes. (KOUTOUZOV & BACH. 1997; GABLER et al., 2003). Adicionalmente, 

pacientes e camundongos com lupus possuem altos títulos de autoanticorpos 

antinucleossomos, anti-DNA e anti-histona. (HERKEL, et al. 2001). 

 Um fator comum em doenças autoimunes como o LES é a diminuição da tolerância 

a antígenos próprios e em conseqüência ocorre a produção de autoanticorpos reativos com 

múltiplas proteínas próprias (EGUCHI K. 2001). Alguns trabalhos evidenciaram que 

modificações de autoantígenos durante a apoptose levam ao desenvolvimento de 

autoanticorpos que ultrapassam os mecanismos normais de tolerância (MANCINI, et al. 1998; 

CASCIOLA-ROSEN, et al.1999; LEVINE & KOH, 1999). 
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 Com base nos dados acima pode ser proposto que um dos primeiros eventos que ocorrem 

no lupus é uma tendência aumentada para a apoptose de determinadas populações celulares 

(provavelmente células linfóides que mostram uma razão de replicação anormal nesta doença) 

(KOUTOUZOV, et al. 1996) o que levaria a expressão aumentada ou aberrante de alguns 

constituintes celulares que se tornariam anormalmente imunogênicos (CASCIOLA-ROSEN, et 

al. 1996; PITTONI & VALESINI, 2002). 

 A captura de nucleossomos por receptores de nucleossomos levaria a formação de 

anticorpos direcionados contra os nucleossomos, DNA e histonas (KOUTOUZOV, et al. 1996, 

HERKEL et al. 2001). Foram acumuladas evidências sugerindo que diferentes populações de 

autoanticorpos são responsáveis pelas várias manifestações clínicas de doenças autoimunes 

(CLINE & RADIC, 2004).  

Esses dados sugerem que a apoptose pode estar implicada com a patogênese da 

autoimunidade, embora os mecanismos possam ser distintos em cada doença autoimune. 

Um outro fator de predisposição para a autoimunidade seria a ocorrência de uma 

alteração na sensibilidade a apoptose induzida por receptores CD95. O CD95 é expresso em 

praticamente todos os tipos de células que podem ser alvos da resposta autoimune órgão 

específica. 

A excessiva ou defectiva susceptibilidade a apoptose induzida por CD95 é um dos 

principais mecanismos patogênicos em uma variedade de doenças autoimune. As raras 

mutações do CD95 ou CD95L estão relacionadas com várias doenças linfoproliferativas em 

humanos e em camundongos, demonstrando o importante papel dessas moléculas no 

desenvolvimento de autoimunidade. (RAMENGHI, et al, 2000). 

Embora, esteja claro que a apoptose induzida por CD95 contribua para a destruição 

célula alvo em autoimunidade órgão específica, estudos futuros são necessários para encontrar 
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se mecanismos citotóxicos múltiplos podem contribuir para a destruição tecidual em um único 

individuo ou se uma única doença autoimune pode ser heterogênea e resultar de diferentes 

mecanismos patogênicos em indivíduos diferentes. 

 

1.4 Doença de Chagas: 

 

A doença de Chagas é uma infecção parasitária crônica, que afeta cerca de 20 milhões de 

pessoas na América Latina (TARLETON & ZHANG, 1999). Esta doença é causada pelo 

Trypanosoma cruzi um protozoário flagelado, digenético que parasita alternadamente 

hospedeiros invertebrados (triatomíneo hematófago) e vertebrados (mamíferos, incluindo o 

homem). 

O T. cruzi é um parasita intracelular obrigatório que infecta uma variedade de células do 

hospedeiro incluindo fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais, neurônios, mas parece 

mostrar preferência por células do sistema fagocítico mononuclear e células musculares, 

principalmente músculo cardíaco e liso (BRENIERE et al, 1989). 

Nessa infecção o individuo desenvolve uma doença associada com a destruição 

inflamatória do tecido cardíaco ou trato digestivo, o que é uma característica de infecções que 

resultam no ataque imunológico de tecidos hospedeiros.  

O estudo da doença de Chagas é caracterizado pelo uso de modelos animais, que 

reproduzem diferentes aspectos da doença humana. Camundongos infectados pelo T. cruzi 

podem desenvolver muitos dos distúrbios imunológicos presentes em humanos infectados, 

fazendo do modelo murino um dos mais utilizados para o estudo da interação T. cruzi sistema 

imune (ANDRADE, et al. 1991). 
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1.5 Doença de Chagas e Autoimunidade: 

 

A destruição do tecido cardíaco e nervoso do hospedeiro na doença de Chagas pode estar 

relacionada com dois mecanismos não exclusivos: 1) Resposta autoimune: a infecção pelo T. 

cruzi induz uma resposta imune que tem como alvo os próprios tecidos do hospedeiro e 

independe da persistência do parasita (KIERSZENBAUM, 1999; LEON & ENGMAN, 2001); 

e 2) Persistência do parasita: a persistência do parasita em sítios específicos no hospedeiro 

resulta na reatividade inflamatória e destrutiva crônica. (TARLETON, 2001).  

 

Hipótese da autoimunidade: 

 

A escassez de parasitas na fase crônica da doença, a existência de uma fase assintomática 

entre a aguda e a crônica, a ocorrência de reações autoimunes contra componentes de nervos e 

músculos (PETRY et al, 1991), a transferência de lesões inflamatórias com linfócitos (DOS 

SANTOS et al, 1992) e a rejeição de enxertos cardíacos normais por animais cronicamente 

infectados (DOS SANTOS et al, 1992), têm sido tomados como evidências de um componente 

autoimune na etiologia da doença de Chagas crônica. Embora existam argumentos a favor de 

que algumas dessas reações autoimunes sejam secundárias à destruição tissular causada pela 

infecção (LEVIN, 1996), outras sugerem o envolvimento de reações cruzadas entre antígenos 

próprios e do parasito na geração das lesões da doença de Chagas crônica (CUNHA NETO et 

al, 1996). Outro fator importante está relacionado com a ativação policlonal de linfócitos que 

levaria à perda da tolerância pelo hospedeiro, favorecendo a permanência crônica do parasito 

através da manutenção de um certo nível de imunodepressão (Revisto por SOARES, M.B. P et 

al., 2001). 
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  Existem vários mecanismos que poderiam explicar a autoimunidade na infecção pelo T. 

cruzi. A maioria é baseada na observação de que um hospedeiro imunocompetente possui 

células T e B autoreativas circulantes que são normalmente tolerantes para antígenos próprios 

(DIGHIERO & ROSE, 1999). A infecção poderia contribuir com sinais de “perigo”, 

quebrando a tolerância ao próprio. 

No mecanismo de ativação “bystander” existem dois componentes, que poderiam 

depender do ambiente inflamatório induzido pela infecção do T. cruzi no tecido hospedeiro 

(TALVANI et al. 2000). Uma hipótese seria que o ambiente proinflamatório no tecido 

hospedeiro, rico em citocinas, óxido nítrico e quimiocinas, seria suficiente para ativar células 

T autoreativas por reduzir o limiar de ativação (FEDOSEYEVA et al, 1999). Essas células 

proliferariam em resposta a antígenos próprios apresentados por APC (células apresentadoras 

de antígenos) do hospedeiro. O outro componente seria a citólise de miocardiócitos resultante 

da infecção chagásica, que levaria a liberação de proteínas do hospedeiro. Os elevados níveis 

de antígenos miocárdicos no ambiente proinflamatório levaria a uma apresentação aumentada 

de peptídeos próprios e estimularia a expansão de células T autoreativas (LEON & ENGMAN, 

2001). 

Um outro mecanismo proposto na hipótese da autoimunidade é o epítopo “críptico”, que 

sugere que células T do hospedeiro sejam central ou perifericamente tolerizadas para 

peptídeos normalmente processados e apresentados por APCs do hospedeiro. Na doença de 

Chagas a inflamação tecidual poderia originar novos epítopo crípticos que seriam apresentados 

por APC. Uma vez que, as células T circulantes não são tolerantes a esses novos epítopos, elas 

se tornariam ativadas e iniciariam a autoimunidade (YORK et al, 1999). Esta hipótese é que 

está de acordo com a idéia de que o processo de apoptose seja capaz de gerar epítopos novos 

(crípticos) pela ação de caspazes e de radicais de O2 sobre proteínas da célula.  
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O último mecanismo sugere a existência de uma reatividade cruzada entre o parasita e as 

proteínas do hospedeiro (mimetismo molecular). Refere-se à similaridade na seqüência de 

aminoácidos ou conformação estrutural entre moléculas ou seguimentos de moléculas do T. 

cruzi e seu hospedeiro. Células T específicas com reatividade para proteínas do T. cruzi, 

também reagem cruzadamente com proteínas do hospedeiro, podendo dar início à reação 

autoimune (CUNHA NETO et al, 1996). 

No entanto, não existem evidências diretas de que a reatividade cruzada de proteínas do 

parasita possa induzir autoimunidade.  

A fagocitose e o processamento de células apoptóticas podem estar envolvidos na 

autoimunidade, já que existem evidências de que defeitos no processo de fagocitose levam ao 

desenvolvimento de doenças autoimunes. (BOTTO et al. 1998) 

Concluindo, esses mecanismos não são exclusivos e também podem operar em série, ou 

seja, uma autoimunidade induzida via mimetismo molecular pode liberar proteínas do 

hospedeiro, gerando uma ativação “bystander” e uma resposta autoimune contra alvos 

adicionais. 

 

Persistência do parasita: 

 

A persistência do parasita é a causa primária da doença proporcionada pela infecção por 

T. cruzi (TALERTON & ZHANG, 1999). Existem evidências obtidas por resultados clínicos 

de que a doença de Chagas está relacionada com a persistência do parasita em sítios 

específicos. A associação órgão-específico do parasita foi documentada em vários trabalhos, 

onde a presença de parasitas no coração de pacientes chagásicos foi detectado apenas naqueles 

que apresentavam cardiopatia diagnosticada (JONES et al, 1992).  De acordo com esse fato foi 
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encontrado no tecido do esôfago de paciente com megaesôfago ou lesão inflamatória nesse 

órgão DNA de T. cruzi, mas não em pacientes com cardiopatia sem sinais de megaesôfago 

(VAGO et al, 1996). Contudo, foi sugerido que a presença do parasita ou seus antígenos pode 

persistir por longos períodos nas lesões e isso seria um indicativo de uma infecção sítio-ativo.  

Além dos trabalhos citados acima, outros estudos também sugerem que a presença do 

parasita é importante para a geração da miocardite da fase crônica.  Corroborando estes 

resultados, foi encontrado DNA do parasita nas lesões inflamatórias do miocárdio de pacientes 

infectados (JONES et al, 1993), e a rejeição de corações normais transplantados ocorre apenas 

em modelos onde existe a presença de antígenos de T. cruzi no enxerto. 

