
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SANTA CASA DE MISERICÓRDIA DE BELO HORIZONTE
Núcleo de Pós-graduação e pesquisa

Avaliação do perfil de migração, ativação e produção 
de citocinas por células T CD4+ e CD8+ de pacientes 
portadores das diferentes formas clínicas da doença 
de Chagas.

Jacqueline Araújo Fiuza 

Belo Horizonte-MG
Agosto/2008

SANTA CASA DE MISERICÓRDIA DE BELO HORIZONTE
Núcleo de Pós-graduação e pesquisa

Avaliação do perfil de migração, ativação e produção 
de citocinas por células T CD4+ e CD8+ de pacientes 
portadores das diferentes formas clínicas da doença 
de Chagas.

Jacqueline Araújo Fiuza 

Belo Horizonte-MG
Agosto/2008



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



 

Jacqueline Araújo Fiuza 

 

 

 

 

 

Avaliação do perfil de migração, ativação e produção de citocinas por 

células T CD4+ e CD8+ de pacientes portadores das diferentes formas 

clínicas da doença de Chagas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Dr. Rodrigo Correa-Oliveira1 

         

1- Laboratório de Imunologia Celular e Molecular, Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ 

 

 

 

Belo Horizonte-MG 

Agosto/2008 

 

Dissertação apresentada ao programa 
de Pós-Graduação da Santa Casa de 
Misericórdia de Belo Horizonte, como 
requisito parcial para obtenção do 
título de mestre em biomedicina 
 



 

O trabalho experimental desta dissertação foi realizado no Laboratório de 

Imunologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ. 

 

 

COLABORADORES: 

 

Dra. Juliana de Assis Silva Gomes Estanislau1,2 

Dra. Andréa Teixeira Carvalho2 

Dr. Olindo Assis Martins Filho2 

Dr. Manoel Otávio Costa Rocha3 

Dr. Ricardo Toshio Fujiwara1,4 

Ana Thereza Chaves5,1 

Fernanda Fortes de Araújo1 

Rafaelle Christine Gomes Fares1 

 

1- Laboratório de Imunologia Celular e Molecular, Centro de Pesquisas René 

Rachou/FIOCRUZ 

2-  Laboratório de Biomarcadores de Diagnósitico e Monitoração, Centro de Pesquisas 

René Rachou/FIOCRUZ 

3-  Centro de Treinamento e Referência em Doenças Infecciosas e Parasitárias(CTR-DIP) 

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas 

Gerais 

4- Department of Microbiology, Immunology and Tropical Medicine- The George 

Washington University 

5-  Programa de Pós-Graduação em Clínica Médica e Biomedicina da Santa Casa de 

Misericórdia de BH/MG 

 

SUPORTE FINANCEIRO 

Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e tecnológico(CNPq) 

PAPES/FIOCRUZ 

FAPEMIG 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedico este trabalho a minha mãe,Tica e Flaviano, por fazerem parte da minha vida. Ao meu pai, vivo 

em minha memória e em meu coração. 

Ao André, que me completa com o seu infinito amor. 

 

 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Só existem dois dias no ano que nada pode ser feito. Um se chama ontem e o outro se chama 

amanhã, portanto hoje é o dia certo para amar, acreditar, fazer e principalmente viver”. 

Dalai Lama 

 
 

 
 
 



 

SUMÁRIO 
 
 

RESUMO 01 
  
  
ABSTRACT 02 
  
  
INTRODUÇÃO 03 
  
  
OBJETIVOS 19 
  

Objetivo Geral 20 
  

Objetivos Específicos 20 
  

  
MATERIAIS E MÉTODOS 21 
  

1. População Estudada 22 
  
2. Obtenção do antígeno solúvel de Trypanosoma cruzi (EPI)  24 
  
 3. Análise do fenótipo celular dos linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico 24 
  
 4. Análise de marcadores de superfície e citocinas intracitoplasmáticas em linfócitos T 
CD4+ e CD8+  25 
  

10. Análise estatística 33 
  
       
 
RESULTADOS 34 
  

1. Expressão da molécula de adesão CD62L por células T CD4+ e CD8+ do sangue 
periférico  35 
  
 2. Expressão do receptor de quimiocina CCR7 por células T CD4+ e CD8+ do sangue 
periférico 43 
  

 3. Expressão das moléculas co-estimulatórias CD45RA e CD45RO por células T CD4+ e 
CD8+ do sangue periférico 48 
  

4. Expressão das moléculas co-estimulatórias/adesão CD45RA/CCR7 e CD45RO/CCR7 
por células T CD4+ e CD8+ do sangue periférico de pacientes portadores de doença de 
Chagas e indivíduos não infectados 60 
  
5. Expressão de citocinas intracitoplasmáticas (IFN-γ e IL-10) por células T CD4+ e CD8+ 

apresentando o fenótipo celular CD45RAhigh e CD45ROhigh no sangue periférico de 
indivíduos portadores de doença de Chagas e não infectados 67 
  

  
DISCUSSÃO 73 

  



 

  
CONCLUSÃO 86 

  
  

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 88 
  
  
ANEXOS 111 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE FIGURAS 
 
 
Figura 1- Análise de linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico por citometria de fluxo 31 
 
Figura 2- Análise de linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico por citometria de fluxo 32 
  
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE TABELA 
 
 
TABELA 1: Características da população estudada 22 
  
  
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE QUADRO 
 
  
 
QUADRO 1: Relação dos anticorpos usados para caracterização das células T CD4+ e CD8+ 27 
  
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE GRÁFICOS 
 
 

 
 
GRÁFICO 1- Avaliação do percentual de células T CD4+CD62Lhigh e CD4+CD62L- do 
sangue periférico 35 
 
GRÁFICO 2- Avaliação do percentual de células T CD8+CD62Lhigh e CD8+CD62L- do 
sangue periférico 37 
 
GRÁFICO 3- Avaliação da razão de células T CD4+CD62LTotal/CD62L- e 
CD4+CD62Lhigh/CD62L- do sangue periférico 39 
 
GRÁFICO 4- Avaliação da razão de células T CD8+CD62LTotal/CD62L- e 
CD8+CD62Lhigh/CD62L- do sangue periférico 40 
 
GRÁFICO 5- Avaliação do percentual de células T CD4+CCR7high e CD4+CCR7- do 
sangue periférico 42 
 
GRÁFICO 6- Avaliação do percentual de células T CD8+CCR7high e CD8+CCR7- do 
sangue periférico 43 
 
GRÁFICO 7- Avaliação da razão de células T CD4+CCR7+/CCR7- e CD8+CCR7+/CCR7-  
do sangue periférico 45 
 
GRÁFICO 8- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45RAhigh e CD4+CD45RA- 
do sangue periférico 47 
 
GRÁFICO 9- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45RAhigh e CD8+CD45RA- 
do sangue periférico 48 
 
GRÁFICO 10- Avaliação da razão de células T CD4+CD45RATotal/CD45RA- e 
CD4+CD45RAhigh/CD45RA-  do sangue periférico 50 
 
GRÁFICO 15- Avaliação da razão de células T CD8+CD45ROTotal/CD45RO- e 
CD8+CD45ROhigh/CD45RO-  do sangue periférico 57 
 
GRÁFICO 16- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45RAhigh/CCR7+, 
CD4+CD45RAhighCCR7- e CD4+CD45RA-/CCR7- do sangue periférico 60 
 
GRÁFICO 17- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45RAhigh/CCR7+, 
CD8+CD45RAhighCCR7-  e CD8+CD45RA-/CCR7- do sangue periférico 61 
 
GRÁFICO 18- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45ROhigh/CCR7-, 
CD4+CD45ROhighCCR7+ e CD4+CD45RO-/CCR7+ do sangue periférico 63 
 
GRÁFICO 19- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45ROhigh/CCR7-, 
CD8+CD45ROhighCCR7+ e CD8+CD45RO-/CCR7+ do sangue periférico 64 
 
 
 
 
 



 

 
GRÁFICO 20- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45RAhighIFN-γ+ e 
CD4+CD45RAhighIL-10+do sangue periférico 66 
 
GRÁFICO 21- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45RAhighIFN-γ+ e 
CD8+CD45RAhighIL-10+do sangue periférico 67 
 
GRÁFICO 22- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45ROhighIFN-γ+ e 
CD4+CD45ROhighIL-10+do sangue periférico 69 
 
GRÁFICO 23- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45ROhighIFN-γ+ e 
CD8+CD45ROhighIL-10+do sangue periférico 

 
 
70 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 
 

APC – aloficocianina 

BCR- receptor de células B 

BSA – albumina sérica bovina 

CARD – indivíduos portadores da forma clínica cardíaca 

CCL- ligante de quimiocinas  

CCR- receptor de quimiocina 

CD –grupos de diferenciação (Cluster of differentiation)  

CD3- marcador de superfície celular da população de linfócitos T 

CD5- marcador de superfície de células T e B secretoras de IgM 

CD20- marcador de células B maduras 

CD25 – cadeia α do receptor para a citocina IL-2 

CD4 – marcador de superfície celular da subpopulação de linfócitos T  

CD8 – marcador de superfície celular da subpopulação de linfócitos T 

CD69- marcador de células T ativadas 

CD62L- molécula de adesão expressa em leucócitos não ativados 

CD45RA- marcador de superfície celular da população de linfócitos T virgens 

CD45RO- marcador de superfície celular da população de linfócitos T de memória 

CDG – indivíduos portadores da forma clínica cardiodigestiva 

COEP- Comitê de Ética em Pesquisa 

CTL- células citotóxicas 

CTR-DIP- Centro de Referência em Doenças Infecciosas e Parasitárias 

CXCR3- receptor de quimiocina expresso em células T e NK ativadas 

DNA- ácido desoxirribonucléico 

DIG – Indivíduos portadores da forma clínica digestiva 

DTH- Reação de Hipersensibilidade Tardia 

ECG- eletrocardiograma 

EDTA- ácido etilenodiaminotetracético 

ELISA- ensaio imunoenzimático 

HAI- hemaglutinação indireta 

HAS- hipertensão arterial sistêmica 

EPI – formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi 

FITC – Isotiocianato de fluoresceína 

FL – fluorescência  

FLS- solução de lise 

FOXP3- Forkhead Box P3 (regulador transcricional)  



 

FSC – Foward scalter, dispersão frontal relativa ao tamanho 

GITR- receptor da família do receptor de TNF induzido por glicocorticóides 

GlyCAM-1- molécula expressa nas vênulas do endotélio alto 

HEV- vênulas especializadas do endotélio 

HLA-DR – Antígeno Leucocitário Humano 

Id- anticorpo anti-idiotípico 

IFN-γγγγ – Interferon gamma 

Ig – imunoglobulina 

IL – interleucina  

IND – indivíduos portadores da forma clínica indeterminada 

KO- knock-out 

LCMV- Vírus da Coriomeningite Linfocítica 

LFA-1- função do linfócito associado ao antígeno 1 

LIT – meio de cultivo para formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi (Liver Infusion Tryptose) 

LT- linfócitos T 

MFF – solução fixadora 

MHC- complexo maior de histocompatibilidade 

mRNA- RNA mensageiro 

n- número de indivíduos analisados 

NHS- soro humano AB 

NO- óxido nítrico 

NK- células “natural killers” 

NI – grupo não infectado 

PBMC – células mononucleares do sangue periférico 

PBS – Tampão Fosfato Salínico 

PBS-P – PBS-W com 0,5% de saponina 

PBS-W – PBS com 0,5% de albumina sérica bovina 

PCR- reação em cadeia da polimerase 

PE – ficoeritrina 

PE Cy5- ficoeritrina associado ao cycromo 5 

RIFI- reação de imunofluorescência indireta 

RPMI – meio de cultura ( Rosweil Park Memorial Institute) 

RT-PCR- transcriptase reversa- reação em cadeia da polimerase 

SBF – soro bovino fetal 

SLO- órgãos linfóides secundários 

SSC – Side Scalter ou dispersão lateral relativa à complexidade celular/granulosidade  

TCM- células T de memória central 



 

TCR- receptor células T  

TEM – células T de memória efetora 

TGF-ββββ – Fator de Crescimento Tumoral beta 

Th0- células T CD4+ não se diferenciadas 

Th1- Células T CD4+ secretoras de citocinas IL-2, IFN-γ e TNF-α 

Th2- Células T CD4+ secretoras de citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 

TRIPO- Formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

RESUMO 
 

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das diferentes formas clínicas da doença 

de Chagas são ainda pouco compreendidos, sugerindo que múltiplos fatores possam estar 

envolvidos no seu estabelecimento. O papel da migração e ativação dessas células na  doença de 

Chagas ainda é pouco estudado apesar de ser uma análise fundamental para o entendimento da 

imunopatogênese causado pela infecção pelo Trypanosoma cruzi. Neste estudo foi avaliado o 

perfil de migração e ativação de linfócitos T CD4+ e CD8+ presentes em sangue periférico, antes 

e após estímulo antigênico in vitro. Foram avaliadas células de indivíduos não infectados (NI) e 

de pacientes assintomáticos portadores de infecção crônica pelo T. cruzi denominados de 

indeterminados (IND) e aqueles apresentando sinais ou sintomas cardíacos, denominados de 

cardíacos (CARD). Foi avaliada a expressão das moléculas de superfície: CD62L, CCR7, 

CD45RA e CD45RO em linfócitos T CD4+ e CD8+ e o padrão de citocinas intracelulares (IFN-γ, 