 Além disso, o tratamento com diminuição da parasitemia resulta numa redução 

concomitante da severidade da doença, e o aumento no nível de parasitas acarreta no 

exacerbamento da doença (TALERTON, 2001). Sugerindo um papel importante da presença 

do parasita em relação à patogenicidade da infecção.  

TARLETON & ZHANG (1999) documentaram que técnicas como o PCR, hibridização 

in situ e imunohistoquímica, foram capazes de revelar a presença do parasita em sítios da 

doença (TALERTON & ZHANG, 1999).   

Dessa forma, pode-se concluir que a severidade da doença está diretamente relacionada 

com a presença do parasita no tecido afetado. 

No entanto, análises de fragmentos de coração humano não mostraram correlação entre a 

intensidade da inflamação e o parasitismo, o que seria de se esperar se a persistência do 

parasita fosse o único fator dirigindo a resposta patológica.   

Assim, ainda não está claro qual dos mecanismos explicaria a origem da patogênese da 

doença de Chagas, existem evidências favoráveis a ambas as teorias o que não exclui o papel 

de cada uma no desenvolvimento da doença. 
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Hipótese do “Funeral Fagocítico”: 

 

Esta nova hipótese propõe um importante papel na presença do parasita para a indução 

da autoimunidade. A apoptose de miocardiócitos infectados, na presença de um ligante de 

TOLL no parasita, levaria a indução de células T autoreativas contra proteínas do T. cruzi e 

proteínas cardíacas. 

A persistência do parasita no sitio inflamatório seria crucial para gerar a estimulação 

sustentada por TLR. Onde as células dendriticas fagocitariam os cardiomiócitos apoptóticos e 

receberiam um sinal de TOLL gerado pela ligação de moléculas do parasita ao TLR. (revisto 

por DOS REIS et al, 2005). 

A eliminação de células apoptóticas um evento comumente anti-inflamatório pode 

também levar a liberação de citocinas pró-inflamatórias dependendo do ambiente. Isso ocorre 

quando células fagocíticas engajam simultaneamente a célula apoptótica e um ligante TLR, o 

que permite a secreção de citocinas como TNF-α. Assim, haveria o recrutamento e ativação da 

resposta inata, quando a morte celular ocorresse num sitio infectado ou inflamado. 

Autoantígenos derivados de células apoptóticas são apresentados por fagócitos que na 

presença de “sinais de perigo” levam a maturação de células dendriticas e apresentação de 

autoantígenos para células T autoreativas gerando a autoimunidade. 

Corroborando com esses dados, um estudo de ERIKSSON e colaboradores, mostrou que 

a estimulação de células dendriticas sustentada por TLR é requerida para a indução de 

miocardite autoimune, onde as células dendriticas tratadas com cardiomiócitos apoptóticos na 

presença de LPS, um ligante de TLR induz a doença autoimune. (ERIKSSON, et al, 2003). 
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Dessa forma, pode-se inferir que a apoptose de cardiomiócitos infectados na presença da 

sinalização por TLR levaria a autoimunidade. 

  

1.6. Apoptose e Doença de Chagas: 

 

A apoptose é induzida no curso da resposta imunológica a agentes infecciosos. Na 

doença de Chagas tanto a resposta imune inata quanto a adquirida são importantes no processo 

de controle do parasita, mas apesar disso, o parasita persiste no tecido (TARLETON & 

ZHANG, 1999), o que pode ser devido à morte de células T por apoptose durante essa 

resposta na infecção aguda (LOPES, et al.1999). Essa morte de linfócitos T foi demonstrada 

por LOPES e colaboradores (1995), na infecção aguda células T CD4+ de camundongos 

infectados com T.cruzi, morriam por apoptose após estimulação in vitro (LOPES, et al. 1995). 

Nessa fase, também foram detectadas uma hiperexpressão da molécula Fas, e uma 

susceptibilidade aumentada para a morte de células T via Fas. A participação da molécula Fas 

foi confirmada pela utilização de camundongos gld (deficientes da molécula FasL). Células T 

CD4+ de camundongos BALB gld/gld, na fase aguda da infecção pelo T. cruzi, quando 

cultivadas na presença de anticorpo anti-CD3 não sofriam morte induzida por ativação (AICD) 

(Lopes et al. 1999). A AICD mediada por Fas/Fas-L tem como alvo preferencial células Th1, 

o que sugere um papel importante na patogênese da doença de Chagas, já que essas células 

estão envolvidas na resistência ao T. cruzi (revisto por DOS REIS et al., 2005). 

Além disso, a apoptose de linfócitos dirige a produção de anticorpos. O fratricídio de 

células B mediado pela interação Fas-Fas-L na infecção pelo T. cruzi já foi demonstrado, e 

ocorre uma apoptose preferencial de células B que produzem IgG específica para o parasita. 

(ZUÑIGA, et al., 2002) 
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A apoptose de linfócitos tem sido associada com mecanismo de escape do parasita na 

doença de Chagas. Já foi demonstrado que a fagocitose de células apoptóticas é um processo 

antiinflamatório, com produção de mediadores como TGF-β, PGE2 e PAF (FADOK et al. 

1998a), e que o TGF-β aumenta a susceptibilidade à infecção do T. cruzi (DOS REIS et al, 

2005). A diferenciação de macrófagos induzida por células apoptóticas é similar à ativação 

induzidas por citocinas Th2. 

Recentemente, FREIRE-DE-LIMA e colaboradores (2000) verificaram que células 

apoptóticas, mas não necróticas ou vivas, eram capazes de desativar os macrófagos, 

bloqueando a produção de óxido nítrico e exacerbando a multiplicação do T. cruzi. (FREIRE-

DE-LIMA et al. 2000) 

A captura das células apoptótica via VnR (receptor de vitronectina) gera uma intensa 

produção de PGE2 e, subseqüente, secreção de TGF-β, acarretando o crescimento do parasita. 

Seguido do engajamento do VnR e secreção autócrina de TGF-β, as células apoptóticas 

induzem atividade ornitina descarboxilase (ODC) e síntese de poliaminas (principalmente 

putrescina) no macrófago. Por outro lado, o bloqueio da síntese de poliaminas inibe o 

crescimento do T. cruzi induzido pelas células apoptóticas (FREIRE-DE-LIMA et al. 2000). 

Além disso, experiências realizadas in vivo mostraram que a parasitemia está exacerbada em 

camundongos que receberam injeção de células apoptóticas. O bloqueio farmacológico da 

secreção de PGE2 previniu a multiplicação do parasita in vitro e controlou a parasitemia in 

vivo. (FREIRE-DE-LIMA et al. 2000), sugerindo que o fenômeno é imunopatogênico na 

infecção por T. cruzi.  

O conjunto desses dados sugere um papel crítico da apoptose de linfócitos na infecção 

pelo Trypanosoma cruzi.  
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2. Justificativa 

 

 A doença de Chagas é uma infecção crônica causada pelo Trypanosoma cruzi, essa 

doença é altamente prevalente na América Latina.  

No curso da doença de Chagas ocorre freqüente apoptose de linfócitos (revisto por 

DOS REIS et al, 2005). E essa apoptose direciona a produção de autoanticorpos na infecção. 

 A morte induzida por ativação (AICD-Activation-Induced Cell Death) é o principal 

mecanismo de tolerância periférica e regulação negativa da resposta imune. Previamente, foi 

demonstrado uma intensa apoptose de linfócitos T CD4+ durante a fase aguda da doença de 

Chagas experimental (LOPES et al, 1995). A AICD exacerba a replicação dos parasitas em 

co-cultura de macrófagos, e a via de morte mediada pela interação Fas/FasL tem efeito 

deletério (NUNES et al, 1998).  

Existem evidências que relacionam a apoptose com a indução de autoimunidade. 

Antígenos de células apoptóticas são reconhecidos como alvos de autoanticorpos num grande 

número de doenças autoimunes (CASCIOLA-ROSEN et al, 1996). 

Na infecção pelo T. cruzi a ocorrência da autoimunidade está associada com a 

produção de autoanticorpos. Onde uma das prováveis hipótese seria o aumento da apoptose no 

sitio de infecção.  Essas células seriam fagocitadas e num ambiente inflamatório e infectado 

haveria a indução de células autoreativas e subseqüente produção de autoanticorpos. (DOS 

REIS et al, 2005). 

A imunização, com células apoptóticas, induz a produção de autoanticorpos 

(MEVORACH et al, 1998a). Em nosso estudo tentamos determinar a produção de 

autoanticorpos reativos contra células apoptóticas. 
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Os autoanticorpos contra células apoptóticas também podem exercer efeito 

proinflamatório (CHANG et al, 2004). 

A fagocitose de neutrófilos apoptóticos induz a produção de TGF-β, mas não citocinas 

proinflamatórias. Contudo, a fagocitose de neutrófilos opsonizados pela IgG mediada pelo 

receptor Fc leva a secreção de citocinas proinflamatórias (FADOK et al, 1998a). 

Com base nos dados acima e com a descrição do possível mecanismo envolvido no 

aumento da multiplicação dos parasitas relatado recentemente por FREIRE-DE-LIMA e 

colaboradores. Trabalho no qual foram descritos os efeitos supressores das células apoptóticas 

na atividade proinflamatória dos fagócitos que eram mediados pela secreção de PGE2 e TGF-

β. A cascata de eventos que ocorre após o reconhecimento e captura das células apoptóticas 

por macrófagos e a sua relação com o aumento do crescimento do parasita, foi descrito. Os 

autores verificaram que a captura de células apoptóticas por macrófagos infectados pelo T. 

cruzi via receptor de vitronectina (VnR) tinha um efeito desativador no macrófago, permitindo 

um aumento na multiplicação dos parasitas intracelulares. Esse aumento era dependente da 

produção de TGF-β (FREIRE-DE-LIMA et al. 2000).  

Resolvemos avaliar o papel da opsonização das células T apoptóticas com os 

autoanticorpos produzidos no curso da doença de Chagas. 