IL-10) sintetizadas por células virgens e de memória. Os dados mostraram que pacientes do 

grupo IND apresentaram menor percentual de células T CD4+ não ativadas (CD62Lhigh) com 

potencial de migração para órgãos linfóides, células CCR7+, enquanto os pacientes CARD 

apresentaram maior percentual de células T CD4+ ativadas (CD62L-) e menor percentual de 

células T CD8+CCR7+. Pôde-se observar que pacientes portadores da doença de Chagas, 

independente da sua forma clínica, apresentaram menor percentual de células T CD4+ e CD8+ 

virgens (CD45RAhigh) e maior percentual de células de memória (CD45ROhigh). Já a avaliação de 

células memória central (TCM) e memória efetora (TEM) demonstram que esses pacientes 

apresentaram um percentual elevado de células T CD4+, TCM e TEM. Pacientes IND apresentaram 

maior número de células T CD8+ TCM, enquanto o grupo CARD um maior número de células T 

CD8+ TEM. Pode-se observar que os pacientes portadores da forma clínica IND possuem mais 

células T CD8+CD45RAhigh secretando IL-10, enquanto pacientes CARD essas células secretam 

níveis mais elevados de IFN-γ. Neste estudo observamos diferenças no padrão de migração e 

ativação entre os grupos IND e CARD quando comparados ao grupo NI, como uma menor 

expressão de CD62L por células T CD4+, maior número de células T CD8+ de memória central, 

associada a maior secreção de IL-10 por células T CD8+ por pacientes IND, poderiam estar 

atuando como um dos mecanismos reguladores envolvidos, tendo um papel importante na 

proteção de hospedeiro contra uma resposta inflamatória exacerbada. 
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ABSTRACT 
 

The mechanisms involved on the development of different clinical forms of Chagas 

disease are still poorly understood, suggesting that multiple factors may be involved in its 

establishment. The role of cell migration and activation in human Chagas disease has 

received little attention despite its importance to the understanding of the 

immunopathogenesis caused by infection with Trypanosoma cruzi. This study evaluates the 

profile of migration and activation of CD4+ and CD8+ T lymphocytes present in peripheral 

blood before and after in vitro antigenic stimulation. We evaluated cells from non infected 

individuals (NI), patients with indeterminate (IND) or cardiac (CARD) clinical forms of 

Chagas disease. We evaluated the expression of the surface molecules: CD62L, CCR7, 

CD45RA and CD45RO in CD4+ and CD8+ T lymphocytes and the pattern of intracellular 

cytokines (IFN-γ, IL-10) synthesized by naive and memory cells. The data showed that 

IND patients had lower percentages of non activated CD4+ T cells (CD62Lhigh) with 

potential for migration to lymphoid organs, CCR7+ cells, while CARD patients showed a 

higher percentage of activated CD4+ T cells (CD62L-) and lowest percentage CD8+CCR7+ 

T cells. We observed that patients with Chagas disease, independent of their clinical form, 

showed a lower percentage of naive CD4+ and CD8+ T cells (CD45RAhigh) and a higher 

percentage of memory cells (CD45ROhigh). The evaluation of central memory cells (TCM) 

and effector memory (TEM) showed that in the hole blood from these patients there is a high 

percentage of both TCM and TEM CD4+ T cells. IND patients had higher frequency of TCM 

CD8+ T cells, as the group CARD presented higher number of TEM CD8+ T cells. It was 

observed that patients with the clinical form IND have higher percentage of 

CD8+CD45RAhigh T cells secreting IL-10, while in CARD patients these cells secreted 

higher levels of IFN-γ. In this study we observed differences in the pattern of cell surface 

migration and activation markers between the groups, as a reduced expression of CD62L by 

CD4 + T cells, increased number of CD8 + T cells of central memory, associated with 

increased secretion of IL-10 by CD8 + T cells in patients IND, could be serving as one of 

the regulatory mechanisms involved, taking an important protect role in host against a 

inflammatory response exacerbated.  
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A doença de Chagas é uma zoonose causada pelo hemoflagelado Trypanosoma 

cruzi. Segundo a Organização Mundial de Saúde, foram registradas na América Latina 

vinte e uma mil mortes decorrentes da doença de Chagas no período de 2005/2006 (WHO, 

2007). Estima-se que ainda existam 15 milhões de infectados na América Latina, com mais 

de 28 milhões de pessoas sob risco de transmissão, em cerca de 21 países endêmicos, sendo 

aproximadamente 41.200 novos casos por ano e 12.500 mortes/ano (WHO, 2007, DIAS, 

2007). A maioria desses casos atualmente está presente nos grandes centros urbanos, em 

subseqüência ao afluxo de indivíduos de baixa condição sócio-econômica (ROCHA et 

al.,1994). Apesar do progresso das últimas décadas quanto à erradicação de um dos vetores, 

como o Triatoma infestans no Brasil, em algumas áreas endêmicas a transmissão vetorial 

da doença de Chagas ainda permanece em outros países da América Latina, e através de 

outras espécies mesmo no Brasil (DIAS et al., 1997). 

A maior parte dos casos de infecção em seres humanos, ou em outros vertebrados, é 

produzida pelo contato da pele ou mucosas com fezes ou urina de insetos hematófagos da 

ordem Hemíptera, família Reduviidae e sub-família Triatominae, infectados pela forma 

tripomastigota do T. cruzi (CHAGAS, 1909). Os vetores se infectam quando formas 

tripomastigotas sangüíneas são ingeridas durante a sucção do sangue do hospedeiro 

vertebrado infectado. Uma vez no intestino posterior do inseto, as formas tripomastigotas se 

transformam em formas epimastigotas, que se multiplicam por divisão binária e, 

posteriormente, passam por alterações morfológicas e fisiológicas, transformando-se em 

tripomastigotas metacíclicos no reto do inseto, tornando-se aptas a penetrar em células do 

hospedeiro mamífero. Após o repasto, estas formas são eliminadas juntamente com as fezes 

do vetor, penetrando na pele lesada pela picada ou em mucosas íntegras, infectando tanto 

células fagocitárias quanto não fagocitárias. No interior das células do hospedeiro, as 

formas tripomastigotas se transformam em formas amastigotas, que conseguem escapar do 

vacúolo parasitófago para o citoplasma das células hospedeiras, onde se inicia um processo 

de divisão binária. Após a multiplicação, as formas amastigotas transformam-se em formas 

tripomastigotas que rompem as células, agora na circulação sangüínea, conseguindo 

infectar novas células ou sendo ingeridas por outro inseto vetor, dando continuidade ao 

ciclo biológico do parasito (BRENER, 1973; GARCIA et al., 1991; DIAS, 2000).  



 

Outros métodos de transmissão da infecção pelo parasito também são observados, 

como a via transfusional, congênita, por transplantes de órgãos e acidentes laboratoriais. A 

via transfusional é considerada a segunda via mais freqüente de infecção, tendo especial 

importância epidemiológica, uma vez que pode levar a doença a áreas sem transmissão 

natural (WENDEL, 1997; SCHOFIELD & DIAS, 1999; VINHAES & DIAS, 2000).  

A doença de Chagas é caracterizada por uma fase aguda e uma crônica. A fase 

aguda pode ser aparente (casos clássicos, principalmente detectados entre crianças de baixa 

idade) ou inaparente (casos que ocorrem em todas as idades) freqüentemente apresentando 

somente um quadro febril passageiro e inespecífico. Nesta fase, que dura cerca de um a 

dois meses, há uma parasitemia considerável, provavelmente devido à intensa multiplicação 

do parasito, facilmente detectável por exames de sangue a fresco (CERISOLA, 1977). A 

queda da parasitemia e da intensidade do processo inflamatório ocorrem em função da 

resposta imune efetora do hospedeiro, dando início à fase crônica. Nessa fase, os 

tripomastigotas sangüíneos são detectados apenas por métodos parasitológicos indiretos 

como xenodiagnóstico, hemocultura e/ou PCR (MINTER-GOLEDBLOE et al.,1978; 

CEDILLOS et al.,1982; BRONFEN et al.,1989; CHIARI et al.,1999; ÁVILA et al.,1993; 

DEGRAVE et al.,1994; JONES, 1993). 

Do ponto de vista clínico, os pacientes na fase crônica da infecção podem ser 

classificados como pertencentes à forma: indeterminada (IND), cardíaca (CARD), digestiva 

(DIG) ou cardio-digestiva (CDG) (MENEGHELLI, 2004, DUTRA et al., 2005). A forma 

clínica indeterminada é observada na maioria dos pacientes (50-60%) que podem 

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

apresentam nenhum sintoma ou sinal clínico da infecção, com todos os exames clínicos, 

radiográficos e eletrocardiográficos normais. Entretanto, a infecção pode ser evidenciada 

por testes sorológicos e parasitológicos positivos para T. cruzi (DIAS, 1989). Após 20 a 30 

anos, aproximadamente, 30 a 40% dos indivíduos infectados podem apresentar alterações 

eletrocardiográficas decorrentes da infecção chagásica, levando ao surgimento de arritmias 

e insuficiência cardíaca (BRENER, 1987, MORRIS et al., 1990, ROCHA et al., 2003). 

Anualmente, cerca de 2% dos indivíduos infectados evoluem para as formas mais graves 

(MORRIS et al., 1990, ROCHA et al., 2003). 



 

A miocardite chagásica crônica caracteriza-se por um infiltrado de células 

mononucleares, destruição de fibras cardíacas no foco inflamatório e comprometimento dos 

plexos nervosos, levando ao aparecimento de fibrose no tecido cardíaco (ANDRADE, 

1981; 2000). As manifestações digestivas são representadas pelos “megas”, onde aparecem 

alterações funcionais importantes. Os “megas” são dilatações permanentes e difusas de 

vísceras ocas ou de canais, acompanhados ou não de alongamentos da parede ocorrendo no 

esôfago e cólon. Os sintomas principais são disfagia, odinofagia, dor retroesternal, 

regurgitação, pirose, soluço, tosse, sialose (NEVES et al., 1995). Inquéritos realizados em 

áreas endêmicas mostram que a prevalência da forma clínica digestiva varia em torno de 6-

9% em indivíduos acometidos pela doença de Chagas (DIAS, 1989). 

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doença de 

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

patologia das diferentes formas clínicas sugere que fatores múltiplos possam estar 

envolvidos no seu estabelecimento.  

A escassez de parasitos contraposta à intensidade e extensão das lesões, assim como 

o prolongado período de latência que precede essas lesões têm levado diversos autores a 

avaliarem o envolvimento de fatores auto-imunes na patogênese da lesão chagásica. Alguns 

autores apontam para a existência de reação cruzada nos tecidos do hospedeiro a antígenos 

do T. cruzi (COSSIO et al., 1974; WOOD et al., 1982; ACOSTA & SANTOS-BUCH, 

1985; KIERSZENBAUM, 1986, 1999; VAN VOORHIS & EISEN, 1989; LEVITUS et al., 

1991; CUNHA-NETO et al., 1995, 1996; 2000; AL-SABBAGH et al., 1998; LEON & 

ENGMAN, 2001). Porém, estudos utilizando-se amplificação de DNA do T. cruzi em 

lesões inflamatórias do tecido cardíaco de pacientes chagásicos demonstraram a presença 

do parasito ou fragmentos de seu genoma nas lesões (JONES et al., 1993, OLIVARES-

VRAY et al., 1995; PALOMINO et al., 2000), sugerindo que a presença do parasito é 

importante para a patogênese da doença. ZHANG & TARLETON (1999) demonstraram 

haver uma correlação entre a persistência do parasito e a lesão tecidual no músculo. A 

eliminação do parasito dos tecidos, presumivelmente mediada pela atividade imunológica, 

correlaciona-se a uma baixa resposta inflamatória e resolução da doença. Estes autores 

sugerem que a persistência do parasito seja causa primária na patologia desenvolvida por 

alguns indivíduos portadores da doença de Chagas.  



 

Entretanto, outros fatores induzidos pela resposta imune contra os parasitos, têm 

importância na patogênese da miocardite chagásica, como, por exemplo, alterações dos 

mecanismos de imunorregulação. A mobilização do sistema imune é importante na redução 

da carga parasitária, mas, por outro lado, pode contribuir para o aparecimento das 

manifestações crônicas observadas em alguns pacientes (VAGO et al., 1996; HIGUCHI et 

al., 1997, AÑEZ et al., 1999, PALOMINO et al., 2000; TARLETON, 2001; ARAÚJO et 

al., 2007). 

É importante salientar que nenhum dos mecanismos listados acima (auto-imunidade 

ou resposta imune contra o parasito) é mutuamente exclusivo. Dentre os fatores que têm 

importância na patogênese da miocardite chagásica, está a própria resposta imune, quer seja 

humoral ou celular, bem como alterações nos mecanismos de regulação desta resposta. A 

mobilização do sistema imune é importante na redução da carga parasitária, mas, por outro 

lado, pode contribuir para o aparecimento das manifestações crônicas observadas em alguns 

pacientes. Acredita-se que as manifestações patológicas, tanto na fase aguda quanto na fase 

crônica da doença de Chagas, sejam conseqüência de mecanismos multifatoriais 

relacionados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro vertebrado, como a variabilidade das 

cepas, o tropismo, a antigenicidade e o tamanho do inóculo bem como a faixa etária, o sexo 

e, especialmente, características imunológicas (DIAS, 2000).  

Na doença de Chagas humana, a avaliação das populações celulares in situ 

envolvidas na infecção tem sido realizada através de estudos tanto ex vivo, quanto na lesão 

tecidual cardíaca ou digestiva. A análise ex vivo de células presentes no sangue periférico 

de pacientes na fase crônica demonstraram um grande número de células T e B ativadas 

circulantes (DUTRA et al., 1994). Um alto percentual das células B CD5+ está presente na 

circulação destes pacientes, sugerindo uma relação entre estes fenótipos celulares e a 

autoimunidade na doença de Chagas (DUTRA et al., 1994). Vale salientar que esta 

população de linfócitos é capaz de produzir antianticorpos e tem sido relacionada a alguns 

processos autoimunes no homem (HARDY & HAYAKAWAM, 1986, HARDY et al., 

1994). Em modelo experimental, MINOPRIO et al (2001) já haviam sugerido a relação 

entre esta população celular e patologia da doença de Chagas. Após estimulação in vitro 

por antígenos do T. cruzi ou anticorpos anti-epimastigotas (anticorpo anti-idiotípico - Id), 

observa-se uma proliferação diferenciada de populações celulares aos antígenos. Dessa 



 

maneira, a estimulação com antígenos do T. cruzi leva a uma expansão preferencial de 

células T ativadas enquanto anticorpos idiotípicos estimulam preferencialmente células B 

CD5+ e T CD8+. O fato de antígenos do parasito e anticorpos anti-parasito estarem 

presentes no hospedeiro durante a fase crônica da infecção, sugere o envolvimento destas 

populações celulares em mecanismos distintos e provavelmente no desenvolvimento na 

patologia chagásica (DUTRA et al., 2000). Em avaliação histopatológica de cortes de 

tecido de cólon de pacientes infectados pelo T. cruzi, portadores de megacólon, observa-se 

um alto percentual de células T (CD3+) e B (CD20+) (CORBETT et al., 2001, DA 

SILVEIRA et al., 2008). Além disso, as células NK e citotóxicas estão presentes em tecidos 

de pacientes com miocardiopatia chagásica, megaesôfago e megacólon, o que confirma a 

participação da resposta imune na perda neuronal que ocorre nesses pacientes, sendo um 

mecanismo comum do dano tecidual na patologia por T. cruzi (D’ÁVILA-REIS et al., 

1993; 2001, DA SILVEIRA et al., 2008). Porém as células T é a principal população 

encontrada no foco inflamatório nesses tecidos, enquanto as células T CD8+ são as mais 

encontradas em biópsias de tecido cardíaco de pacientes portadores da forma cardíaca da 

doença de Chagas (HIGUCHI et al., 1993; 1997; 2003; 2007, D’ÁVILA-REIS et al., 

1993). As células T CD4+ estão presentes em número bem menor quando comparadas às 

células T CD8+. O número de células T CD8+ aumenta na presença rara ou abundante de 

antígenos do T. cruzi, enquanto o número de células T CD4+ continua inalterado 

(HIGUCHI et al., 1997; 2003). Esses achados reforçam a hipótese de que a presença de 

antígenos do parasito possui um importante papel no desenvolvimento da miocardite 

chagásica, e que e há um certo grau de imunossupressão nesta fase da doença (HIGUCHI et 

al., 2003).  

As citocinas desempenham papel importante na regulação da resposta imune e, 

seguramente, estão envolvidas tanto na resistência a infecção quanto nos mecanismos 

relacionados à evolução da doença de Chagas. Vários estudos têm demonstrado a 

associação entre IFN-γ e a resistência do hospedeiro à infecção experimental pelo T. cruzi, 

uma vez que esta citocina desempenha papel central em induzir a ativação dos macrófagos, 

aumentando a produção de óxido nítrico (NO) e a inibição intracelular dos parasitos 

(REED,1988; McCABE et al.,1988,1991; NABORS & TARLETON, 1991; TORRICO et 

al.,1991; MUÑOZ-FERNÁNDEZ et al.,1992; VESPA et al.,1994; SILVA et al.,1995; 



 

CARDILLO et al.,1996; HOLSCHER et al.,1998; TALVANI et al.,2000; GARCIA at 

al.,2000; SOARES et al.,2001; MULLER at al.,2001). Por outro lado, a IL-10 é capaz de 

inibir a ativação de macrófagos induzida por IFN-γ, inibindo tanto a liberação de NO 

quanto a diferenciação de células Th1 (REED et al., 1994; ABRAHANSON & 

COFFMAN, 1996; SILVA et al., 1992; ABBAS et al., 2000). A miocardiopatia chagásica 

crônica tem sido descrita como uma reação inflamatória de hipersensibilidade tardia (DTH) 

(ANDRADE, 1983). Linhagens de células T CD4+ obtidas do tecido cardíaco tanto de 

camundongos quanto de humanos apresentando miocardiopatia chagásica crônica mostram 

perfil de citocinas do tipo 1 (CUNHA et al., 1996; RIBEIRO DOS SANTOS et al., 2001; 

ABEL et al.,2001). Este perfil é compatível com a doença de Chagas, uma vez que células 

do tipo 1 são fortes indutoras de resposta de hipersensibilidade retardada. Neste contexto, 

GOMES (2002) estudando o papel da resposta imune no desenvolvimento da patologia na 

doença de Chagas humana, observou que pacientes portadores da forma clínica cardíaca 

secretavam níveis elevados de IFN-γ enquanto indivíduos indeterminados secretavam 

baixos níveis desta citocina, mas por outro lado, secretavam níveis significativamente mais 

elevados de IL-10. Neste trabalho mostrou-se ainda, que a maioria das células produtoras 

de IL-10 eram monócitos, enquanto a principal fonte de IFN-γ eram linfócitos T 

CD3+CD4+, sugerindo uma relação entre a produção de IL-10 por monócitos e mecanismos 

protetores, além de uma associação entre a produção de IFN-γ por linfócitos TCD3+CD4+ e 

a morbidade da doença de Chagas.  

A avaliação do papel imunorregulador das citocinas na doença de Chagas humana é 

ainda escassa. DUTRA et al. (1996a), utilizando RT-PCR, analisaram os níveis de 

expressão de mRNA para várias citocinas em PBMC de pacientes portadores da doença de 

Chagas e indivíduos não infectados (NI). A análise de PBMC antes de estimulação 

antigênica mostrou que os níveis de expressão de mRNA para IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-γ 

encontravam-se aumentados nos pacientes quando comparados aos dos indivíduos NI. A 

estimulação de PBMCs de pacientes por antígenos parasitários (EPI e TRIPO) mostraram 

um aumento na expressão de mRNA para IFN-γ e baixa para IL-10. O inverso foi 

observado após estimulação por anticorpos anti-epimastigota. Estes achados sugerem que a 

presença simultânea de resposta a estímulos antigênicos assim como aquelas mediadas por 



 

anticorpos durante a fase crônica da doença de Chagas poderiam explicar a existência de 

reatividade inflamatória e anti-inflamatória detectada na maioria dos pacientes. 

Em estudo realizado por SAMUDIO et al. (1998a) foram demonstrados padrões 

distintos de expressão de citocinas por PBMC de pacientes portadores da doença de 

Chagas, que variaram de acordo com a endemicidade da infecção por região estudada e 

com o acometimento cardíaco. Na maioria dos indivíduos com eletrocardiograma (ECG) 

alterado e proveniente de áreas de alta endemicidade, o padrão de citocinas do tipo Th2 foi 

dominante, enquanto em grupo semelhante vindo de zonas de baixa endemicidade 

observou-se como padrão dominante a resposta imune do tipo Th1. Em indivíduos com 

ECG normal, aqueles originários de zonas de alta endemicidade, observou-se um padrão do 

tipo Th0, em oposição ao grupo de áreas de baixa endemicidade, onde foi encontrada uma 

resposta do tipo 1. Independentemente do perfil eletrocardiográfico e da endemicidade, a 

maioria dos pacientes apresentava expressão de mRNA para IL-2 diminuída, enquanto a 

expressão de mRNA para IL-10 encontrava-se consistentemente elevada, levando os 

autores a acreditar que a forma crônica da doença humana estaria associada a uma produção 

aumentada de citocinas do tipo Th2 em resposta ao parasito, que poderia, inclusive, estar 

regulando negativamente a produção de IL-2. Estudando crianças infectadas na fase aguda 

ou em fase inicial da forma clínica IND da doença de Chagas, SAMUDIO et al. (1998b) 

observaram um padrão do tipo Th1 (IFN-γ) predominante no primeiro grupo, enquanto o 

segundo apresentava um padrão de secreção de citocina do tipo Th0 ou Th1/Th2 (IL-4 e 

IFN-γ). Segundo os autores, esta indução seletiva de resposta do tipo Th0 com o decorrer 

da infecção seria importante para o desenvolvimento da resposta imune celular e humoral 

que diminuiria a carga parasitária, contribuindo assim para uma menor morbidade na fase 

crônica tardia. 

BAHIA-OLIVEIRA et al. (1998) levantaram a possibilidade de um papel duplo 

para o IFN-γ no desenvolvimento da doença de Chagas humana. Trabalhando com PBMCs 

obtidas de grupos distintos de pacientes - tratados e não tratados durante a fase aguda - os 

autores relataram níveis significativamente elevados desta citocina em pacientes 

considerados curados quando comparados a pacientes tratados não curados. 

Paradoxalmente, no grupo não tratado, composto por pacientes portadores da forma crônica 

da doença, IFN-γ esteve mais elevado em pacientes cardíacos do que pacientes 



 

assintomáticos. Baseados nestes dados, os autores sugerem que esta citocina poderia, 

portanto, estar envolvida tanto na proteção quanto no desenvolvimento da patogênese 

chagásica. Estes autores sugeriram ainda que o papel do IFN-γ na eliminação do parasito, 

em conjunto com a quimioterapia específica levaria a cura parasitológica dos pacientes 

(BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000) enquanto nas formas mais graves esta citocina estaria 

envolvida na indução de resposta inflamatória (GOMES et al., 2003). Interessantemente, 

camundongos com parasitismo reduzido e inflamação exacerbada demonstraram uma clara 

dissociação entre o parasitismo e inflamação, sugerindo a existência de um fino balanço 

entre o controle do parasitismo e a intensificação da inflamação cardíaca e a resposta do 

tipo Th1 durante o curso da infecção pelo T. cruzi (SOARES et al., 2001). ABEL et al. 

(2001) mostraram que pacientes cardíacos e assintomáticos secretam níveis diferentes de 

IFN-γ ao estímulo induzido pelo T. cruzi. Estudos realizados em nosso laboratório 

demonstraram que pacientes apresentando a forma clínica CARD apresentam variações 

significativas nos níveis de secreção de IFN-γ e IL-10 e que estes níveis estão diretamente 

correlacionados ao desenvolvimento das formas mais graves da doença de Chagas. 

Mostrou-se ainda, que pacientes CARD e IND secretam níveis distintos de IFN-γ ao 

estímulo induzido pelo T. cruzi, sugerindo que um perfil do Tipo 1 possa ter papel no 

desenvolvimento da cardiopatia. Em 2003, observamos que a razão entre as citocinas IFN-

γ/IL-10 aumenta nos pacientes CARD quando comparados aos IND, entretanto a razão 

IFN-γ/IL-10 nos pacientes IND era maior que nos CARD (GOMES et al.). 

Interessantemente, quando reavaliamos a produção destas mesmas citocinas após dois anos 

de estudo verificamos que os pacientes IND que evoluíram para a forma clínica CARD 

apresentavam uma diminuição ou inversão significativa da razão IL-10/IFN-γ (GOMES et 

al., 2005).  

As reações inflamatórias, observadas tanto durante a fase aguda quanto crônica da 

infecção, parecem ter papel importante na patogênese da doença. Nos tecidos afetados, 

ocorre produção local de vários mediadores imunológicos, causando uma intensa migração 

dos leucócitos durante a interação entre o parasito e as células do hospedeiro 

(CHANDRASEKAR et al., 1998). A migração linfocitária consiste no movimento de 

linfócitos da corrente sangüínea para os tecidos periféricos e a recirculação linfocitária é o 

movimento contínuo dos linfócitos na corrente sanguínea e nos vasos linfáticos, entre os 



 

linfonodos ou o baço e, se ativados, para sítios inflamatórios periféricos. O tráfico 

linfocitário entre o sangue e os tecidos é fundamental para o processo de resposta imune 

(EBERT et al., 2005). A recirculação linfocitária desempenha um papel crítico na resposta 

imunológica adaptativa. Em primeiro lugar, permite que um número limitado de linfócitos 

específicos para determinado antígeno tenha maior probabilidade de entrar em contato com 

mesmo antígeno em outras regiões do corpo. Em segundo lugar, permite que determinados 

tipos de linfócitos sejam levados à micro-ambientes teciduais onde sejam necessários para a 

resposta imunológica adaptativa (MACKAY et al., 1991, BUTCHER & PICKER, 1996). 

Por exemplo, as vias de recirculação de linfócitos inativos diferem das vias dos linfócitos 

efetores e de memória e essas diferenças são fundamentais para a forma como a resposta 

imunológica se desenvolve. Em geral, os linfócitos inativos recirculam entre órgãos 

linfóides periféricos e os linfócitos efetores migram para os tecidos periféricos locais de 

infecção e inflamação (GOWANS & KNIGHT, 1964, STAMPER & WOODRUFF, 1976, 

DUTTON et al., 1998).  