Questões importantes à cerca da apoptose e doença de Chagas ainda precisam ser 

esclarecidas: 1) Existe a formação de anticorpos contra células apoptóticas geradas na Doença 

de Chagas? 2) Qual a importância funcional desses anticorpos na interação dos fagócitos com 

Trypanosoma cruzi no hospedeiro? 3) Existe um clone de células T contra constituintes 

próprios apresentados por células endocíticas que tenham ingerido células apoptóticas?  
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Com base nessas questões nós resolvemos avaliar o impacto das células apoptóticas e 

seus possíveis autoanticorpos na Doença de Chagas Experimental. 
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3. Objetivos 

 

Objetivo Principal 

Investigar a presença de autoanticorpos contra células apoptóticas na infecção pelo T. 

cruzi, e avaliar seu papel na replicação do parasita 

 

Objetivos Específicos 

3.1. Avaliar a presença de anticorpos anti-células apoptóticas no soro de camundongos na fase 

crônica da doença de Chagas, e suas implicações na patogênese da doença; 

 

3.2. Estudar as conseqüências funcionais da interação entre o Trypanossoma cruzi e 

macrófagos que tenham fagocitado células apoptóticas opsonizadas pelos soros obtidos de 

animais normais e cronicamente infectados; 

 

3.3. Estudar o impacto exercido pelos soros obtidos de animais crônicos ou normais sobre a 

produção de citocinas e o crescimento do Trypanosoma cruzi em co-culturas de 

monocamadas de macrófagos peritoneais, obtidas de animais normais, e células 

apoptóticas; 

 

3.4. Purificação de imunoglobulina do Soro Chagásico, e sua utilização em experimentos de 

opsonização e co-cultura com macrófago; 
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3.5.Avaliar o efeito exercido pelos autoanticorpos obtidos do soro Chagásico sobre a 

fagocitose de macrófagos; 

 

3.6. Avaliar o papel do receptor Fc na ativação de macrófagos que ingeriram células 

apoptóticas opsonizadas com autoanticorpos do Soro Chagásico, e seu papel na patogênese 

da doença; 
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4. Metodologia 

 

4.17.  Parasitas: 

 

 Em todos os experimentos foi utilizado o clone Dm28c do T. cruzi (CONTRERAS et al, 

1985). 

 Formas tripomastigotas foram obtidas por metaciclogênese do clone Dm28c de T. cruzi. Os 

parasitas foram cultivados em meio BHI com 10% de soro fetal bovino (SFB). Após 7 dias de 

cultura os parasitas foram recolhidos e centrifugados por 10 minutos à 2500rpm. Após a contagem 

os parasitam foram ajustados para uma concentração de 108/ mL de meio TAU (Triatomine 

Artificial Urine) e incubados a 28ºC por 2 horas. Depois as células foram  tranferidas para o meio 

TAU-P (5 X 107) em 10 mL de meio e incubadas por 120 horas 28ºC. 

 

4.17.  Infecção dos animais: 

 

 Foram usados camundongos BALB/c (8-9 semanas) pesando 25-30g fornecidos pelo 

CECAL (Centro de Criação de Animais de Laboratório) do Instituto Oswaldo Cruz. 

   Culturas axênicas de formas epimastigotas do clone Dm28c do Trypanossoma cruzi foram 

mantidas a 280C em meio BHI suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL- Life 

Technologies). 

 Tripomastigotas metacíclicos foram obtidos a partir de cultura de formas epimastigotas na 

fase estacionária através de metaciclogênese em meio TAU-P. As formas epimastigotas foram 

centrifugadas a 2200 rpm por 10 minutos a 150C e o pellet ressuspenso em meio TAU-P. 5 X 107 
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epimastigotas foram distribuídos em garrafas de 25 cm2 (Nunc) contendo 10 mL de TAU-P e 

incubadas a 280C. Após 72-96 horas o número de tripomastigotas metacíclicos, presentes no 

sobrenadante, foi contado em câmara de Newbauer. 

 Camundongos Balb/c macho (6 a 8 semanas), foram infectados via intraperitoneal com 

tripomastigotas metacíclicas de Trypanosoma cruzi na concentração de 105 parasitas/ 0.1 mL. 

 

4.17.  Imunização dos animais: 

 

Células esplênicas foram obtidas de camundongos BALB/c machos, ressuspensas em meio 

incompleto na concentração de 107 células/mL, num volume total de 10mL.  

A suspensão de células foi submetida à irradiação (3000 rads) para indução de apoptose, e 

depois colocadas em cultura por 1 hora em estufa a 37oC e 7% de CO2. 

Após a morte das células a suspensão foi centrifugada, ressuspensa num volume de 250 µl e 

misturadas ao Adjuvante Completo de Freund (Sigma Chemical Co.) na proporção de 1:1, a 

suspenção foi homogeneizada no sonicador. 

Em seguida, 50µl da suspensão foi injetada no coxim plantar das patas traseiras dos animais 

(5 animais). Após 15 dias foi realizado um segundo desafio, onde foi injetado no peritônio dos 

animais 107 células/100µl. Uma semana depois, os animais foram sacrificados, em câmara de CO 2, 

para obtenção do soro. 
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4.4. Obtenção dos soros: 

 

4.4.1. Soro Crônico: 

  

 Animais Balb/c macho foram infectados com 105 tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi, 

após 3 meses de infecção, foram submetidos à punção cardíaca e retirado cerca de 1mL de sangue 

que foi posto na geladeira em eppendorf por 1 hora. O sangue obtido foi centrifugado e o soro 

recolhido e incubado a 560C por 30 minutos para ser inativado 

 

4.4.2. Soro crônico apoptótico: 

 

 Animais Balb/c machos infectados com 105 T. cruzi, após 3 meses de infecção foram 

injetados (via intra peritoneal) com 107 esplenócitos apoptóticos, obtidos de animais normais e 

induzidos a apoptose por calor. Após sete dias da injeção, esses animais foram submetidos à punção 

cardíaca, o sangue obtido foi centrifugado, o soro recolhido e inativado por 30 minutos a 56oC. 

 

4.4.3. Soro normal: 

 

 Camundongos Balb/c machos (6 a 8 semanas) foram submetidos à punção cardíaca. O 

sangue obtido foi centrifugado e o soro recolhido foi inativado por 30 minutos a 56oC. 
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4.4.4. Soro imune: 

 

 Camundongos Balb/c machos (6 a 8 semanas) após imunização com esplenócitos 

apoptóticos foram submetidos à punção cardíaca. O sangue obtido foi centrifugado e o soro 

recolhido e inativado por 30 minutos a 56oC. 

 

4.5. Purificação de Imunoglobulina do Soro Chagásico: 

 

4.5.1. Imunoglobulina G: 

 

 A solução de estocagem da coluna de Proteína A foi retirada, e a coluna equilibrada com 

13 mL de Tris 10 mM pH 8.0. Depois,  a amostra de soro (3 mL) diluída numa proporção de 1:1 

em Tris 10 mM pH 8.0 foi aplicada  e acrescentados 6 mL de Tris 10 mM pH 8.0, depois a coluna 

foi transferida para um tubo de ensaio. 

 Depois, a imunoglobulina G foi eluida com uma solução de glicina pH 3.0 (1mL) por 6 

vezes seguidas. Após esse procedimento, acrescentou-se 100µl de Tris 1mM pH 7.5 a cada mL da 

amostra eluída. A amostra coletada foi concentrada com Amicon, que foram  lavados com água 

destilada por 4 vezes. Depois, as amostras foram adicionadas e centrifugadas. A imunoglobulina 

foi coletada e  a quantificação foi feita através de leitura no espectrofotômetro num λ = 280. 
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4.5.2. Imunoglobulina M: 

 

 A solução de estocagem foi retirada da coluna e pré-lavada com 5 ml de tampão, depois a 

coluna foi equilibrada com 20 ml de tampão. Após este procedimento aplicou-se a amostra de soro 

diluída 1:1 no tampão de diluição. Após a penetração da amostra no gel foram adicionados 0.5 ml 

do tampão e a coluna foi incubada por 30 minutos a 4 ºC. Depois da incubação,  a coluna foi 

lavada com 42 ml do tampão para remoção das proteínas que não se ligaram. Foram coletadas 

frações  de 3ml e a suspensão foi monitorada  por dosagem de proteínas. 

 Depois foram adicionados 3 ml de tampão e, a coluna foi incubada em temperatura 

ambiente por 1 hora. Depois da incubação foi coletado o eluato em frações de 3ml usando o 

tampão de eluição.  A eluição da IgM foi monitorada usando absorbância de 280 nm. Todas as 

frações com absorbância ≥ 0.02 foram postas no mesmo tubo. As frações de IgM foram 

dializadas. 

Para avaliar a pureza das frações foram feitas análises por eletroforese e ELISA. 

 

4.5.3. Fragmentos F(ab’)2 da IgG dos diferentes soros: 

 

 Primeiramente a Pepsina Imobilizada foi equilibrada através da adição de 0.25 ml de 

pepsina para um tubo teste. Depois foram adicionados 4 ml de tampão de digestão. A pepsina foi 

separada do tampão usando-se um tubo separador. Após discartar o tampão e repetir o 

procedimento de lavagem 2 vezes  a pepsina imobilizada foi ressuspensa em 0.5 ml de tampão de 

digestão. 
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  Adicionou-se 1 ml da amostra (0.5 ml de IgG + 0.5 ml de “tampão de digestão”) para o 

tubo contendo a pepsina imobilizada, depois a amostra foi incubada por 4 horas em banho Maria a 

37°C com movimento rotatório de alta velocidade. Os fragmentos F(ab’)2 solubilizados foram 

recuperados,  os  fragmentos Fc e  a IgG não digerida. Colocou-se a solução digerida em tubo 

limpo. 

 A coluna de proteína A foi equilibrada com 12 ml de tampão e adicionados 3 ml da 

solução digerida. Depois da penetração total da amostra no gel a coluna foi lavada com 6 ml de 

tampão, e o eluato com os fragmentos F(ab’)2 coletado. Depois foi feita a  diálise em PBS pH7.4 

por 18 horas em membrana de peso molecular 50.000 daltons para eliminar os pequenos 

fragmentos Fc.  

  A pureza das preparações foram analisadas por eletroforese. 

 

4.5.4. Fragmentos Fab do Anticorpo monoclonal 24G2 (Fc Block) e isotipo controle: 

 

 A Papaína imobilizada foi Equilibrada colocando-se 0.5 ml de papaína num tubo teste e 

adicionando-se 4 ml do tampão de digestso. A Separação da papaína do tampão foi feita usando 

um tubo separador e o tampão discartado, esse procedimento foi repetido 2 vezes. A papaína foi 

ressuspensa em 0.5 ml do tampão de digestão. 

 Adicionou-se 1 ml da amostra para o tubo com papaína imobilizada, e incubou-se por 5 

horas em banho Maria a 37°C com movimento rotatório de alta velocidade. Depois os fragmentos 

Fab e Fc solubilizado e IgG não digerida foram recuperados. 
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 A coluna de proteína A foi equilibrada com 13 ml de tampão, e 3 ml da solução digerida 

foi aplicada e deixou-se penetrar no gel. A coluna foi lavada com 6 ml de tampão e coletado o 

eluato onde estariam os fragmentos Fab. A avaliação da pureza foi feita por eletroforese. 

  

4.6. Obtenção de macrófagos peritoneais: 

 

 Células totais foram obtidas após lavagem da cavidade peritoneal com 5mL de solução de 

Hanks’ a 370 C. Este lavado peritoneal foi centrifugado (1500rpm/10 min/ 40C) e o número de 

células estimado pelo método de exclusão em azul de Trypan. Aproximadamente 5 x 105 células 

/mL foram mantidas por 2 horas em placas de 48 poços (Nunc). Em seguida os poços foram 

lavados com Hanks’para a remoção das células não aderentes e a monocamada de macrófagos 

peritoneais (aproximadamente 2.5 x 105/ mL) foi cultivada sob diferentes condições.  