A migração dos linfócitos para determinados tecidos são mediadas por moléculas de 

adesão nos linfócitos, células endoteliais e matriz extracelular. A adesão dos linfócitos às 

células endoteliais que recobrem as vênulas pós-capilares em certos tecidos determina os 

tecidos em que os linfócitos entrarão. As moléculas de adesão expressas nos linfócitos 

responsáveis por esse processo são as selectinas, as integrinas e moléculas da superfamília 

das imunoglobulinas (Ig) (KRAAL et al., 1997, VON ADRIAN & MACKAY, 2000). O 

único papel do reconhecimento de antígenos na recirculação dos linfócitos deve ser o de 

aumentar a afinidade das integrinas linfocitárias por seus ligantes, levando à retenção das 

células que encontram seus antígenos no local anatômico onde ele está presente (SALMI & 

JALKANEN, 1997). Entretanto, um perfil de intensa migração linfocitária induzido por 

presença de antígenos de parasitos pode levar a um desenvolvimento da inflamação. 

HIGUCHI et al. (1997), avaliando biópsias e necropsias de tecido cardíaco, observaram 

que pacientes infectados pelo T. cruzi, portadores da forma cardíaca apresentavam maior 

percentual de células T CD8+ e de antígenos do parasito, associando a presença de 

antígenos do parasito e o desenvolvimento da miocardiopatia chagásica. 

As células T inativas migram e recirculam preferencialmente em órgãos linfóides 

periféricos, onde reconhecem e respondem aos antígenos estranhos. A migração das células 



 

T inativas da circulação para o estroma do linfonodo envolve uma seqüência de interações 

de várias etapas entre os linfócitos e as células endoteliais nas vênulas especializadas do 

endotélio (HEV). Essa seqüência, que é semelhante à migração dos leucócitos para os 

tecidos periféricos, inclui inicialmente interações de baixa afinidade mediadas pelas 

selectinas, seguidas pelas quimiocinas estimulando a afinidade das células T com as 

integrinas, que por sua vez medeiam a forte adesão da célula T ao HEV. Os linfócitos 

inativos expressam em sua superfície um receptor que pertence à família das selectinas, que 

é chamado de L-selectina (CD62L). As selectinas constituem uma família de moléculas de 

adesão de leucócitos e de células endoteliais, que reagem com moléculas de açúcar em 

glicoproteínas específicas com características mucina-semelhantes. Particularmente, a 

CD62L é uma molécula de adesão, encontrada em linfócitos. Esta molécula se une a CD34 

e GlyCAM-1 nas vênulas endoteliais altas, iniciando a migração de linfócitos virgens para 

o tecido linfóide (SWAIN et al., 1996, KUNKEL et al., 1998, SALMI et al., 1998). 

Portanto, células circulantes que expressam níveis elevados de CD62L e interagem com 

essas moléculas de adesão, favorecendo o seu recrutamento para órgãos linfóides 

secundários (SLO’s) (BRADLEY et al., 1994). Células T de murinos que passam pela 

ativação nos SLO’s e deixam de expressar CD62L e expressam LFA-1 demonstram que 

células a maioria das células T CD4+ e CD8+ em infiltrados inflamatórios não expressam ou 

expressam pouco CD62L, indicando uma predominância de células ativadas no tecido 

cardíaco de animais infectados por T. cruzi (DOS SANTOS et al., 2001).  

Após a interação da molécula de adesão CD62L na célula com o endotélio, há a 

expressão dos receptores de quimiocinas, que tem sido descrita na modulação dos 

fenômenos que levam ao acúmulo de populações específicas de leucócitos em processos 

inflamatórios agudos e crônicos em uma série de doenças, principalmente na transdução de 

sinais estimulando a migração dos leucócitos. Receptores de quimiocinas compreendem 

uma vasta família de proteínas que possuem sete domínios transmembrânicos unidos a uma 

proteína G que apresentam atividade claramente definida em leucócitos, onde teriam 

importância no desenvolvimento, diferenciação, distribuição anatômica, tráfego e função 

efetora das células. Dessa forma, a imunidade adaptativa eficiente necessita de encontro de 

antígenos exógenos e raras células antígeno-específicas em microambientes específicos 

dentro de SLO’s (ITANO & JENKINS, 2003). Os antígenos são, classicamente, levados da 



 

periferia pelas APC’s até os órgãos linfóides secundários. As células do ramo adaptativo do 

sistema imune, particularmente células T virgens, continuam a recircular via sangue total 

para os SLO’s, a não ser que encontrem seus respectivos antígenos (VON ADRIAN & 

MEMPEL, 2003). O reconhecimento do antígeno por um receptor de células T no 

complexo MHC em células T, e com apropriada co-estimulação induz profundas mudanças 

no comportamento da célula T, com significativa iniciação da resposta imune adaptativa.  

De acordo com o corrente paradigma, os dois cursos migratórios distintos das 

células apresentadoras de antígenos (APC’s) e células T, com convergência em zonas de 

SLO’s de células T, são determinadas pelo receptor de quimiocina CCR7 (SÁNCHEZ- 

SÁNCHEZ et al., 2006). CCR7 é altamente expresso por células dendríticas maduras, 

assim como por células T virgens e de memória central (SALLUSTO et al., 1999), onde 

dois ligantes de quimiocina CCL19 e CCL21 são produzidos constitutivamente em órgãos 

linfóides e vasos linfáticos. O importante papel de CCR7 no rolamento e posicionamento 

de células T virgens, células dendríticas nos SLO’s e o efeito resultante da resposta imune 

são ilustrados por uma profunda ruptura na arquitetura celular nos SLO’s em camundongos 

deficientes para o gene de CCR7 KO (CCR7 Knock-out) (SCHNEIDER et al., 2007). 

Conseqüentemente, esses animais demonstraram ter a sua capacidade reduzida de montar 

resposta imune primária (FORSTER et al., 1999). No entanto, estudos recentes indicam 

que CCR7 é indispensável para um impertubado desenvolvimento das células T tímicas e 

seleção negativa das células T auto-reativas (YIN et al., 2007, KUROBE et al., 2006). 

Portanto, a avaliação da função de receptores de quimiocinas tem contribuído para um 

melhor entendimento dos aspectos imunológicos importantes nas doenças infecciosas, 

doenças inflamatórias e infecções virais (MURPHY et al., 2000). ATO et al. (2003), 

avaliando camundongos infectados por Leishmania donovani, demonstraram que aqueles 

que apresentavam deficiência na expressão de CCR7 desenvolviam perfil de inflamação, 

contribuindo para o desenvolvimento da leishmaniose visceral.  

A expressão dos receptores de quimiocinas em diferentes subpopulações de 

leucócitos é altamente relevante para avaliação de sua ação na diferenciação ou ativação 

célular. Células T auxiliares dos tipos Th1 e Th2 expressam receptores distintos de 

quimiocinas e migram, diferencialmente, em resposta as várias quimiocinas. Alguns 

estudos têm demonstrado ainda que citocinas como IL-10 e IFN-γ podem regular a 



 

expressão de alguns receptores de quimiocinas na superfície de células T e monócitos 

(BONECCHI et al., 1998; SALLUSTO et al., 1999; GALLI et al., 2000). Alguns 

receptores de quimiocinas parecem ter um papel duplo na infecção pelo T. cruzi. Na doença 

de Chagas experimental, alguns trabalhos demonstram o importante papel da expressão de 

CCR5 em linfócitos, auxiliando na redução da replicação do parasito, que está associado a 

uma significativa redução da migração de células T, indicando que CCR5 é crucial para a 

migração de linfócitos para o tecido cardíaco de camundongos infectados (MACHADO et 

al., 2005, HARDISON et al., 2006). Porém GOMES et al. (2005) demonstraram que 

pacientes da forma CARD apresentam maior expressão de CCR5, associando com a 

morbidade da doença. Outros receptores são descritos na literatura, como CCR2 impedindo 

o parasitismo tecidual do coração na fase aguda (HARDISON et al., 2006) enquanto a 

molécula CXCR3 está relacionada ao desenvolvimento da miocardiopatia chagásica e 

CCR3 relacionada à proteção (GOMES et al., 2005). 

O tráfico de linfócitos parece ocorrer em diferentes vias e os respectivos caminhos 

que uma única célula T utiliza para migração dependem do status de maturação e ativação. 

As células T CD4+ e CD8+, CD45RA+ e CD45RA-, humanas apresentam diferentes vias 

recirculatórias dependendo do compartimento do organismo (MACKAY et al., 1991; 

PICKER et al., 1992). O antígeno comum de leucócito CD45, uma tirosina fosfatase 

transmembrana, está diretamente envolvido na ativação e adesão de linfócito  expresso em 

diferentes isoformas, através do splicing do mRNA entre os éxons 4, 5 e 6 em humanos,  

sendo diretamente envolvida na ativação e adesão de linfócitos (PITZALIS et al., 1988; 

KORETZKY, 1993); WAGNER et al., 1993, Thomas, 1989). CD45 é conhecido por 

possuir múltiplas isoformas de domínio extracelular Alta expressão (“high”) de CD45 

inclui os éxons A, B e C, sendo que A se refere a CD45RA; a isoforma de reduzida 

expressão (“low”) que perdem os éxons A, B e C se referem a CD45RO (JANEWAY, 

1992, STAHLS et al., 1998). Linfócitos expressando a isoforma CD45RA em altos níveis 

são consideradas principalmente como células não primadas e aquelas que expressão 

elevada da isoforma CD45RO são consideradas células primadas. Análise de células T 

CD8+ em sangue periférico humano por citometria de fluxo utilizando anticorpos 

monoclonais que reconhecem tanto a isoforma high quanto a low demonstra populações de 

células que são CD45RAhigh, outras que são CD45ROhigh, e células intermediárias que co-



 

expressam CD45RA e CD45RO (PRINCE et al., 1992, ZOLA et al., 1992). Pela regulação 

da extensão da fosforilação das moléculas de sinalização na superfície celular, as diferentes 

isoformas de CD45 parecem regular a resposta das células T a diversos estímulos. As 

células T CD8+CD45ROhigh apresentaram melhor resposta proliferativa à estimulação por 

anti-CD3 comparado a células T CD8+CD45RAhigh (DE JONG et al., 1991).  Linfócitos 

CD4+ expressando a isoforma CD45RA em altos níveis são considerados principalmente 

como células não-primadas (BELL & SPARSHOTT, 1990). Estudos in vivo sugerem que o 

fenótipo CD4+ CD45ROhigh migram predominantemente para tecidos não-linfóides, como 

pele ou na superfície epitelial do pulmão (MACKAY et al., 1990, SALTINI et al., 1990). 

Em contraste, linfócitos não-primados CD4+CD45RAhigh preferencialmente recirculam do 

sangue para órgãos linfóides secundários, como linfonodos periféricos (MACKAY et al., 

1990; 1992). Na doença de Chagas, estudos avaliando essas populações mostram que 

pacientes portadores da fase crônica apresentam menor percentual de células T virgens 

quando comparados a indivíduos não infectados (DUTRA et al., 1994, GRISOTTO et al., 

2001).  

Em humanos, células T CD8+ têm sido descritas por ter grande capacidade de  

responder a antígenos já conhecidos, principalmente aqueles que residem junto à população 

de células T CD45RO+ (MERKENSCHLAGER & BEVERLY, 1989). Por esse motivo tem 

sido proposto que células T CD8+CD45RAhigh constituem o conjunto de células T virgens e 

que as células T de memória expressam CD45RO, assim como foi proposto para as células 

T CD4+ (DUTTON et al., 1998). Entretanto, há evidências que sugerem que para células T 

CD8+, há diferentes características de ativação e secreção de citocinas dentro das 

populações CD45RA e CD45RO (DE JONG et al, 1991; INOUE et al., 1993). Em PBMC 

de adultos, há uma subpopulação de células T CD45RAhigh que expressam altos níveis de 

CD11a (molécula envolvida na adesão célula-célula); o número de células nessa 

subpopulação cresce com a idade, aumentando a possibilidade dessas células CD45RAhigh 

serem primadas (OKUMURA et al., 1993). Evidências indiretas de estudos em humanos da 

alteração de populações de células T in vivo  sugerem que células T CD45ROhigh podem 

reverter para CD45RAhigh (MICHIE et al., 1992, FUJII et al., 1992), porém estes estudos 

não avaliaram células T antígeno-específicas. Na doença de Chagas experimental, 

MARTIN & TARLETON (2005) avaliando população de células T CD8+ no baço em 



 

resposta à infecção, demonstraram que camundongos infectados apresentavam maior 

percentual dessas células de memória. Contudo, essas células não mostravam sinais de 

ativação recente, somente uma minoria dessa população expressa as moléculas CD25 e 

CD69. Portanto, camundongos cronicamente infectados apresentavam maior número de 

células T CD8+ de memória, porém não ativadas. 

Em contraste a células T virgens, a maioria das células efetoras/memória migra para 

tecidos periféricos (MACKAY et al., 1990). Esta migração medeia uma rápida resposta 

protetora e é controlada pela expressão de diferentes conjuntos de integrinas e receptores de 

quimiocinas (BUTCHER & PICKER, 1998, BAGGIOLINI, 1998). Contudo, algumas 

células T de memória migram para linfonodos para montar uma resposta secundária 

proliferativa. Nos últimos oito anos tem aumentado o reconhecimento que as células T de 

memória são heterogêneas, tanto na capacidade de migração quanto em função efetora. 

Essa heterogeneidade é refletida na corrente definição de células T de memória central 

(TCM) e memória efetora (TEM) (SALLUSTO et al., 2004). Como as células T virgens e de 

memória são identificadas pela expressão das isoformas CD45RA e CD45RO, 

respectivamente, e sendo a molécula CCR7 essencial para a migração de linfócito para 

linfonodos, a co-expressão dessas moléculas pode identificar subpopulações de memória 

das células T CD4+ e CD8+. As células TCM são caracterizadas pelo fenótipo CD45RA-

CCR7+ ou CD45RO+CCR7+, e as células TEM são CD45RA-CCR7- ou CD45RO+CCR7- 

(SALLUSTO et al., 1999). Em modelo experimental, MARTIN & TARLETON (2005) 

observaram que camundongos infectados pelo T. cruzi apresentaram tanto o perfil TCM 

quanto TEM, porém não há distinção de forma clínica dos animais avaliados. Ainda em 

camundongos infectados por T. cruzi, BUSTAMANTE et al. (2008) mostraram que após 

tratamento, esses animais apresentavam conversão das células T CD8+ de TEM para TCM, 

gerando uma resposta protetora. 

Acreditamos, portanto, que no contexto da linha de estudo que desenvolvemos em 

nosso laboratório, da análise dos mecanismos de morbidade e controle da resposta imune na 

doença de Chagas, as células T CD4+ e CD8+ podem exercer papel importante para o 

desenvolvimento da patologia ou regulação da evolução. 

Apesar do grande número de trabalhos sobre a doença de Chagas, ainda existem 

controvérsias sobre a participação de fenômenos auto-imunes em sua patogênese, tornando 



 

a infecção pelo T. cruzi um interessante modelo de estudo sobre a recirculação das células 

T. O presente estudo permitiu contribuir com a produção de conhecimentos relevantes 

sobre o mecanismo de ativação, adesão, migração e regulação das células T CD4+ e CD8+ 

na doença de Chagas. 
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1- Objetivo Geral: 

 

Avaliar o perfil de migração e ativação de linfócitos T CD4+ e CD8+ e produção de 

citocinas em sangue periférico, após estímulo por antígenos do T. cruzi e estabelecer 

possível relação com o desenvolvimento das formas clínicas da doença. 

 

 

2- Objetivos Específicos: 

 

a) Avaliar a expressão da L-selectina CD62L em células T CD4+ e CD8+ do sangue 

periférico de pacientes portadores da doença de Chagas, antes e após estímulo antigênico; 

 

b) Avaliar a expressão do receptor de quimiocina CCR7 em células T CD4+ e CD8+ 

do sangue periférico de pacientes portadores da doença de Chagas, antes e após estímulo 

antigênico; 

 

c) Avaliar a expressão das moléculas co-estimulatórias CD45RA e CD45RO em 

células T CD4+ e CD8+ do sangue periférico de pacientes portadores da doença de Chagas 

antes e após estímulo antigênico; 

 

d) Avaliar a co-expressão das moléculas co-estimulatórias e de migração 

CD45RA/CCR7 e CD45RO/CCR7 nas células T CD4+ e CD8+ no sangue periférico de 

pacientes portadores da doença de Chagas antes e após estímulo antigênico; 

 

e) Avaliar a expressão de citocinas intracitoplasmáticas (IFN-γ e IL-10) por células T 

CD4+ e CD8+ expressando as moléculas CD45RA e CD45RO, do sangue periférico de 

pacientes portadores da doença de Chagas após cultura na ausência e presença de estímulo 

antigênico. 
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1- População Estudada 

A população estudada neste trabalho constou de 23 pacientes portadores da fase crônica 

da doença de Chagas e 11 indivíduos não-infectados, com a idade variando entre 29-73 

anos (TABELA 1). Estes pacientes foram provenientes do Ambulatório de referência em 

doença de Chagas do Centro de Treinamento e Referência em Doenças Infecciosas e 

Parasitárias (CTR-DIP) do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

TABELA 1: Características da população estudada 

Forma Clínica Sigla Total de 

indivíduos 

Sexo M/F Idade 

Não Infectados NI 11 5/6 29-61 

Indeterminada IND 9 6/3 30-68 

Cardíaca CARD 14 10/4 29-73 

  34 21/13  

 

 Após a avaliação clínica, eletrocardiográfica e laboratorial, foram selecionados 

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

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

dentre as três técnicas empregadas (RIFI, ELISA e HAI); idade compreendida entre 15 e 75 

anos; assentimento voluntário de participação na pesquisa. 

 Os pacientes que preencheram os critérios de inclusão foram divididos nos seguintes 

grupos: 

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

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

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

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

normais. 

Grupo 2: Constituído por pacientes portadores da forma clínica cardíaca grau V, 

caracterizada por cardiomegalia com ou sem sinais de insuficiência cardíaca; presença de 

alterações eletrocardiográficas compatíveis com associação do bloqueio completo do ramo 



 

direito e hemibloqueio anterior esquerdo; níveis de tensão arterial dentro de faixa (sistólica 

< 160 mmHg e diastólica  < 90mmHg);  

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

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

do diagnóstico de doença de Chagas, ausência de evidências clínicas e complementares de 

acometimento cardíaco não relacionado à doença de Chagas, e ausência de condições 

clínicas que possam alterar a função cardiocirculatória; conclusão dos exames propostos. 

 

Critérios de exclusão: 

 Foram excluídos deste estudo os pacientes que não preencheram os critérios de 

inclusão definidos, acima, e os que apresentaram: 

 Hipertensão arterial sistêmica (HAS). Definida operacionalmente como: pressão arterial ٭

medida durante o exame físico 160/95 mmHg, em mais de uma oportunidade ou; pressão 

arterial medida durante o exame físico entre 140-159/90-94 mmHg, em mais de uma 

oportunidade, associado a: 1)história de hipertensão arterial sistêmica, ou; 2) quarta bulha 

ao exame físico, ou; 3) provável sobrecarga ventricular esquerda ao eletrocardiograma 

(ECG) pelo critério de Romhilt-Estes, ou; 4) evidências de dilatação aórtica à radiografia de 

tórax; 

 ;Evidências clínicas ou laboratoriais de hipo ou hipertireoidismo ٭

 Diabetes mellitus ou tolerância reduzida à glicose, conforme anamnese, dosagem de ٭

glicemia em jejum e se necessário, prova de tolerância oral à glicose, (NATIONAL 

DIABETES DATA GROUP, 1979); 

 ;Episódio prévio sugestivo de doença reumática aguda ٭

 Doença pulmonar obstrutiva crônica, evidenciada pela história clínica, exame físico, ECG ٭

e alterações radiológicas sugestivas; 

 Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420 g de etanol (média ٭

diária acima de 60 g de etanol); 

 ;Evidências clínicas, eletrocardiográficas e/ou ergométricas de cardiopatia isquêmica ٭

 ;Outras cardiopatias ٭

 ;Gravidez, definida por critérios laboratoriais ٭



 

 Qualquer outra doença sistêmica significativa crônica ou aguda que pudesse interferer ٭

nos resultados dos método propostos; 

 ;Anemia significativa, definida arbitrariamente com hemoglobina menos que 10 g/dL ٭

 Distúrbios hidroeletrolíticos, especificamente, níveis séricos anormais de potássio e ٭

sódio;  

 ;Uso de corticóides e/ou imunossupressores  ٭

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

associadas ou não às manifestações clássicas de uremia. 

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

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

à doação de sangue. Este projeto foi aprovado pelos Comitês de Ética: 

• COEP do CPqRR- 14/2006 

• CEP da Santa Casa de Misericórdia de BH/MG- 068/2007 

 

2- Obtenção do antígeno solúvel da forma epimastigota de T. cruzi (EPI) 

As formas epimastigotas do parasito foram cultivadas e mantidas em meio LIT. As 

formas epimastigotas da cepa CL foram lavados três vezes em solução salina (PBS 0,15 M 

pH=7,4) por centrifugação e a massa úmida congelada e degelada três vezes. Completou-se 

a ruptura total dos parasitos por homogeneização em tubos (Potter Elvejen) a 40.000g 5 

vezes por 60 segundos cada, com 30 segundos de intervalo em banho de gelo. 

Subseqüentemente, as suspensões foram centrifugadas a 40.000g durante 60 minutos a 40C 

contra PBS. O fluido sobrenadante límpido foi coletado, dialisado em PBS por 48 horas a 

40C, esterilizado por filtração em filtro Millipore 0,22 µm. Após a dosagem de proteínas 

utilizando o método de Lowry, o material foi mantido em pequenas alíquotas (1 mL) a         

-700C até o uso. 

 

3- Análise do fenótipo celular dos linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico 

Os ensaios ex vivo de imunofenotipagem dos linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue 

periférico foram realizados seguindo o protocolo descrito a seguir: 

 Alíquotas de 50 µL das amostras de células sanguíneas coletadas a vácuo em tubos 

de 5 mL contendo anticoagulante EDTA (Vacutainer- BD, E.U.A) foram transferidos para 



 

tubos de poliestireno 5 mL (Falcon, Becton Dickinson- BD, E.U.A) e incubadas com 

anticorpos monoclonais de superfície marcados com ficoeritrina (PE), com isoticionato de 

fluoresceína (FITC), aloficocianina (APC) e ficoeritrina associado ao cycromo 5 (PE-Cy5). 

Os anticorpos utilizados neste trabalho estão descritos na TABELA 2 (BD Biosciences, 

USA). As células e anticorpos foram incubados por 30 minutos à temperatura ambiente, ao 

abrigo da luz. Posteriormente, as amostras de células foram lisadas e fixadas em 2 mL de 

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

seguida, foi adicionada às amostras 1 mL de PBS-W (PBS pH 7.4 contendo 0.5% BSA e 

0.1% de azida sódica) e estas foram centrifugadas a 400g por 10 minutos a 18oC 

(Centrífuga Beckman Modelo j-6b, E.U.A). O sobrenadante foi descartado e as amostras 

lavadas com 2 mL de PBS-W. Em seguida, as amostras foram fixadas com 300 µL de 

solução fixadora- MFF (10 g/L de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67 g/L de 

cloreto de sódio, pH 7.2- reagentes SIGMA, E.U.A). Após um período adicional de 15 

minutos a 4oC, a análise dos parâmetros fenotípicos foi determinada com o auxílio de um 

citômetro de fluxo (FACSCalibur- BD, E.U.A).  

 

4- Análise de marcadores de superfície e citocinas intracitoplasmáticas em 

linfócitos T CD4+ e CD8+  

As células sanguíneas dos pacientes que participaram deste estudo foram coletadas 

em tubo Vacutainer estéril contendo heparina. Alíquotas de 1 mL de sangue foram 

adicionadas em tubos de polipropileno de 12 mL (Falcon, E.U.A). É importante salientar 

que esse procedimento foi realizado em duplicata. As células do sangue periférico foram 

incubadas na presença de meio de cultura CMBlast (RPMI-1640 suplementado com 1,6% 

de L-glutamina, 3% de Antibiótico/Antimicótico e 5% de NHS GIBCO, E.U.A) apenas 

recebendo a denominação de cultura controle, ou na presença de antígenos solúveis da 

forma epimastigota (EPI) do T. cruzi, apresentando concentração final de 25 µg/mL, 

recebendo a denominação de cultura com estímulo específico (EPI). Os tubos foram 

previamente incubados durante 18 horas em estufa com 5% CO2 a 37oC (Forma Scientific, 

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

E.U.A), na concentração estoque de 1 mg/mL (concentração final de 10 µg/mL). As 

amostras foram incubadas por mais quatro horas em estufa nas mesmas condições acima. A 



 

utilização da Brefeldina assegura a retenção da citocina no interior da células, uma vez que 

essa substância mantém a citocina no complexo de Golgi. Após a incubação, 220 µL de 

EDTA (SIGMA, E.U.A) a 20 mM, diluída 1/10 (concentração final de 2 mM) foram 

adicionados diretamente às culturas. Os tubos contendo as amostras foram incubados por 

15 minutos em estufa com 5% CO2 a 37oC. Esse procedimento bloqueia o processo de 

ativação posterior das células e garante a obtenção de resultados padronizados e 

comparáveis. Posteriormente, foram adicionados as amostras de sangue 3 mL de PBS-W e 

estas foram centrifugadas a 800g por 10 minutos a 18oC. O sobrenadante foi aspirado 

deixando um volume final de 3 mL. Foram transferidos 200 µL deste sangue para tubos de 

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

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

temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lisadas e fixadas em 2 mL de 

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

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

10 minutos a 18oC. O conteúdo foi vertido e 300 µL de solução fixadora- MFF adicionados 

aos tubos. 

Para a detecção de citocinas intracitoplasmáticas, foram acrescentados aos tubos 2,5 

mL de PBS-P (PBS, pH 7.4, contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sódica e 0,5% de 

saponina) por 10 minutos à temperatura ambiente, seguidos da adição de 20 µL de 

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

posteriormente incubados por 30 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Após a 

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

1 mL de PBS-W. No final, foram adicionado 300 µL de solução fixadora- MFF. As 

amostras contendo a suspensão celular foram utilizadas para aquisição de dados em 

citômetro de fluxo (FACSCalibur- BD, E.U.A). Foram analisados 100.000 eventos totais. 