 

4.7. Obtenção de linfócitos T esplênicos purificados: 

 

  Os baços foram retirados assepticamente e cuidadosamente macerados sobre tela de aço 

inox com a ajuda de um êmbolo de seringa e tratados com ACK, para eliminação das hemácias. 

Após sucessivas lavagens em Hanks’ o número de células viáveis foi aferido pela exclusão do 

corante azul de Trypan, usada a 0.1%, utilizando uma câmara de Newbauer. 

 Populações enriquecidas de células T foram obtidas por filtração em coluna de lã de nylon 

de células esplênicas de acordo com o método de Julius e colaboradores (1973) (Julius et al., 

1973).  As colunas de nylon (Fenwal Lab. Durfisld, IC, USA), foram lavadas com Hanks’. As 

colunas foram mantidas úmidas com Hanks’suplementado com 5% de soro fetal bovino e 

incubadas por 1 hora em estufa de atmosfera úmida contendo 7% de CO2 a 370 C. Após este 
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período o homogenato total do baço foi colocado sobre a coluna de lã de nylon umedecida (108 

células para cada 0.6 g de lã compactada em seringas de 10ml) e incubadas por 45 minutos a 370C 

em atmosfera úmida contendo 7% de CO2.  Em seguida as células não aderentes, enriquecidas de 

linfócitos T, foram recuperadas do líquido emergente após lavagem da coluna numa velocidade 

padrões de 1 gota/2 segundos. Após sucessivas lavagens a densidade celular total por mL de meio 

foi calculada pelo método de exclusão em azul de trypan utilizando câmara de Newbauer. As 

células T esplênicas foram recuperadas em média de 25 % do total de células aplicado 

inicialmente à coluna. 

 

4.8. Obtenção de células Apoptóticas : 

 

4.8.1. Pelo calor: 

 

Para baço apoptótico a suspensão celular foi ajustada para 4 X 107/ mL de meio 

incompleto (DMEM- Gibco BRL, Life Technologies) e incubadas em banho-maria a 430C/ 30 

minutos. Depois as células foram incubadas a temperatura de 37ºC por 18 horas e depois tratadas 

de acordos com os experimentos. 

Para obtenção de células T apoptóticas, as células purificadas foram submetidas ao mesmo 

tratamento descrito acima. 
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4.8.2. Por irradiação: 

 

Para baço apoptótico a suspensão celular foi ajustada para 4 X 107/ mL de meio 

incompleto e submetidas a 30Gy (3000 rads). Depois as células foram lavadas 2 vezes com meio e 

utilizadas nos experimento. 

 

4.9. Tratamento das células T apoptóticas: 

 

4.9.1.  Com os diferentes soros: 

 

 Células T purificadas apoptóticas (indução pelo calor) foram ajustadas para uma 

concentração de 8 X 10 6 células/ mL em três tubos separados. Em cada tubo foi adicionado 1% 

do soro crônico (SC), Crônico apoptótico (SCA) e normal (SN) e incubados por 30 minutos a 4oC. 

Em seguida, as células foram lavadas três vezes para retirar o soro não adsorvido e usadas 

nos experimentos. 

 

4.9.2. Com as Imunoglobulinas purificadas: 

 

 Células T purificadas apoptóticas (indução pelo calor) foram ajustadas para uma 

concentração de 8 X 10 6 células/ mL em três tubos separados. Em cada tubo foi adicionado 

5µg/ml de acordo com o experimento da IgG ou IgM purificadas dos diferentes soros e incubados 

por 30 minutos a 4oC. 
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Em seguida, as células foram lavadas três vezes para retirar a Ig não adsorvida e usadas 

nos experimentos. 

 

4.10. Obtenção do Extrato de Baço Apoptótico: 

 

Animais Balb/c 4-8 semanas foram sacrificados (3 animais) e o baço retirado 

assepticamente e processado em placa de petri contendo meio (Hank`s) gelado. 

A suspensão celular foi centrifugada e a 1500 rpm por 10 minutos. O pellet foi lisado com 

tampão de lise ACK, e lavadas 3 vezes. 

A suspensão foi submetida à irradiação numa dose de 3000 rads para indução de apoptose, e 

depois colocadas em cultura por 1 hora em estufa a 37oC e 7% de CO2, e a viabilidade foi avaliada 

pelo método de exclusão em azul de trypan , revelando uma mortalidade de cerca de 98%. 

 Após a morte das células a suspenção foi centrifugada e ressuspensa em tampão de 

Extração pH 6.8 (1.25 mL de Tris-HCl, 6,75 mL de água destilada e 2 mL de SDS a 10%) num 

volume de 10mL. Após a adição do SDS imediatamente a suspensão foi fervida por 10 minutos, 

depois centrifugada a 10000g  (12000 rpm) por 10 minutos e o sobrenadante recolhido. A 

dosagem  da concentração de proteínas foi avaliada  pelo método de Bradford . 

 

4.11. Co-cultura de macrófagos e células apoptóticas: 

 

 As monocamadas de macrófagos peritoneais (2.5 X 105/mL), foram infectadas numa 

proporção parasita:célula de 10:1 tripomastigotas de cultura de células ou metacíclicos. Após 18 

horas de interação, as monocamadas foram exaustivamente lavadas para retirar os parasitas não 

interiorizados. 
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 Células T apoptóticas previamente tratadas com 1% dos soros (SC, SCA, SN), com 1-5 

µg/ml da IgG ou IgM purificadas dos diferentes soros, ou 10 µg/ml dos fragmentos F(ab’)2 

purificados das IgG obtidas dos diferentes soros foram adicionadas à monocamada na 

concentração de 106 células/mL, num volume final de 500µL/poço. A placa foi incubada a 370C 

em atmosfera úmida contendo 7% de CO2 durante sete dias. Após este período, foi realizada a 

contagem dos parasitas (tripomastigotas) viáveis em câmara de Newbauer. 

 

4.12. Dosagem de citocinas: 

 

TNF-αααα: 

 Para quantificar a presença de TNF-α, sobrenadantes foram recolhidos das culturas após 

24 horas e submetidos à técnica imunoenzimática (ELISA para “enzyme-linked immunosorbent 

assay”). Para isso, placas de 96 poços (Maxisorp-Nunc Demark) foram devidamente 

sensibilizadas com anticorpo de captura (4µg/mL) e deixadas por 18 horas a 40C. No dia seguinte, 

as placas foram lavadas com solução de PBS-Tween, bloqueadas com solução de PBS 

suplementada com SFB a 10% e incubadas a 370C.  Ao final de 2 horas as placas foram lavadas e 

as amostras, bem como os padrões, adicionados. As placas foram mantidas a 40C por 18 horas e, 

depois lavadas exaustivamente para remover o material não adsorvido. Imediatamente, após a 

última lavagem dos poços, adicionou-se um volume de 100µL contendo o anticorpo de detecção a 

2µg /mL que foi deixado por 1 hora a 370C.  Ao final deste tempo, as placas foram lavadas e 

100µL de estreptoavidina-fosfatase-alcalina, diluída 1:2000 em solução de PBS suplementado 

com SFB a 10%, foi adicionado a cada poço e deixados por mais 1 horas a 370C. Depois, a placa 

foi lavada 8 vezes e o volume de cada poço foi substituído por 100µL do substrato diluído em 
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tampão Tris-MgCl (pH 9.8). A leitura foi realizada num leitor automatizado BioRad (Modelo 

3550-UV) utilizando filtro de 405 ηm. 

TGF-ββββ: 

 Para quantificar a presença de TGF-β, sobrenadantes foram recolhidos das culturas após 

72 horas e submetidos à técnica imunoenzimática (ELISA para “enzyme-linked immunosorbent 

assay”). Para isso, placas de 96 poços foram devidamente sensibilizadas com anticorpo de captura 

(4µg/mL em PBS) e deixadas por 18 horas a 40C. No dia seguinte, as placas foram lavadas com 

solução de PBS-Tween (solução de lavagem), bloqueadas com solução de PBS contendo 5% de 

Tween 20, 5% de sacarose e 0.05% de NaN3 e incubadas a temperatura ambiente.  Ao final de 1 

horas as placas foram lavadas e as amostras, bem como os padrões, adicionados. As placas foram 

mantidas a 40C por 18 horas e, depois lavadas exaustivamente para remover o material não 

adsorvido. Imediatamente após a última lavagem dos poços, adicionou-se um volume de 100µL 

contendo o anticorpo de detecção a 2µg /mL que foi deixado por 2 hora à temperatura ambiente.  

Ao final deste tempo, as placas foram lavadas e 100µL de estreptoavidina-fosfatase-alcalina, 

diluída 1:2000 em solução de “Tris buffered saline” suplementado com BSA a 3 % e 0.05 % de 

tween 20, foram adicionados a cada poço e deixados por mais 1 horas a 370C. Depois, a placa foi 

lavada 8 vezes e o volume de cada poço foi substituído por 100µL do substrato diluído em tampão 

Tris-MgCl (pH 9.8). A leitura foi realizada num leitor automatizado BioRad (Modelo 3550-UV) 

utilizando filtro de 405 ηm. 

OBS: Os sobrenadantes que foram submetidos ao ELISA para detecção de TGF-β, foram 

previamente tratados com HCl 1N (1:25), incubados por 1 hora à 4oC, e depois neutralizados com 

NaOH 1N (1:25) e imediatamente testados. 
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4.13. Análise por Western Blott: 

 

 O extrato de baço foi submetido à SDS-PAGE 12% a 30 Volts, para separação das 

proteínas como descrito (Laemmli, E. 1970). As proteínas foram transferidas para uma membrana 

de nitrocelulose a 50 Volts por 1 hora. Depois da transferência a membrana foi incubada overnight 

à 4oC com 10% de leite molico em pó em tampão de lavagem para bloquear as ligações não 

específicas. Após lavagem as membranas foram incubadas com os soros testes (Soro Normal-CT e 

Soro Crônico Chagásico-CHA) e o padrão (Soro Imune), por 18 horas à 4oC. No dia seguinte, as 

membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo secundário (anti-mouse IgG conjugado com 

peroxidase – Sigma Chemical ou anti- mouse IgM conjugado com peroxidase – Sigma Chemical) 

por 1 hora a temperatura ambiente. A reação foi detectada utilizando-se quimioiluminescência- 

(ECL), em filme raios-X Hyperfilm-ECL desenvolvido de acordo com as instruções do fabricante 

(Amersham). 