 

 

 

 

 

 



 

Quadro 1- Relação dos anticorpos usados para caracterização das células T CD4+ e 

CD8+ 

Nome Clone Concentração Função 

CD4 - FITC RPA-T4 0,5 µg Identificação de linfócitos T 

auxiliares; liga-se a MHC-II. 

CD8 - FITC RPA-T8 0,5 µg Identificação de linfócitos T 

citotóxicos; liga-se a MHC-I. 

CCR7 - PE 3D12 0,5 µg Controla a migração de 

linfócitos para foco 

inflamatório. 

CD45RA - APC HI100 0,5 µg Medeia a ativação do TCR e 

BCR, expresso em células T 

virgens. 

CD45RO -APC UCHL1 0,5 µg Medeia a ativação do TCR e 

BCR, expresso em células T 

de memória. 

CD62L - PE-Cy5 Dreg 56 0,5 µg Medeia tráfego de linfócitos e 

rolamento de leucócitos para 

sítios inflamatórios. 

IFN-γ - PE B-27 0,5 µg Ativa macrófagos e exerce 

funções críticas na imunidade 

inata e adquirida. 

IL-10 - PE JES3-9D7 0,5 µg Inibidor de macrófagos 

ativados. 

 

 

 

 

 

 

 



 

5- Obtenção e análise dos dados no citômetro de fluxo 

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

equipado com laser de argônio  e laser diodo, que permite a avaliação básica de 6 

parâmetros: dispersão frontal, referente ao tamanho celular  (FSC) e dispersão lateral 

referente à granulosidade celular (SSC), fluorescência do tipo 1 (FL1), fluorescência do 

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

e FL4 correspondem respectivamente a sinais luminosos emitidos pela excitação de FITC, 

PE, PE-Cy5 e APC. A identificação de populações celulares de interesse, bem como a 

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

de um sistema de computador e o software “Cell Quest” (BS, USA), acoplado ao citômetro. 

 A análise das células T foi feita obedecendo cada um dos objetivos específicos, da 

seguinte forma:  

a. CD62L  

Primeiramente foi selecionada a população de linfócitos totais, denominada 

R1, baseada em gráficos de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus 

granulosidade (SSC) (Figura 1A). Em seguida, gráficos de FL1 (CD4 ou CD8 

FITC) versus FL3 (CD62 PE-Cy5) foram construídos para identificar a 

segregação da populações CD4 e CD8 em 3 subpopulações cada: CD4+CD62L- 

(R2), CD4+CD62Llow (R3) CD4+CD62Lhigh (R4), e CD8+CD62L- (R2); 

CD8+CD62Llow (R3) e CD8+CD62Lhigh (R4) (Figuras 1B e 1C). 

A combinação das regiões R1 e R2, R3, R4 foi feita através da fórmula 

G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1 and R4, onde “and” designa a 

interseção dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2. 

 

b. CCR7 

Primeiramente foi selecionada a população de linfócitos totais, denominada 

R1, baseada em gráficos de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus 

granulosidade (SSC) (Figura 1A). Em seguida, gráficos de FL1 (CD4 ou CD8 

FITC) versus FL2 (CCR7 PE) foram construídos para identificar a segregação 

da populações CD4 e CD8 em 3 subpopulações cada:, CD4+CCR7-(R2), 



 

CD4+CCR7+(R3+R4); CD8+CCR7- (R2), CD8+CCR7+ (R3+R4) (Figuras 1D e 

1E). 

A combinação das regiões R1 e R2, R3, R4 foi feita através da fórmula 

G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1 and R4, onde “and” designa a 

interseção dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2. 

 

c. CD45RA e CD45RO 

Primeiramente foi selecionada a população de linfócitos totais, denominada 

R1, baseada em gráficos de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus 

granulosidade (SSC) (Figura 1A). Em seguida, gráficos de FL1 (CD4 ou CD8 

FITC) versus FL2 (CD45RA e CD45RO APC) foram construídos para 

identificar a segregação da populações CD4 e CD8 em 3 subpopulações cada: 

CD4+CD45RA- (R2), CD4+CD45RAlow (R3) e CD4+CD45RAhigh (R4); 

CD8+CD45RA- (R2), CD8+CD45RAlow (R3) e CD8+CD45RAhigh (R4) (Figuras 

1F e 1G); CD4+CD45RO- (R2), CD4+CD45ROlow (R3) e CD4+CD45ROhigh 

(R4); CD8+CD45RO- (R2), CD8+CD45ROlow (R3) e CD8+CD45ROhigh (R4) 

(Figuras 1H e 1I). 

A combinação das regiões R1 e R2, R3, R4 foi feita através da fórmula 

G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1 and R4, onde “and” designa a 

interseção dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2. 

 

d. CD45RA/CCR7 e CD45RO/CCR7 

Primeiramente foi selecionada a população de linfócitos totais, denominada 

R1, baseada em gráficos de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus 

granulosidade (SSC) (Figura 2A). Em seguida, foi construído um gráfico de FL1 

(CD4 ou CD8 FITC) versus granulosidade (SSC), onde as populações de CD4 e 

CD8 foram selecionadas, denominadas de R2 (Figura 2B e C). O próximo passo 

consistiu na construção de gráficos de FL4 (CD45RA e CD45RO APC) versus 

FL2 (CCR7 PE), onde foram selecionadas as subpopulações CD45RAhighCCR7+ 

(R3), CD45RA-CCR7- (R4), CD45ROhighCCR7- (R3) e CD45RO-CCR7+ (R4) 

(Figura 2D e E). 



 

A combinação das regiões R1 e R2, R3, R4 foi feita através da fórmula 

G2=R1 and R2, G3=R1 and R2 and R3 e G4=R1 and R2 and R4, onde “and” 

designa a interseção dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2. 

 

e. CD45RA/IFN-γ e IL-10 e CD45RO/IFN-γ e IL-10 

Primeiramente foi selecionada a população de linfócitos totais, denominada 

R1, baseada em gráficos de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus 

granulosidade (SSC) (Figura 2A). Em seguida, foi construído um gráfico de FL1 

(CD4 ou CD8 FITC) versus granulosidade (SSC), onde as populações de CD4 e 

CD8 foram selecionadas, denominadas de R2 (Figura 2B e C). O próximo passo 

consistiu na construção de gráficos de FL2 (IFN-γ e IL-10 PE) versus FL4 

(CD45RA e CD45RO APC), onde foram selecionadas as subpopulações 

CD45RAhighIFN-γ+ (R3), CD45RA-IFN-γ+  (R4), CD45RAhighIL-10+ (R3) e 

CD45RA-IL-10+ (R4); CD45ROhighIFN-γ+ (R3), CD45RO-IFN-γ+  (R4), 

CD45ROhighIL-10+ (R3) e CD45RO-IL-10+ (R4) (Figura 2F e G). 

A combinação das regiões R1 e R2, R3, R4 foi feita através da fórmula 

G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1 and R4, onde “and” designa a 

interseção dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Análise de linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico por citometria de fluxo 

A figura 1A representa o perfil celular obtido no contexto ex vivo, característico de gráficos de 

tamanho versus granulosidade. As figuras 1B e C representam um perfil celular obtido em gráfico 

de fluorescência 1 (CD4 e CD8 FITC) versus fluorescência 3 (CD62L PE Cy5). As figuras 1D e E 

representam um perfil celular obtido em gráfico de fluorescência 1 (CD4 e CD8 FITC) versus 

fluorescência 2 (CCR7 PE). As figuras 1F e G representam um perfil celular obtido em gráfico de 

fluorescência 1 (CD4 e CD8 FITC) versus fluorescência 4 (CD45RA APC). As figuras 1H e I 

representam um perfil celular obtido em gráfico de fluorescência 1 (CD4 e CD8 FITC) versus 

fluorescência 4 (CD45RO APC). 

R1

R2

R3

R4

R2

R3

R4

A B C

R2

R3

R4

R2

R3

R4

D E

R2

R3

R4

R2

R3

R4

F G

R2

R3

R4

R2

R3

R4

H I

R1

R2

R3

R4

R2

R3

R4

A B C

R2

R3

R4

R2

R3

R4

D E

R2

R3

R4

R2

R3

R4

F G

R2

R3

R4

R2

R3

R4

H I



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Análise de linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico por citometria de fluxo 

A figura 2A representa o perfil celular obtido no contexto ex vivo, característico de gráficos de 

tamanho versus granulosidade. As figuras 2B e C representam um perfil celular obtido em gráfico 

de fluorescência 1 (CD4 e CD8 FITC) versus granulosidade. As figuras 2D e E representam um 

perfil celular obtido em gráfico de fluorescência 4 (CD45RA e CD45RO APC) versus fluorescência 

2 (CCR7 PE). As figuras 2F e G representam um perfil celular obtido em gráfico de fluorescência 

4 (CD45RA e CD45RO APC) versus fluorescência 2 (IFN-γ e IL-10).  
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6- Análise Estatística 

 A análise estatística foi realizada a partir do teste não paramétrico Kruskal-Wallis 

seguido de Dunns, com o objetivo de detectar diferenças entre as medianas dos grupos 

estudados. O nível de significância definido foi de p<0,05 e todas as análises foram 

realizadas utilizando-se o Software GraphPad Prism 4.0 (San Diego, CA). 
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Os resultados serão apresentados em cinco partes a partir dos dados obtidos na 

avaliação do sangue periférico de pacientes portadores das formas clínicas indeterminada 

(IND) e cardíaca (CARD) da doença de Chagas assim como de indivíduos não-infectados 

(NI). Os estudos foram feitos tanto no contexto ex vivo como após cultura de células in 

vitro com ou sem estimulação por antígenos derivados do T. cruzi (EPI). A primeira parte 

se refere à avaliação da ativação celular analisando-se a expressão da molécula de 

superfície CD62L por linfócitos T CD4+ e CD8+, tanto ex vivo, quanto após estimulação in 

vitro. Na segunda parte dos resultados foram avaliados o percentual de expressão do 

receptor de quimiocina CCR7, responsável pela migração dos linfócitos para a zona dos 

linfonodos, nas células T CD4+ e CD8. A terceira parte dos resultados compreende a 

análise do percentual de expressão das moléculas CD45RAhigh e CD45ROhigh por linfócitos 

T CD4+ e CD8+, com o objetivo de caracterizarmos o perfil de células virgens e de 

memória nos grupos NI, IND e CARD. Na seção de resultados mostramos os dados 

referentes ao percentual de células duplo marcadas para CD45RAhigh/CCR7+ e 

CD45ROhigh/CCR7- por células T CD4+ e CD8+. Esta análise permite distinguir as células 

que estão migrando para os linfonodos e aquelas que estão migrando para o foco 

inflamatório. Na quinta e ultima parte, mostramos a análise de citocinas 

intracitoplasmáticas em linfócitos T CD4+ e CD8+ que expressam concomitantemente 

CD45RAhigh e CD45ROhigh com o objetivo de avaliarmos o padrão de citocinas produzidas 

por essas células. 

 

1- Expressão da molécula de adesão CD62L por células T CD4+ e CD8+ do sangue 

periférico  

O receptor de rolamento CD62L é responsável pela adesão do leucócito ao 

endotélio e está associada ao deslocamento dos linfócitos T virgens para os linfonodos 

periféricos. A molécula de superfície CD62L foi avaliada em células T CD4+ e CD8+ nos 

grupos NI, IND e CARD. Os resultados apresentados no Gráfico 1 mostram a avaliação da 

expressão da molécula CD62L em linfócitos T em sangue total, antes e após cultura com 

antígenos de epimastigota (EPI). A análise dos dados no contexto ex vivo revelou uma 

expressão significativamente menor (p<0,01) do percentual de células CD4+CD62Lhigh em 

pacientes portadores da forma clínica IND em relação aos pacientes CARD e indivíduos 



 

não-infectados (p<0,05) (GRAF-1A). O percentual de células T CD4+CD62L- (GRAF-1D) 

é bastante semelhante nos indivíduos não infectados e nos pacientes IND, apresentando 

valores bem mais baixos do que os obtidos pelas células T CD4+CD62Lhigh. Também foi 

observado um aumento significativo de células T CD4+CD62L- (p<0,05) no grupo CARD 

em relação aos indivíduos não infectados e (p<0,01) e ao grupo IND (GRAF-1D). 

Quando avaliamos a expressão de CD62L em cultura células de pacientes IND e 

CARD e indivíduos não infectados sem estimulo antigênico, observa-se um aumento 

significativo (p<0,01) nos pacientes CARD em relação aos pacientes IND (GRAF-1B). O 

grupo de pacientes CARD apresentou percentual significativamente maior (p<0,05) do que 

indivíduos NI (GRAF-1E).  