 

4.14. Imunofluorescência: 

 

 Macrófagos peritoneais foram retirados e colocados para aderir em lamínulas por 2 horas a 

37ºC. Depois as lamínulas foram lavadas e avaliadas no microscópio para observação da 

monocamada de macrófagos. Concomitantemente, células T de baço de camundongo foram 

induzidas a apoptose pelo calor. Depois tratadas com 1% dos diferentes soros (SN, SC, SI) por 1 

hora a 4ºC. As células foram lavadas e adiciondas a monocamada de macrófagos numa 

concentração de 10:1, deixando-as interagirem por cerca de 40 minutos. Depois, lavau-se a 

monocamada com hank´s e fixou-se as células com paraformaldeído 1% por 10 minutos. Após 

esse procedimento as lamínulas foram lavadas e os anticorpos marcados (anti-IgM-Pe, controle e 
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anti-IgG-PE) adicionados e  incubados por 30 minutos a 4ºC, depois as lamínulas foram montadas 

e visualizadas ao microscópio. 

 

4.15. Ensaio de Fagocitose: 

 

 Macrófagos na concentração de (5x 105) células foram aderidos em lamínulas e colocados 

em placas de 24 poços (Corning, NY) por 2 horas à 37ºC. Linfócitos apoptóticos foram absorvidos 

com 10 µg/ml de IgG purificada como descrito, lavados e adicionados à monocamada de 

macrófagos em meio livre de soro por 3 horas á 37ºC. As lamínulas foram lavadas, fixadas com 

metanol e coradas com May- Grunwald Giemsa. As células foram contadas (200células por 

lamínula) para determinar a percentagem da fagocitose dos macrófagos, e o número de linfócitos 

fagocitados por 100 macrófagos.  

 

4.16. Análise Estatística: 

 

 Os dados foram analisados pelo Student’t test para amostras independentes, usando Sigma 

Plot para Windows. Diferenças com valores p ≤ 0.05 foram considerados significantes. 

 

4.17. Reagentes e Soluções: 

 

• Anticorpos monoclonais anti-citocinas (mantidos à 40C após diluição): 

- Purified rat anti-mouse TNF-α (Pharmingen) usado a 4µg/mL 

- Biotin rat anti-mouse TNF-α (Pharmingen) Usado a 2 µg/mL 
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- Purified rat anti-mouse human, pig TGF- β(Pharmingen) usado a 4µg/mL 

- Biotin rat anti-mouse, human, pig TGF-β (Pharmingen) Usado a 2 µg/mL 

- Anti-CD16/CD32 mAb 2.4G2 (BD Biosciences, San Diego, CA) 

- Rat IgG2b,κ isotipo controle mAb (BioSource Europe, Belgium) 

- PE-labeled goat F(ab’)2 anti-mouse IgM, goat F(ab’)2 anti-mouse IgG e fragmentos controle 

F(ab’)2  ( Southem Biotechnology, Birminghan, AL) 

- Anti-TNF-α (clone MP6-XT3) mAb, e isotipo controle rat IgG1 mAb (BD-Biosciences). 

- TNF-α recombinante (2µg/50µl- Pharmingen) 

- TGF-β recombinante (40 µg//mL- Pharmingen) 

• Solução salina balanceada de Hanks’ (HBSS) (Gibco BRL, Life Technologies): 

• Tampão de Lise-Cloreto de amônio tamponado (tampão ACK) (Sigma Chemicals Co.). Foi 

utilizado para remoção das hemácias das suspensões celulares antes da cultura. 

• Estreptoavidina conjugada a fosfatase alcalina (Pharmingen) 1 µg/mL; 

• Paranitrofenol fosfato (PNPP) (Southern Biotechnology Associates Inc., Birmingham, AL), 

usado como substrato da estreptoavidina nos ensaios de ELISA (1 mg/mL); 

• Meios de Cultura: Os macrófagos foram cultivados em meio DMEM (Gibco BRL, Life 

Technologies), suplementado com 1% de Nutridoma NS (Boehringer Mannheim), L-

glutamina a 2mM (Sigma), 50 µM de 2-mercaptoetanol (ICN Biochemicals, Inc.), bicarbonato 

de sódio (2,0 g/L), piruvato de sódio (1 mM) (Sigma), aminoácidos não essenciais MEM 1 

mM (Sigma) e HEPES a 10 mM. Esta solução foi denominada meio completo.  

• RPMI (Gibco BRL, Life Technologies),utilizado para o cultivo de células Vero e obtenção de 

tripomastigota de cultura. 
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• Tampão de Eletroforese: Tris-base (Sigma) 3g; Glicina (Sigma) 14.4g; SDS (Sigma) 1g e água 

destilada qsp- 1000mL. 

• Tampão de Transferência: Tris a 0.025M; Glicina a 0.192 M; Metanol a 20% e água 

deionizada qsp- 1000mL. 

• Tampão de Lavagem: Tris-HCl a 0.02 M; NaCl a 0.5M; Tween 20 a 0.2% e água destilada 

qsp-1000mL. 
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5. Resultados 

 

1. Soro crônico chagásico interage com células T apoptóticas, e reduz a replicação do T. 

cruzi em macrófagos. 

 

Sabendo que a fagocitose de células apoptóticas por macrófagos infectados, favorece o 

aumento da liberação de parasitas (Freire-de-Lima, et al. 2000). Resolvemos avaliar se a 

opsonização de células T apoptóticas com o soro do animal cronicamente infectado teria efeito 

sobre o crescimento do parasita em macrófagos. Para isto, monocamada de macrófagos 

peritoneais residentes, obtidos de camundongo Balb/C normais, foram infectados com 

tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi e, co-cultivados com células T apoptóticas, induzidas 

pelo calor, previamente adsorvidas com os diferentes soros na concentração de 1%. Após 10 

dias as culturas foram avaliadas. 

Na interação das células T apoptóticas tratadas com o soro crônico (CHA), houve uma 

acentuada redução na liberação de parasitas quando comparado com o controle de células T 

apoptóticas, previamente tratadas com o soro do animal normal (CT). (Fig.1) 

Esses resultados indicam que o tratamento das células T apoptóticas com o soro 

crônico chagásico reduz a habilidade do T. cruzi para se replicar nos macrófagos. 
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Figura 1: Monocamada de macrófagos peritoneais residentes, obtidos de camundongos 

Balb/C normais, foram infectadas com tripomastigotas metacíclicos na proporção de 10: 1 e 

co-cultivadas com células T apoptóticas purificadas previamente e adsorvidas na presença de 

1% do soro crônico (CHA), ou 1% do soro normal (CT). O número de tripomastigotas viáveis 

foi determinado após 7 dias. Os resultados são a media e SE de triplicatas. **p< 0.01 para 

diferenças entre soro normal e chagásico. Experimento representativo de 3 experimentos com 

resultados idênticos.  
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2. Aumentada Reatividade de Autoanticorpos Contra Células Apoptóticas Presentes no Soro 

de Animais Chagásicos Crônicos (Western Blotting). 

Para investigar se o soro crônico chagásico (CHA) apresentava anticorpos reativos 

contra células T apoptóticas, fizemos um lisado total de baço e o induzimos a apoptose por 

radiação (3000 rads). Esse lisado foi submetido à técnica de Western Blotting. Para isso o  

lisado foi separado em gel de poliacrilamida a 12.5%, e transferido para nitrocelulose.  

O Western blotting foi feito usando soro de animal imunizado com baço apoptótico 

(controle positivo)  e os soros crônico (CHA) e normal (control). 

Na figura 2 observamos um aumento na reatividade do soro crônico chagásico (Cha) , 

o que sugere a presença de autoanticorpos dos isotipos IgM e IgG.   

 

     
Figura 2: Extrato de células apoptóticas foram fracionados por SDS- PAGE 12%. Western 

blotting foi feito com soro normal (N), soro imune (I) ou soro crônico chagásico (C), 

respectivamente. As proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e reagidos 

com os diferentes soros e reveladas com : A) Rabbit anti-mouse IgM (HRP- conjugado); ou B) 

Rabbit anti-mouse IgG (HRP-conjugado). As membranas foram reveladas com ECL (Plus 

detection system). Experimento representativo de 3 experimentos com resultados idênticos.  

A            B 
 N    I     C  N     I    C 

7,5 Kda 

194.000 

128.000 
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3. Presença de Autoanticorpos contra células T apoptóticas no Soro Crônico Chagásico 

(Imunofluorescência). 

 

 A análise pela técnica de imunofluorescência em co-cultura de células apoptóticas com 

macrófagos, foi feita com o intuito de confirmar a presença de autoanticorpos contra células T 

apoptóticas no soro crônico chagásico (CHA). (fig 3) 

Para isso, monocamada de macrófagos peritoneais residentes obtidas de camundongos 

Balb/C foram aderidos em lamínulas e incubados por 30 minutos com linfócitos T apoptóticos 

purificados e pré-tratados com os 1% dos diferentes soros . Para evitar a ligação de anticorpos 

secundários ao receptor Fc, coramos as culturas com os fragmentos IgM F(ab’)2 anti-mouse 

PE ou IgG F(ab’)2 .  

Os resultados mostraram que as células apoptóticas não tratadas, ou tratadas com o soro 

normal não coraram com o mouse IgM ou IgG (Fig.3A e B). Como controle positivo, células 

apoptóticas foram tratadas com soro de camundongo imunizado com linfócitos T apoptóticos, 

que continham anticorpos reativos contra células apoptóticas (Mevorach et al 1998). Este 

tratamento mostrou coloração positiva para ambos os anticorpos IgG e IgM contra células 

apoptóticas (Fig.3 D). Na figura 3 C indicou a presença de autoanticorpos dos isotipos IgM e 

IgG contra células T apoptóticas presentes no soro crônico chagásico.  
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Figura 3: Macrófagos peritoneais residentes obtidos de camundongos Balb/c normais foram 

incubados com células T esplênicas apoptóticas, previamente adsorvidas com soro normal, 

soro imune ou soro crônico chagásico por 30 minutos. As células foram coradas com goat 

F(ab)’
2 anti-mouse IgM-PE ou goat F(ab)’

2 anti-mouse IgG-PE e avaliadas ao microscópio 

ótico. A) Sem soro, B) Soro normal, C) Soro Crônico chagásico e D) Soro imune 
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4. IgG purificada do Soro Crônico Chagásico interage com Células T apoptóticas e diminui a 

replicação do parasita em macrófagos. 

 

 Após a forte sugestão da presença de autoanticorpos no soro dos animais cronicamente 

infectados com T.cruzi purificamos as imunoglobulinas presentes nesses soros por cromatografia 

de afinidade em coluna de proteína G (IgG) ou MBP (IgM) para avaliar o papel desses 

autoanticorpos no controle da replicação do parasita. Dessa forma, as IgM e IgG purificadas foram 

utilizadas para opsonizar as células T apoptóticas na concentração de 5µg/mL. Nos experimentos 

de co-cultura de células apoptóticas opsonizadas com as imunoglobulinas purificadas e 

macrófagos infectados com tripomastigotas metacíclicos pudemos avaliar a interação dos 

macrófagos com as células T apoptóticas opsonizadas.  A fagocitose das células apoptóticas 

opsonizadas com a IgG purificada do soro crônico chagásico (CHA) ocorreu uma acentuada 

redução na replicação do parasita quando comparadas com a IgG controle (CT) (Fig. 4 A). No 

entanto a IgM purificada não teve efeito. Esses resultados sugerem que os macrófagos estejam 

sendo ativados e conseqüentemente eliminando o parasita.  Como controle da pureza dos 

reagentes (figura 4B) foi feito um ELISA, onde pudemos avaliar a pureza das imunoglobulinas 

purificadas. 
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Figura 4: A) Monocamadas de macrófagos peritoneais residentes, obtidos de camundongos 

Balb/c normais, foram infectados com T. cruzi (tripomastigotas metacíclicos) na proporção de 

10:1 e co-cultivados com células T apoptóticas purificadas previamente e opsonizadas na 

presença da IgG ou IgM (5µg/mL) purificadas do soro crônico (CHA) ou  do soro normal 

(CT) . O número de tripomastigotas viáveis foi determinado após 7 dias. Os resultados são a 

media e SE de triplicatas. **p< 0.01 para diferenças entre controle e IgG chagásica. 

Experimento representativo de 2 experimentos com resultados idênticos. B) A dosagem das 

Imunoglobulinas purificadas foi feita pelo método de ELISA. 
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5. Células T apoptóticas tratadas com IgM e IgG purificada do Soro Crônico  Chagásico 

aumentam a fagocitose de macrófagos. 

 

Para avaliar se a imunoglobulina purificada do soro crônico chagásico (CHA) teria 

algum impacto sobre a fagocitose de macrófagos, experimentos com co-cultura de células T 

apoptóticas opsonizadas pela IgG ou IgM na concentração de 5µg/mL, purificadas dos 

diferentes soros (normal e crônico), e macrófagos peritoneais residentes, obtidos de 

camundongos Balb/c normais foram feitos. 

Como mostrado na figura 5 a IgG e IgM obtida do soro crônico chagásico (CHA) 

foram capazes de propiciar um aumento na capacidade fagocítica de macrófagos quando 

comparados a IgM ou IgG controle (CT). Esses dados indicam que ambas IgM e IgG do soro 

chagásico opsonizaram os linfócitos apoptóticos facilitando a fagocitose por macrófagos. 
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Figura 5: Monocamadas de macrófagos peritoneais residentes, obtidos de camundongos 

Balb/c normais, foram infectadas com tripomastigotas metacíclicos (10:1) e co-cultivadas com 

células T apoptóticas purificadas previamente e opsonizadas na presença da IgM ou IgG 

(5µg/mL) purificada do soro crônico (CHA), IgM ou IgG purificada do soro normal (CT) . A 

percentagem de fagocitose (A e C) e o número de células ingeridas /100 macrófagos (B e D) 

foi determinada após 3 horas em cultura. *p< 0.05, e **p< 0.01 para diferenças entre o 

controle e imunoglobulinas chagásicas. Experimento representativo de 2 experimentos com 

idênticos resultados. 
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6. A IgG purificada do soro crônico chagásico opsonizou os linfócitos apoptóticos levando a 

produção de TNF-αααα e morte dos parasitas. 

 

 Para avaliar a capacidade da IgG chagásica em modular a produção de citocinas, 

investigamos a secreção do TNF-α por macrófagos infectados que fagocitaram os linfócitos 

opsonizados pela IgG. (Figura 6).  A interação com linfócitos apoptóticos opsonizados pela 

IgG chagásica (CHA), na concentração de 5µg/mL induziu um aumento na secreção do TNF-

α, comparado com a IgG controle (CT), ou com linfócitos apoptoticos sozinhos (Figura 6B). 

Concomitante com a elevação na produção de TNF-α houve uma redução da replicação do 

parasita em macrofagos (figura 6 A). Para confirmar se a produção de TNF-α seria a 

responsável pela morte do parasita por macrófago que ingeriram células T apoptótica 

opsonizadas pela IgG purificada do soro crônico, experimentos de neutralização dessa citocina 

foram efetuados. A adição de um anticorpo monoclonal neutralizante contra TNF-α previniu o 

efeito protetor da IgG chagásica, levando a um aumento na replicação do parasita (Figura 6 C). 

O isotipo controle não teve efeito. A análise dos dados revelou que o bloqueio do TNF-α 

reverteu à morte do parasita induzida na presença da IgG do soro crônico. Esse resultado 

afirma que a produção dessa citocina é crucial no evento de redução da replicação do T. cruzi 

em macrófagos ativados pelo autoanticorpo. 
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Figura 6: Monocamada de macrófagos peritoneais residentes, obtidos de camundongos Balb/c 

normais, infectados com tripomastigotas (10:1). A) Sobrenadante das co-coculturas de 

macrófagos infectados com células T apoptóticas, opsonizadas com IgG do soro normal (CT 

IgG) ou IgG do soro chagásico (CHA IgG), sozinho (None) ou com células T apoptóticas 

(Apo), foram recolhidos após 48 horas de cultivo para a dosagem da produção de TNF-alfa. B) 

Para a neutralização do TNF-alfa as culturas receberam apenas meio (None), um mAb 

neutralizante anti-TNF-α, ou isotipo controle rat IgG1. O número de tripomastigotas viáveis 

foi determinado após 7 dias. Resultados são a media e SE de triplicatas. **p<0.01 para 

diferenças entre anti-TNF- α e meio ou controle IgG1. Experimento representativo de 2 

experimentos com resultados idênticos.  
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7. Células T apoptóticas tratadas com IgG purificada do Soro Crônico Chagásico controlam 

a replicação do parasita e Diminuem a Produção de TGF-ββββ por Macrófagos Infectados. 

 

 A replicação exacerbada de T. cruzi induzida por células apoptóticas requer a produção de 

TGF-β por macrófagos. (Freire-de-Lima et al 2000) 

Para definir se o autoanticorpo purificado do soro dos animais chagásicos crônicos (CHA) 

estaria modulando a produção de citocinas nos macrófagos, que fagocitaram as células 

apoptóticas opsonizadas, experimentos de co-cultura de macrófagos com células apoptóticas 

opsonizadas com a IgG purificada foram feitos com o intuito de analisar a produção de TGF-β 

nessas culturas. A análise dos sobrenadantes demonstrou que os macrófagos que foram co-

cultivados com células T apoptóticas tratadas com IgG purificada do soro crônico (CHA),  

reduziram a liberação de TGF-β no sobrenadante dessas culturas, comparadas com a IgG  

controle (Figura 7A). Essa diminuição na produção do TGF-β foi concomitante com a redução 

da replicação do parasita (Figura 7.B). Sugerindo, que a interação de células T apoptóticas 

opsonizadas com os autoanticorpos foi capaz de ativar os macrófagos levando a morte do 

parasita.   
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Figura 7: Monocamadas de macrófagos peritoneais, obtidos de camundongos Balb/c normais,  

infectadas com tripomastigotas (10:1) foram co-cultivadas com células T apoptóticas 

purificadas previamente e opsonizadas na presença da IgG purificada do soro crônico (CHA), 

IgG purificada do soro normal (CT) ou IgG (5µg/mL). A) Contagem de tripomastigotas 

viáveis após 7 dias de cultura, e B) Os sobrenadantes foram coletados após 48 horas e, 

submetidos ao método de ELISA sandwich para detecção de TGF-β. Resultados são a media 

SE de triplicatas de culturas. **p<0.01 para diferenças entre o controle e IgG chagásica. 
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8. O bloqueio do receptor Fc reverte à morte do parasita 

 

Os experimentos anteriores sugerem fortemente que os macrófagos, que ingeriram as 

células T apoptóticas opsonizadas pela IgG do soro crônico chagásico, estariam sendo ativados 

via receptor Fc (FcγRs). 

Para confirmar essa hipótese foram feitos experimentos de bloqueio do receptor Fc. 

Num primeiro momento, utilizamos o anticorpo monoclonal anti-CD16/CD32 (24G2) para 

bloquear o receptor.   

Os macrófagos infectados foram tratados previamente com o anticorpo monoclonal 

2.4G2 (αCD 16/32) ou com o isotipo controle. (Figura 8) 

O engajamento do Fcγ com o αCD 16/32 em macrófagos infectados na presença de 

células T apoptóticas absorvidas com o soro crônico chagásico teve uma redução no número 

de parasitas mais acentuada que a observada em co-culturas de macrófagos infectados com 

células T apoptóticas tratadas com o soro crônico na ausência do αCD 16/32.(Figura 8) 

O tratamento dos macrófagos infectados com αCD 16/32 nas co-culturas de células 

apoptóticas absorvidas com o soro normal não teve efeito (Figura 8). 

Esses dados sugerem que as células T apoptóticas absorvidas com o soro crônico 

chagásico sinergizam com o engajamento do receptor Fcγ para diminuir a replicação do 

parasita. 

Para verificar se o bloqueio do receptor Fc seria capaz de impedir a ativação dos 

macrófagos pelos autoanticorpos e impedir a interferência do fragmento Fc do anticorpo 

bloqueador resolvemos utilizar um fragmento Fab monovalente do anticorpo monoclonal 

2.4G2 como antagonista do FcγR. 
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Na monocamada de macrófagos infectados pelo T. cruzi foi adicionada à fração Fab do 

anticorpo bloqueador e seu respectivo controle.  

A figura 9 mostra que o bloqueio do receptor Fc foi capaz de reverter à morte do 

parasita induzida na presença do autoanticorpo comparados com o controle.  

Esse resultado sugere fortemente que a morte do parasita é devida à ativação do 

macrófago pelo receptor Fc. 

Para afirmar o papel do receptor Fc na via de ativação dos macrófagos pela 

Imunoglobulina G purificada do soro crônico chagásico, resolvemos utilizar a fração F(ab’)2 

da IgG purificada dos diferentes soros para opsonizar as células T apoptóticas. 

A co-cultura de macrófagos infectados pelo T. cruzi e células T apoptóticas 

opsonizadas pela fração F(ab’)2 foi realizada e pudemos verificar que a morte do parasita na 

presença da IgG do soro crônico foi interrompida quando apenas a fração F(ab’)2 da 

imunoglobulina foi utilizada (figura 10). 

Esses dados mostram que os receptores Fc (FcγRs) estão envolvidos no efeito protetor 

propiciado pelos linfócitos opsonizados pela IgG chagásica. 
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Figura 8: Monocamada de macrófagos peritoneais foram infectadas com T. cruzi (10:1) foram co-

cultivadas com células T apoptóticas purificadas previamente e adsorvidas na presença do soro 

crônico (CHA) ou soro normal (CT) (1%). Os Macrófagos foram previamente tratados com 

αCD16/32 mAb 2.4G2 (5µg/mL), ou o isotipo IgG controle. O número de tripomastigotas viáveis 

foi determinado após 7 dias. Experimento representativo de 2 experimentos com resultados 

idênticos.  