A avaliação na presença de antígenos de EPI não demonstrou nenhuma diferença 

estatisticamente significativa no percentual da expressão de células T CD4+CD62Lhigh 

(GRAF-1C). Entretanto observamos um aumento significativo (p<0,05) no percentual de 

células T CD4+CD62L-  no grupo CARD quando comparado ao grupo de  indivíduos não 

infectados (GRAF-1F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 1- Avaliação do percentual de células T CD4+CD62Lhigh e CD4+CD62L- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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Quando avaliado o percentual de células T CD8+CD62Lhigh e CD8+CD62L- nos 

contextos ex vivo, em cultura na presença ou ausência de antígenos de EPI, não observamos 

nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes IND e CARD 

ou indivíduos não infectados. Porém observa-se que pacientes CARD apresentaram uma 

tendência a ter um menor percentual de células T, tanto CD8+CD62Lhigh quanto 

CD8+CD62L-, em relação aos outros grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
GRÁFICO 2- Avaliação do percentual de células T CD8+CD62Lhigh e CD8+CD62L- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados  
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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Após a avaliação do percentual de células T CD4+ e CD8+ focando no perfil de 

expressão CD62Lhigh e CD62L- analisamos a razão do valor absoluto de células T CD4+ e 

CD8+ apresentando os fenótipos CD62L+/CD62L- e CD62Lhigh/CD62L-. Esta análise é 

importante para avaliar a proporção de células T virgens/ativadas no sangue periférico 

desses indivíduos. Pode-se observar uma diminuição significativa ex vivo (p<0,05) da razão 

do número de células T CD4+ CD62L+/CD62L- no grupo dos pacientes CARD quando 

comparado ao grupo de indivíduos NI (GRAF-3A). No mesmo contexto, não houve 

diferença estatisticamente significativa na razão de células CD4+ CD62Lhigh/CD62L- entre 

os grupos estudados (GRAF-3D).  

Quando avaliados os dados de cultura na ausência de estímulo antigênico, não foi 

observada nenhuma diferença significativa para os dois fenótipos avaliados de células T 

CD4+, CD62L+/CD62L- e CD62Lhigh/CD62L-, quando comparados os grupos CARD, IND e 

NI (GRAD-3B,E). Porém observa-se uma diminuição significativa (p<0,05) da razão de 

células T CD4+CD62Lhigh/CD62L- no grupo CARD quando comparamos ao grupo NI, após 

cultura na presença de EPI (GRAF-3F). Não foi observada diferença significativa da razão 

de células CD4+CD62L+/CD62L- entre os grupos avaliados (GRAF-3C).  

Quando avaliamos a razão das células T CD8+CD62L+/CD62L- e 

CD62Lhigh/CD62L-, não observamos nenhuma diferença estatisticamente significante entre 

os grupos chagásicos IND e CARD e indivíduos não infectados, em nenhum dos contextos 

ex vivo e culturas na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF-4). Apesar disso, 

os grupos de pacientes IND e CARD apresentaram tendência a uma menor razão de células 

T CD8+CD62L+/CD62L- quando comparado ao grupo NI, nos contextos ex vivo e culturas 

na presença ou ausencia de antígenos de EPI (GRAF-4D,E,F).  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 3- Avaliação da razão de células T CD4+CD62LTotal/CD62L- e 
CD4+CD62Lhigh/CD62L- do sangue periférico. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 4- Avaliação da razão de células T CD8+CD62LTotal/CD62L- e 
CD8+CD62Lhigh/CD62L- do sangue periférico. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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2- Expressão do receptor de quimiocina CCR7 por células T CD4+ e CD8+ do 
sangue periférico 
 

A molécula de superfície CCR7 é um receptor celular de quimiocina que transduz 

sinais que estimulam a migração e retenção dos leucócitos para as zonas dos linfonodos. 

Quando a molécula deixa de expressa (CCR7-) ou não é expressa, elas migram para o foco 

inflamatório, ou recirculam para órgãos linfóides secundários. 

A expressão do receptor de quimiocina CCR7 por  células T foi avaliada em sangue 

total de pacientes IND, CARD e indivíduos NI, tanto no contexto ex vivo e culturas na 

ausência e na presença de antígenos de EPI. A avaliação dos dados demonstra que o grupo 

IND apresenta diminuição significativa (p<0,05) de células T CD4+CCR7+ em relação aos 

grupos CARD e NI nos contextos ex vivo e em cultura na presença de antígenos de EPI 

(GRAF-5A,C). A avaliação das células CD4+CCR7+ nas culturas controle mostrou que o 

grupo IND apresenta diminuição significativa (p<0,05) do percentual dessas células em 

relação ao grupo NI (GRAF-5B). 

Quando as células CD4+CCR7- foram avaliadas observa-se uma tendência ao 

aumento do percentual dessas células  em sangue total de pacientes CARD tanto ex vivo 

como em cultura (GRAF-5D, E,F) quando comparado aos grupos de pacientes IND e 

indivíduos NI. 

A análise do fenótipo celular CD8+CCR7+, mostrou que o grupo CARD apresentou 

um percentual significativamente menor dessas células (p<0,05) quando comparado ao 

grupo IND, no contexto ex vivo (GRAF-6A), porém a análise dos dados após cultura não 

mostrou diferença estatisticamente significativa entre os grupos (GRAF-6B, C) A análise 

do percentual de células T CD8+CCR7- não mostrou nenhuma diferença estatisticamente 

significante entre os grupos de pacientes IND e CARD e indivíduos NI, em nenhum dos 

contextos estudados (GRAF-6D, E, F).   

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 5- Avaliação do percentual de células T CD4+CCR7high e CD4+CCR7- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados.  
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 6- Avaliação do percentual de células T CD8+CCR7high e CD8+CCR7- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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Após a avaliação do percentual de células T CD4+ e CD8+ apresentando o perfil 

CCR7+ e CCR7-, analisamos a razão do valor absoluto de células T CD4+ e CD8+ 

apresentando o fenótipo celular CCR7+/CCR7-. Os grupos de pacientes CARD e IND 

apresentam tendência a uma menor razão do número de células/mm3 do fenótipo celular 

CD4+CCR7+/CCR7- quando comparado ao grupo de indivíduos NI, antes e após culturas, 

porém sem apresentar diferença estatisticamente significativa (GRAF-7A,B, C). Houve 

uma notável redução das razões dos valores absolutos de células T CD4+ CCR7+/CCR7- em 

todos os grupos estudados após culturas na ausência e na presença de antígenos de EPI 

(GRAF-7B, C), sem diferenças significativas.  

Quanto às células T CD8+, observa-se inclinação a uma menor proporção CCR7+ 

por CCR7- nos grupos IND e CARD confrontados com o grupo de indivíduos NI, nos 

parâmetros ex vivo e cultura na ausência de antígenos de EPI (GRAF-7D,E), mas diferenças 

estatisticamente diferentes não foram observadas. Após a cultura na presença de antígenos 

de EPI, observamos tendência do grupo CARD a uma menor razão das células 

CD8+CCR7+/CCR7- comparado aos outros dois grupos avaliados, sem diferença 

significativa (GRAF-7F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
GRÁFICO 7- Avaliação da razão de células T CD4+CCR7+/CCR7- e 
CD8+CCR7+/CCR7-  presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da 
doença de Chagas e não infectados.  
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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3- Expressão das moléculas co-estimulatórias CD45RA e CD45RO por células T 

CD4+ e CD8+ do sangue periférico 

A exposição do sistema imune a um antígeno estranho acentua sua capacidade de 

responder novamente ao antígeno, a esse fenômeno denominamos de memória 

imunológica. As células de memória apresentam características que as tornam mais 

eficientes na eliminação dos antígenos do que os linfócitos virgens, que não foram 

anteriormente expostos a antígenos. Os resultados mostraram que a expressão de 

CD45RAhigh, molécula expressa por células T virgens, foi significativamente menor 

(p<0,05) do que o percentual  de células CD4+CD45RAhigh de pacientes IND quando 

comparado aos indivíduos NI no contexto ex vivo (GRAF-8A). Não houve diferença 

significativa entre os grupos avaliados após cultura (GRAF-8B, C). Quando avaliado o 

fenótipo celular CD4+CD45RA-, células de memória, os dados não revelaram nenhuma 

diferença significativa entre os grupos avaliados tanto ex vivo quanto em culturas (GRAF-

8D, E, F).  

Os fenótipos CD45RAhigh e CD45RA- para as células T CD8+ também foram 

avaliados. No contexto ex vivo não foi observada diferença significativa entre os grupos 

estudados. Porém, a avaliação dos resultados obtidos após cultura na presença ausência e na 

presença de antígenos de EPI demonstra uma significativa diminuição (p<0,05) do 

percentual de células CD8+CD45RAhigh em pacientes CARD confrontado com indivíduos 

NI (GRAF- 9B). No entanto, pacientes IND (p<0,05) e CARD (p<0,01) apresentaram 

percentual significativamente menor quando comparados a indivíduos NI, em cultura na 

presença de antígenos de EPI (GRAF-9C). Não foram observadas diferenças significativas 

quanto ao percentual de células CD8+CD45RA- entre os grupos avaliados, nos contextos ex 

vivo, cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF- 9E,F,G).  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
GRÁFICO 8- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45RAhigh e CD4+CD45RA- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados.  
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 9- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45RAhigh e CD8+CD45RA- 
presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doença de Chagas e 
individuos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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 Os Gráficos 10 e 11 mostram os resultados de razão de células T CD4+ e CD8+ 

apresentando os fenótipos celulares CD45RATotal/CD45RA-, sendo que a população 

CD45RATotal representa a soma das subpopulações CD45RAhigh e CD45RAlow, e 

CD45RAhigh/CD45RA-. A análise dos dados no contexto ex vivo demonstra uma 

diminuição significativa (p<0,05) do número de células/mm3 da proporção de células 

CD4+CD45RATotal/CD45RA- dos pacientes IND em relação ao grupo NI (GRAF-10A). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos avaliados, nos contextos ex 

vivo e após cultura (GRAF-10B, C).  

 A avaliação dos dados da razão de células T CD4+CD45RAhigh/CD45RA- no 

contexto ex vivo mostra uma significativa diminuição (p<0,05) nos pacientes IND quando 

comparados aos indivíduos NI (GRAF- 10D). Os dados de razão após não apresentaram 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (GRAF-10E, F). 

 A análise dos resultados obtidos pela razão das células T CD8+ 

CD4+CD45RATotal/CD45RA- e CD4+CD45RAhigh/CD45RA- não apresentaram diferenças 

significativas entre os grupos de pacientes chagásicos e o grupo de indivíduos NI, nos 

contextos ex vivo e cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF-11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 10- Avaliação da razão de células T CD4+CD45RATotal/CD45RA- e 
CD4+CD45RAhigh/CD45RA-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores 
da doença de Chagas e individuos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 11- Avaliação da razão de células T CD8+CD45RATotal/CD45RA- e 
CD8+CD45RAhigh/CD45RA-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores 
da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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 Os resultados apresentados na Figura 12 mostraram que a expressão de 

CD45ROhigh, molécula expressa por linfócitos de memória, por células T CD4+ não 

apresenta diferença estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes IND e 

CARD e indivíduos NI, nos contextos ex vivo e em cultura de sangue total (GRAF-12A,B, 

C). Apesar de o grupo CARD apresentar uma tendência a um maior percentual dessas 

células no contexto ex vivo, quando comparado aos outros grupos (GRAF-12A) esta 

diferença não se mostrou significativa. Os dados do percentual de células T 

CD4+CD45ROhigh, após cultura sem estimulo mostraram um aumento significativo 

(p<0,05) no grupo IND quando comparado ao grupo NI (GRAF-12C). Não foi observada 

diferença significativa no percentual de células T CD4+CD45RO-, células virgens, nos 

contextos ex vivo e após cultura na presença de antígenos de EPI (GRAF-12D, F). Porém, o 

grupo CARD apresentou percentual significativamente maior (p<0,05) dessas células em 

relação ao grupo IND (GRAF 12-E). 

 Quando avaliados os dados da expressão de CD45ROhigh por células T CD8+, não 

apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos de pacientes IND e CARD e indivíduos 

NI, tanto ex vivo como em cultura in vitro (GRAF-13A,B, C), apesar do grupo CARD 

apresentar tendência a um maior percentual dessas células ex vivo, quando comparado aos 

outros grupos (GRAF-13A). Após cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI, 

os pacientes CARD apresentam diminuição do percentual dessas células (GRAF-13B, C). 

Os dados mostraram uma significativa diminuição (p<0,05) das células CD8+CD45RO- nos 

pacientes CARD quando comparados aos indivíduos NI no contexto ex vivo (GRAF-13D). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos estudados quanto ao 

percentual de células CD8+CD45RO- foram avaliados após cultura in vitro (GRAF-13E, F). 

  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 12- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45ROhigh e 
CD4+CD45RO- presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doença de 
Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 13- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45ROhigh e 
CD8+CD45RO- presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doença de 
Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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 Os Gráficos 14 e 15 mostram os resultados da análise da razão entre células T CD4+ 

e CD8+ apresentando os fenótipos celulares CD45RO(total)/CD45RO-, sendo que a 

população CD45ROTotal representa a soma das subpopulações CD45ROhigh e CD45ROlow, 

CD45ROhigh/CD45RO-. A análise dos dados não mostra nenhuma diferença significativa na 

proporção do valor absoluto CD4+CD45RO(total)/CD45RO- e CD45ROhigh/CD45RO- entre 

os grupos estudados, nos contextos ex vivo e cultura na ausência e na presença de antígenos 

de EPI (GRAF-14). 

 A avaliação dos dados da razão de células T CD8+CD45RO(total)/CD45RO- e 

CD45ROhigh/CD45RO- não apresentou diferença significativa entre os grupos CARD, IND 

e NI nos contextos ex vivo e cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF- 

15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
GRÁFICO 14- Avaliação da razão de células T CD4+CD45ROTotal/CD45RO- e 
CD4+CD45ROhigh/CD45RO-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores 
da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 15- Avaliação da razão de células T CD8+CD45ROTotal/CD45RO- e 
CD8+CD45ROhigh/CD45RO-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores 
da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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4- Expressão das moléculas co-estimulatórias/adesão CD45RA/CCR7 e 

CD45RO/CCR7 por células T CD4+ e CD8+ do sangue periférico de pacientes 

portadores de doença de Chagas e indivíduos não infectados. 