 

Figura 9: Monocamadas de macrófagos infectadas com T. cruzi foram co-cultivadas com células 

T apoptóticas purificadas previamente e opsonizadas com IgG fragmentos Fab do anti-CD16/32 

mAb 2.4G2 (50 µg/mL) ou IgG Fragmentos Fab do isotipo controle.**p<0.01 para diferenças 

entre o controle Fab e o anti-CD16/CD32 Fab. Experimento representativo de 2 experimentos com 

resultados idênticos. O número de tripomastigotas viáveis foi determinado após 7 dias. 
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Figura 10: Monocamadas de macrófagos infectadas com T. cruzi foram co-cultivadas com células 

T apoptóticas purificadas previamente e opsonizadas com fragmentos IgG F(ab)’2 purificada do 

soro crônico (CHA) ou  IgG Fragmentos F(ab)’2  purificada do soro normal (CT) ou IgG. p<0.01 

para diferenças entre o controle e IgG chagásica. Experimentos representativos de 2 experimentos 

idênticos. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

3

6

9

12

15

Control
Chagasic

Parasite number (x104)

              IgG       IgG F(ab') 2

None              APO

**

A

B

Número de parasitas (104) 

CHA 

CT 



Autoanticorpos contra células apoptoticas modulam 

o crescimento do Trypanosoma cruzi em macrófagos. 
80 

6. Discussão  
 
 
 No curso da doença de Chagas ocorre a produção de autoanticorpos (Szarfman et al., 

1975). As células apoptóticas podem ser um alvo potencial para essas imunoglobulinas, já que a 

apoptose de linfócitos é freqüente no decorrer da infecção pelo T. cruzi (DOS REIS et al, 2005), e 

células apoptóticas são imunogênicas, provocando a formação de autoanticorpos (Kim et al, 

2003). Nesta tese, nós investigamos como os autoanticorpos podem modificar o funeral fagocítico 

de células apoptóticas e a replicação do T. cruzi em macrófagos infectados. A eliminação das 

células apoptóticas por células fagocíticas é o evento final no programa de morte celular (FADOK 

et al, 2000). A remoção ocorre antes da lise, o que previne a liberação de conteúdos tóxicos e 

imunogênicos para o tecido (FADOK et al 1998a).   

 O processo de fagocitose de células apoptóticas é ativamente antiinflamatório, ou seja, 

ocorre à liberação de mediadores como TGF-β, IL-10 e PGE2. (HENSON et al, 2001; FADOK et 

al, 2001; FREIRE DE LIMA et al, 2006). Isso permite que a eliminação de células apoptóticas 

seja um processo silencioso sem a indução de resposta imune. No entanto, em situações de 

excesso de apoptose, ou deficiência nos mecanismos de remoção, existem evidencias da 

correlação da apoptose com a indução de autoimunidade (CASCIOLA ROSEN et al, 1996; 

LORENZ et al, 2000; HERKEL et al, 2001), pois antígenos de células apoptóticas tem sido 

amplamente reconhecidos como alvos de autoanticorpos num grande espectro de doenças 

autoimunes (EUGUCHI, K. 2001; CLINE & RADIC, 2004). Muitos trabalhos relacionam a 

deficiência de componentes da via clássica do complemento, como o C1q, como fator de 

predisposição para o desenvolvimento de autoimunidade (MORGAN & WALPORT, 1991; 

CLINE & RADIC, 2004). Essa deficiência acarreta uma diminuição na eliminação de células 
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apoptóticas, que são uma das maiores fontes de autoantigenos no Lupus Eritematoso Sistêmico 

(LES) (MEVORACH, 2000). 

 A ocorrência de um desequilíbrio na razão entre apoptose e remoção dessas células pode 

permitir o extravasamento de conteúdos imunogênicos e gerar autoanticorpos e autoimunidade 

(CLINE & RADIC, 2004). 

 A contribuição da apoptose para a indução de resposta autoimune foi diretamente testada 

pela administração de células apoptóticas em animais experimentais. Vários grupos de 

pesquisadores observaram que autoanticorpos para antígenos nucleares e fosfolipídios são 

produzidos em resposta a cada tratamento. (LEVINE et al, 1998; MEVORACH et al, 1998; 

BONDANZA et al 2003). Antígenos nucleares são gerados e liberados durante a apoptose, 

CASCIOLA ROSEN e colegas (1994) demonstraram que esses autoantígenos estão presentes nos 

“blebs” na superfície de células apoptótica tornando-os importantes partículas imunogênicas 

(CASCIOLA-ROSEN et al., 1994). Além disso, foi proposto que a fosfatidilserina exposta no 

exterior dos “blebs” pode também induzir a produção de anticorpos antifosfolipídios, reforçando a 

imunogenicidade desses “blebs” (CASCIOLA ROSEN, 1995; LORENZ et al, 2000). 

 Durante a infecção pelo T. cruzi ocorre um aumento na carga de células apoptóticas 

principalmente linfócitos T (LOPES et al, 1999). Esse aumento na apoptose de linfócitos T e B 

(SILVA et al, 2007) poderia gerar uma dificuldade na eliminação dessas células, o que acarretaria 

numa predisposição para a autoimunidade (RADIC et al, 2003). De acordo com essa 

possibilidade, anticorpos anti-nucleares (ANA), anti-fosfolipídios, e ribonucleoproteínas foram 

detectados na infecção experimental por T. cruzi e em pacientes chagásicos (BACH-ELIAS et al., 

1998). Estes anticorpos também estão elevados em modelos animais de imunização com excesso 

de células apoptóticas, ou com deficiência genética em mecanismos fagocíticos de remoção 
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(MEVORACH et al, 1998; EUGUCHI, K. 2001; FISHELSON et al, 2001; CLINE & RADIC, 

2004). 

 Com base nesses dados resolvemos avaliar a presença de autoanticorpos contra células 

apoptóticas no soro de animais infectados pelo Trypanosoma cruzi na fase crônica da doença e seu 

impacto na replicação do parasita em macrófagos. 

 A pré-incubação do soro, obtido de animais infectados na fase crônica da doença de 

Chagas, com células apoptóticas foi capaz de reduzir à replicação do parasita quando co-

cultivadas com macrófagos infectados (Figura 1). Esses dados sugerem que o pré-tratamento das 

células apoptótica com o soro crônico chagásico reduziu a habilidade do parasita de se replicar nos 

macrófagos. 

 Como descrito em vários trabalhos um aumento na concentração de células apoptóticas 

pode causar uma deficiência na eliminacão dessas células e predisposição para a formação de 

autoanticorpos (revisto por RADIC & CLINE 2004).  

Além disso, um trabalho recente de CHANG e colaboradores (2004) demonstrou 

diretamente que células apoptóticas tem um aumento de fosfolipídios oxidados (OxPLs) e que 

esses OxPLs oxidativamente modificados são imunogênicos. Además, a imunização de 

camundongos com células apoptóticas induziu altos títulos de autoanticorpos para vários epítopos 

dos OxPLs. 

Uma outra evidência da possibilidade de células apoptóticas apresentarem antígenos 

próprios para o sistema imune de uma forma que quebra os mecanismos normais de tolerância é a 

presença de autoanticorpos contra diferentes antígenos de células apoptóticas em animais 

imunizados com essas células (MEVORACH et al, 1998; GENSLER et al, 2001). Camundongos 

imunizados com células apoptóticas são capazes de gerar autoanticorpos contra componentes 

celulares como DNA e cardiolipina, sugerindo que as células mortas não somente servem como 
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alvos para os autoanticorpos, mas também provêem autoantígenos que produzem a resposta 

autoimune. 

 A doença de Chagas é uma infecção que leva a produção exacerbada de células 

apoptóticas (LOPES et al, 1999; DE MÉIS et al, 2006), e a exposição sistêmica dessas células 

estimula a produção de autoanticorpos reativos contra células apoptóticas. Dessa forma, 

resolvemos avaliar a possibilidade da presença de autoanticorpos no soro dos animais 

cronicamente infectados pelo T. cruzi. Para acessar essa possibilidade estudamos a reatividade do 

soro de animais na fase crônica da doença de Chagas sobre lisado de baço apoptótico. A figura 2 

revelou um aumento na reatividade do soro crônico o que sugere a presença de autoanticorpos 

contra células apoptóticas. 

Com o intuito de confirmar a presença desses autoanticorpos no soro de animais 

chagásicos crônicos analisamos pela técnica de imunoflorescência os diferentes soros (figura 3). 

Nossos resultados demonstraram a presença de autoanticorpos dos isotipos IgM e IgG reativos 

contra linfócitos apoptóticos no soro de camundongos cronicamente infectados com T. cruzi. A 

estrurura molecular reconhecida por esses autoanticorpos não foi determinada. No entanto, existe 

uma grande variedade de antígenos provenientes de células apoptóticas reconhecidos por 

autoanticorpos (CASCIOLA ROSEN et al., 1995; MEVORACH et al., 1998a). Esses resultados 

nos levaram a purificação dessas imunoglobulinas para confirmar o seu papel na opsonização dos 

linfócitos apoptóticos e conseqüente ativação dos macrófagos infectados em nosso sistema.  

A utilização da imunoglobulina purificada isotipo IgG do soro chagásico crônico foi capaz 

de mimetizar os mesmos efeitos induzidos pelo soro crônico (Figura 4). O isotipo IgM não teve 

nenhum efeito observado na carga parasitária (figura 4), nem na produção de TNF-α (dados não 

mostrados).  
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 Os receptores fagocíticos envolvidos no reconhecimento e na fagocitose das células 

apoptóticas são importantes para o tipo de resposta imune induzida. Os receptores que contribuem 

para o reconhecimento de células apoptóticas possuem um papel crucial na geração de uma 

resposta anti-inflamatória e na prevenção de uma resposta imune adquirida (FADOK et al, 2001; 

HENSON et al, 2001; HUYNH et al, 2002; LUCAS et al., 2006). Contudo, existem receptores 

que quando engajados levam a ativação do macrófago e elicitação de Resposta imune.   

O anticorpo IgM é capaz de se ligar na superfície de células apoptóticas através da porção 

Fab`do anticorpo. A exposição de fosfolipídios na membrana da célula apoptótica aumenta a 

ligação do IgM, que reconhece fosfolipídios alterados na superfície dessas células, e leva a 

ativação do complemento aumentando a fagocitose por facilitar o reconhecimento e ingestão 

dessas células mortas. (KIM et al, 2003; PENG et al, 2005; OGDEN et al, 2005). O IgM possui 

um papel importante na via clássica de ativação do complemento e eliminação de células 

apoptóticas, já que a fagocitose de células mortas mostrou-se reduzida em animais com 

deficiência de IgM no soro (OGDEN et al, 2005; TUOMINEN et al, 2006). 

Estudos prévios mostraram que a opsonização por complemento é requerida para uma 

fagocitose de células apoptóticas eficiente, e que a captura dessas células opsonizadas está 

associada com a expressão de citocinas antiinflamatórias como o TGF-β (GERSLOV et al, 2000). 

O reconhecimento de células mortas por IgM é, em parte, responsável pela ativação do 

complemento e leva a eficiente eliminação das células apoptóticas. (KIM et al, 2003). Assim o 

IgM contribui para a eficiente opsonização e captura de células apoptótica, aumentando a 

fagocitose dessas células por macrófagos (GAIPL et al, 2006). 

 Nossos resultados mostraram que o IgM do soro crônico chagásico opsonizou os 

linfócitos apoptóticos e aumentou a capacidade fagocítica dessas células (figura 5 A e B). 
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Com base nos dados acima podemos inferir que o anticorpo IgM esteja atuando como um 

acelerador na eliminação de células apoptóticas. É provável que a IgM tenha um papel anti-

inflamatório em nosso sistema, pela ativação do complemento, formação e deposição de iC3b em 

células apoptóticas. No entanto, nós não investigamos o papel do complemento no presente 

estudo.  

A opsonização de substratos com IgG desencadeia uma cascata de sinalização, através do 

“clustering” dos receptores Fcγ da superfície celular, que aceleram o processo de engulfamento e 

ativa a geração de vias microbicidas (CANETTI et al, 2003 ). 

Previamente foi demonstrado que a opsonização com soro imune pode aumentar a 

fagocitose. Já foi provado que a IgG opsoniza partículas para a fagocitose através dos FcγRs. O 

engajamento do receptor Fc (FcR) pode aumentar funções pró-inflamatórias de macrófagos, 

incluindo a produção de ROI e produção de citocinas por essas células, levando a um aumento na 

capacidade microbicida e fagocítica de macrófagos (UPPINGTON et al, 2006). 

Em nosso estudo, quando as células apoptóticas foram incubadas com a IgG purificada 

desse soro essas células foram opsonizadas aumentando a capacidade fagocítica dos macrófagos 

(figura 5 C e D).  

Anticorpos da classe IgG constituem parte crítica do sistema imune humoral. O efeito 

protetor dessa imunoglobulina resulta em parte da sua capacidade de estimular fagócitos 

profissionais como monócitos, macrófagos, e neutrófilos (NICHOLS et al.,2004). 

Nossos resultados sugerem que a opsonização de células apoptóticas pode ter um papel 

imunoprotetor na infecção pelo T. cruzi. Enquanto que as células apoptóticas sozinhas exacerbam 

o crescimento do parasita em macrófagos (FREIRE DE LIMA et al, 2000). 
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O anticorpo IgG contra células apoptóticas foi capaz de ativar os macrófagos levando a 

eliminação dos parasitas (Figura 4). 

 A redução no crescimento do parasita está associada com um aumento na secreção de 

TNF-α (Figura 6 A e B) e redução na produção de TGF-β por macrófagos infectados (Figura 7 A 

e B). Os linfócitos pré-tratados com IgG controle não foram capazes de induzir a secreção de 

TNF-α (Figura 6 B), e também não reduziram a produção de TGF-β (Figura 7 B). Esse resultado 

sugere que a concentração de anticorpo natural presente na IgG controle contra células apoptóticas 

é insuficiente para gerar qualquer efeito comparadas com a IgG chagásica. 

A neutralização do TNF-α eliminou o efeito protetor do linfócito opsonizado na redução 

da replicação do parasita em macrófagos (Figura 6 C). Esse resultado demonstra que a interação 

das células apoptóticas opsonizadas pelo IgG chagásico ativa os macrófagos infectados que 

passam a produzir TNF-α e eliminar o parasita. 

Resultados de nossos trabalhos mostraram evidências de que os receptores FcγRs estariam 

envolvidos nos efeitos proinflamatórios induzidos pelos linfócitos opsonizados com IgG 

chagásico. 

Os receptores Fc para imunoglobulinas (FcRs) possuem um papel importante na ativação e 

modulação negativa da resposta imune. Através da sinalização balanceada dos FcRs por 

receptores de ativação (presença da seqüência ITAM no domínio intracitoplasmático) ou inibição 

(presença da seqüência ITIM) regulam a atividade de várias células do sistema imune. (Revisto 

por RAVETCH & BOLLAND, 2001; TAKAI, 2002) 

O anticorpo monoclonal 24G2 anti CD16/CD32 intacto é um ligante agonista para o FcγR 

(YOUNG et al, 1984). Em nosso sistema foi detectado um sinergismo entre 24G2 intacto e 

linfócito T opsonizado no controle da replicação do parasita (Figura 8). Com o objetivo de 
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impedir a interferência do fragmento Fc no bloqueio do FcγR linfócitos apoptóticos opsonizados 

foram co-cultivados com macrófagos infectados previamente bloqueados com fragmentos Fab 

monovalente anti-CD16/CD32, esse tratamento aboliu o efeito protetor de eliminação do parasita 

(figura 9). Mostrando que para a observação desse efeito é necessário o engajamento do receptor 

FcγR com a porção Fc da IgG chagásica. 

Em camundongos o CD32 corresponde ao Fcγ RIIB um receptor FcγR inibitório que 

possui uma seqüência ITIM no seu domínio citoplasmático. (RAVETCH & BOLLAND, 2001; 

GERBER & MOSSER, 2001). Esses dados nos levam a hipótese de que os efeitos 

proinflamatórios induzidos por linfócitos apoptóticos opsonizados com a IgG chagásica seja 

induzido pela ligação ao CD16, já que o CD32 é um receptor inibitório. No entanto, experimentos 

futuros com animais KO serão necessários para estabelecer o papel do CD16 em nosso sistema. 

Confirmando o papel do receptor FcγR no efeito imunoprotetor de linfócitos opsonizados 

as células T que foram pré-tratadas com os fragmentos F(ab’)2 da IgG chagásica foram incapazes 

de reduzir a replicação do parasita em macrófagos (figura 10). Esses resultados mostraram que a 

porção Fc da IgG chagásica foi requerida para a indução de seu efeito protetor.  

Nossos dados sugerem um papel crucial dos receptores FcγR na indução do efeito protetor 

no controle do crescimento do parasita em macrófagos. 

Durante a infecção pelo T. cruzi existe a indução de apoptose. (TARLETON & ZHANG, 

1999). O grande alvo dessa morte celular são os linfócitos T. Na fase aguda da doença de Chagas 

ocorre um aumento na expressão da molécula Fas, o que leva a aumentada apoptose de células T 

CD4+. (LOPES & DOS REIS, 2000; SHARMA et al., 2000). 

A elevada taxa de apoptose pode gerar uma deficiência na eliminação de células mortas 

por fagócitos. (LORENZ et al., 2000; PITTONI & VALESINI, 2002; LICH et al.,2003). 
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Nesse contexto, onde existe a produção de autoanticorpos contra células apoptóticas e 

indução de apoptose pela infecção, a eliminação dessas células por fagócitos pode seguir duas vias 

distintas: uma antiinflamatória e outra proinflamatória. 

A fagocitose de células apoptóticas é um evento antiinflamatório ativo com produção de 

mediadores como o TGF-β e PGE2 (FADOK et al., 1998a; FREIRE DE LIMA et al, 2006 ). 

O reconhecimento de células mortas por fagócitos é feito por uma serie de moléculas 

presentes na superfície dessas células como a fosfatidilserina (Ptser). Além disso, proteínas 

solúveis como o C1q, C3bi e β2 glicoproteína são opsoninas que se ligam na superfície da célula 

apoptótica facilitando assim o reconhecimento e eliminação dessas células por fagócitos (Revisto 

por PITTONI & VALESINI, 2002; NAUTA et al., 2004). 

O IgM se liga na superfície de células apoptóticas, pois reconhece fosfolipídeos alterados, 

levando a ativação do complemento (C1q, iC3b) e aumentando a fagocitose por facilitar o 

reconhecimento e ingestão de células mortas. (OGDEN et al., 2001; GAIPL et al., 2006). 

Todos esses mecanismos levam a liberação de mediadores antiinflamatórios que desativam 

a resposta imune. 

Em nosso sistema podemos inferir que o autoanticorpo do isotipo IgM presente na fase 

crônica da infecção pelo T. cruzi funcione como opsonina, facilitando o reconhecimento e 

ingestão das células apoptóticas. 

Por outro lado, o anticorpo IgG funcionando como opsonina é capaz de ativar fagócitos 

por se ligar aos receptores Fcγ (FcγRs) (CANETTI et al., 2003). 

Nosso trabalho descreveu um mecanismo imunoprotetor para o IgG chagásico, no qual o 

autoanticorpo ao se ligar à célula apoptótica foi capaz de levar a ativação dos macrófagos e 

redução da parasitemia. Essa ativação era dependente dos FcγRs. 
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Este mecanismo descrito seria importante na fase crônica da doença de Chagas e poderia 

ter um papel no controle da replicação do parasita. No entanto, num ambiente fisiológico o 

parasita poderia não ser eliminado, já que a fagocitose de células apoptóticas mediada pelo IgM e 

complemento levaria a desativação dos fagócitos com produção de citocinas antiinflamatórias. 

Isso funcionaria como um contrabalanço à fagocitose proinflamatória mediada pelo autoanticorpo 

IgG.   

Nossos resultados demonstraram que o anticorpo IgG elicitado pela infecção por T. cruzi 

opsonizou linfócitos apoptóticos e previniu a replicação do parasita em macrófagos por 

mecanismos dependentes dos receptores FcγRs. 

Pesquisas futuras serão necessárias para identificar os epítopos alvos desses autoanticorpos 

e sua importância na patogênese da doença de Chagas. 
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7.Conclusão 
 
• A adsorção de Células T apoptóticas com o soro crônico chagásico reduz a habilidade do 

T. Cruzi para se replicar nos macrófagos. 

 

•  Células T apoptóticas adsorvidas aumentam a produção de TNF-α  e reduz a produção de 

TGF-β por macrófagos. 

 

• O Soro Crônico Chagásico contém autoanticorpos dos isotipos IgM e IgG reativos contra 

células T apoptóticas. 

 

• A opsonização de células apoptóticas por autoanticorpos IgM ou IgG facilitam a 

fagocitose por macrófagos. 

 

• A opsonização de células apoptóticas pelo IgG chagásico possui um papel imunoprotetor 

na infecção pelo T. cruzi.  

 

• A interação das células apoptóticas opsonizadas pelo IgG chagásico ativam os macrófagos 

infectados que passam a produzir TNF-α e eliminar o parasita. 

 

• O efeito protetor de eliminação do parasita observado necessita do engajamento do 

receptor FcγR com a porção Fc da IgG chagásica. 

•  
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• Nossos resultados demonstraram que o anticorpo IgG elicitado pela infecção por T. cruzi 

opsonizou linfócitos apoptóticos e previniu a replicação do parasita em macrófagos por 

mecanismos dependentes dos receptores FcγRs. 

 

• Os resultados sugerem que a presença de autoanticorpos IgG contra células apoptóticas 

podem desempenhar um papel no controle da replicação do parasita em macrófagos. No 

entanto, este mecanismo deve ser antagonizado pela opsonização de células apoptóticas 

por componentes do complemento. 
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