 

 A tripla marcação de linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico com as 

moléculas CD45RA, CD45RO e CCR7 nos permitem avaliar as vias de recirculação dos 

linfócitos: o percentual de células que estão em migração tanto para órgãos linfóides 

secundários quanto para foco inflamatório. Mas, principalmente, podem ajudar a distinguir 

as células de memória em duas sub-populações, resultado da seleção de sobrevivência das 

células efetoras e intermediárias geradas na resposta primária que se encontram em 

diferentes estágios de diferenciação (LANZAVECCHIA & SALLUSTO, 2000), sendo: 1- 

células de memória central (TCM), capazes de migrarem para linfonodos, possuem limitada 

função efetora, e se transformam em células de memória efetora após a resposta secundária, 

e 2- células de memória efetora (TEM), capazes de migrarem para foco inflamatório, 

produzirem citocinas rapidamente, porém, possuem pouca capacidade proliferativa.    

 A análise dos dados mostrou que não há diferença estatisticamente significativa na 

expressão de CD45RAhighCCR7+ por linfócitos T CD4+, nos contextos ex vivo e cultura 

celular in vitro (GRAF-16A,B, C). Quanto à avaliação do percentual de células T 

CD4+CD45RA-CCR7+, não foi observada nenhuma diferença significativa entre os grupos 

nos contextos ex vivo e in vitro na presença de EPI (GRAF-16D, F). Contudo, após cultura 

na ausência de antígenos de EPI, foi observada uma diminuição significativa (p<0,05) no 

percentual dessas células no grupo CARD quando comparado ao grupo IND (GRAF-16E).  

Os dados mostraram um aumento significativo no percentual de células T CD4+CD45RA-

CCR7- em sangue total de pacientes IND quando comparado a indivíduos NI, (p<0,05) 

tanto ex vivo como in vitro na presença de EPI ou sem estimulação ) (p<0,01) (GRAF-

16H). 

 Em linfócitos T CD8+, os dados mostraram uma diminuição significativa (p<0,05) 

na expressão do fenótipo CD45RAhighCCR7+ por sangue total de pacientes portadores das 

forma clínicas IND e CARD em relação aos indivíduos NI quando avaliados no contexto ex 

vivo (GRAF-17A). Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas nos 

grupos estudados quando os dados foram avaliados após cultura na ausência e na presença 



 

de antígenos de EPI (GRAF-17B, C). A análise dos dados relativos ao percentual de células 

CD8+CD45RA-CCR7+, não demonstrou nenhuma diferença significativa entre os grupos 

avaliados nos tanto ex vivo, como na presença de antígenos de EPI ou em culturas controle 

(GRAF-17D, E, F). Também não foram observadas diferenças significativas quanto à 

análise dos dados do percentual de células CD8+CD45RA-CCR7- entre os grupos, nos 

contextos ex vivo e cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF-17G,H, 

I).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 16- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45RAhigh/CCR7+, 
CD4+CD45RAhighCCR7- e CD4+CD45RA-/CCR7- presentes no sangue periférico de 
pacientes portadores da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 17- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45RAhigh/CCR7+, 

CD8+CD45RAhighCCR7-  e CD8+CD45RA-/CCR7- -  presentes no sangue periférico de 

pacientes portadores da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 

 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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A análise dos dados de células CD4+CD45ROhighCCR7- não apresentou nenhuma 

diferença significativa entre os grupos estudados (GRAF-18A,B, C), porém o grupo de 

pacientes CARD apresenta uma tendência a diminuir o percentual dessas células após 

cultura in vitro, quando comparado aos grupos IND e NI (GRAF-18B, C). A avaliação do 

percentual de células T CD4+CD45ROhighCCR7+ mostrou que pacientes CARD apresentam 

percentual significativamente menor desta sub-população ex vivo (p<0,05) quando 

comparado aos indivíduos NI (GRAF-18D). Não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantivas quanto as análises dessas células após cultura (GRAF-

18E,F). 

 Quando avaliamos o percentual de células T CD8+CD45ROhighCCR7-, observamos 

uma tendência de aumento do percentual no grupo CARD no contexto ex vivo (GRAF-

19A) e uma diminuição do percentual celular após cultura in vitro (GRAF-19B, C) quando 

comparado aos grupos IND e NI, porém não foi observada nenhuma diferença significativa. 

A análise dos dados da expressão do fenótipo CD45ROhighCCR7+ por células CD8+, os 

grupos IND e CARD apresentaram percentual significativamente maior (p<0,05) e 

(p<0,001) quando comparado ao grupo NI (GRAF-19D). A avaliação dessas células após 

cultura não apresentou nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

avaliados, (GRAF-19E, F). 

 A análise das células T CD8+ apresentando os fenótipos CD45RO-CCR7+ nos 

contextos ex vivo e após cultura in vitro não demonstraram nenhuma diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (GRAF-19G,H, I). Entretanto, os 

grupos IND e CARD apresentaram um diminuição do percentual dessas células no contexto 

ex vivo (GRAF-19G).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 18- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45ROhigh/CCR7-, 
CD4+CD45ROhighCCR7+ e CD4+CD45RO-/CCR7+ -  presentes no sangue periférico de 
pacientes portadores da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 19- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45ROhigh/CCR7-, 
CD8+CD45ROhighCCR7+ e CD8+CD45RO-/CCR7+ -  presentes no sangue periférico de 
pacientes portadores da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
 
 

%
 C

él
u

la
s

CD8+CD45RO-CCR7+CD8+CD45ROhighCCR7-

Ex Vivo

Cultura Controle

Cultura EPI

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

23

46

69

CD8+CD45ROhighCCR7+

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

8

16

24

NI IND CARD0

8

16

24

NI IND CARD0

8

16

24
a aA

B

C F

D

HE

I

G

%
 C

él
u

la
s

CD8+CD45RO-CCR7+CD8+CD45ROhighCCR7-

Ex Vivo

Cultura Controle

Cultura EPI

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

23

46

69

CD8+CD45ROhighCCR7+

NI IND CARD0

23

46

69

NI IND CARD0

8

16

24

NI IND CARD0

8

16

24

NI IND CARD0

8

16

24
a aA

B

C F

D

HE

I

G



 

5- Expressão de citocinas intracitoplasmáticas (IFN-γ e IL-10) por células T CD4+ 

e CD8+ apresentando o fenótipo celular CD45RAhigh e CD45ROhigh no sangue 

periférico de indivíduos portadores de doença de Chagas e não infectados 

 A presença das citocinas IFN-γ e IL-10 intracitoplasmáticas em linfócitos T CD4+ e 

CD8+ expressando CD45RAhigh e CD45ROhigh foi avaliada nos grupos IND, CARD e NI na 

ausência ou presença de estimulação in vitro por antígenos de EPI.  

 A análise dos dados mostrou um aumento significativo (p<0,05) da expressão de 

IFN-γ por células T CD4+CD45RAhigh em sangue total de pacientes IND em relação aos 

indivíduos NI, quando avaliamos em cultura na presença de antígenos de EPI (GRAF-20B). 

Não foi observada diferença estatística quando analisamos essas células em cultura na 

ausência de antígenos de EPI (GRAF-20A). Quanto à expressão da citocina IL-10 por 

células T CD4+CD45RAhigh, não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas em cultura de sangue total (GRAF-20C, D). 

 Além disso, os dados mostram que pacientes CARD apresentaram percentual 

significativamente maior (p<0,001) de células CD8+CD45RAhigh expressando IFN-γ em 

culturas controle (GRAF-21A), que é significativamente maior (p<0,05) em cultura na 

presença de antígenos de EPI (GRAF-21B), quando comparado com indivíduos NI. Não 

foram observadas diferenças significativas quando avaliamos o percentual de células 

CD8+CD45RAhigh IL-10+, em cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI 

(GRAF-21C, D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 20- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45RAhighIFN-γ+ e 
CD4+CD45RAhighIL-10+-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores da 
doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 21- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45RAhighIFN-γ+ e 
CD8+CD45RAhighIL-10+-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores da 
doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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 A análise dos dados mostrou um aumento significativo (p<0,01) de células 

CD4+CD45ROhigh expressando IFN-γ por sangue total de pacientes IND em relação aos 

indivíduos NI, após cultura na presença de antígenos de EPI (GRAF-22B). Os mesmo 

sendo observado para os pacientes CARD em relação aos indivíduos NI, após cultura na 

presença de antígenos de EPI (GRAF-22B). Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos avaliados após cultura na ausência de estímulo antigênico 

(GRAF-22A). 

 Quanto à análise das células T CD4+CD45ROhighIL-10+, observa-se aumento 

significativo (p<0,05)  do percentual dessas células em pacientes CARD quando 

comparado aos indivíduos NI em cultura na ausência de estímulo antigênico (GRAF-22C). 

Os dados mostraram que há um percentual significativamente maior (p<0,01) de linfócitos 

T CD4+CD45ROhigh em pacientes IND e CARD positivos para IL-10+ em cultura na 

presença de antígenos de EPI (GRAF-22D).  

 A análise dos dados de expressão das citocinas IFN-γ e IL-10 por células T 

CD8+CD45ROhigh não mostrou nenhuma diferença significativa entre os grupos estudados, 

após cultura in vitro (GRAF-23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 22- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45ROhighIFN-γ+ e 
CD4+CD45ROhighIL-10+-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores da 
doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 23- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45ROhighIFN-γ+ e 
CD8+CD45ROhighIL-10+-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores da 
doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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RESULTADOS 

 

 

 



 

Os resultados serão apresentados em cinco partes a partir dos dados obtidos na 

avaliação do sangue periférico de pacientes portadores das formas clínicas indeterminada 

(IND) e cardíaca (CARD) da doença de Chagas assim como de indivíduos não-infectados 

(NI). Os estudos foram feitos tanto no contexto ex vivo como após cultura de células in 

vitro com ou sem estimulação por antígenos derivados do T. cruzi (EPI). A primeira parte 

se refere à avaliação da ativação celular analisando-se a expressão da molécula de 

superfície CD62L por linfócitos T CD4+ e CD8+, tanto ex vivo, quanto após estimulação in 

vitro. Na segunda parte dos resultados foram avaliados o percentual de expressão do 

receptor de quimiocina CCR7, responsável pela migração dos linfócitos para a zona dos 

linfonodos, nas células T CD4+ e CD8. A terceira parte dos resultados compreende a 

análise do percentual de expressão das moléculas CD45RAhigh e CD45ROhigh por linfócitos 

T CD4+ e CD8+, com o objetivo de caracterizarmos o perfil de células virgens e de 

memória nos grupos NI, IND e CARD. Na seção de resultados mostramos os dados 

referentes ao percentual de células duplo marcadas para CD45RAhigh/CCR7+ e 

CD45ROhigh/CCR7- por células T CD4+ e CD8+. Esta análise permite distinguir as células 

que estão migrando para os linfonodos e aquelas que estão migrando para o foco 

inflamatório. Na quinta e ultima parte, mostramos a análise de citocinas 

intracitoplasmáticas em linfócitos T CD4+ e CD8+ que expressam concomitantemente 

CD45RAhigh e CD45ROhigh com o objetivo de avaliarmos o padrão de citocinas produzidas 

por essas células. 

 

1- Expressão da molécula de adesão CD62L por células T CD4+ e CD8+ do sangue 

periférico  

O receptor de rolamento CD62L é responsável pela adesão do leucócito ao 

endotélio e está associada ao deslocamento dos linfócitos T virgens para os linfonodos 

periféricos. A molécula de superfície CD62L foi avaliada em células T CD4+ e CD8+ nos 

grupos NI, IND e CARD. Os resultados apresentados no Gráfico 1 mostram a avaliação da 

expressão da molécula CD62L em linfócitos T em sangue total, antes e após cultura com 

antígenos de epimastigota (EPI). A análise dos dados no contexto ex vivo revelou uma 

expressão significativamente menor (p<0,01) do percentual de células CD4+CD62Lhigh em 

pacientes portadores da forma clínica IND em relação aos pacientes CARD e indivíduos 



 

não-infectados (p<0,05) (GRAF-1A). O percentual de células T CD4+CD62L- (GRAF-1D) 

é bastante semelhante nos indivíduos não infectados e nos pacientes IND, apresentando 

valores bem mais baixos do que os obtidos pelas células T CD4+CD62Lhigh. Também foi 

observado um aumento significativo de células T CD4+CD62L- (p<0,05) no grupo CARD 

em relação aos indivíduos não infectados e (p<0,01) e ao grupo IND (GRAF-1D). 

Quando avaliamos a expressão de CD62L em cultura células de pacientes IND e 

CARD e indivíduos não infectados sem estimulo antigênico, observa-se um aumento 

significativo (p<0,01) nos pacientes CARD em relação aos pacientes IND (GRAF-1B). O 

grupo de pacientes CARD apresentou percentual significativamente maior (p<0,05) do que 

indivíduos NI (GRAF-1E).  

A avaliação na presença de antígenos de EPI não demonstrou nenhuma diferença 

estatisticamente significativa no percentual da expressão de células T CD4+CD62Lhigh 

(GRAF-1C). Entretanto observamos um aumento significativo (p<0,05) no percentual de 

células T CD4+CD62L-  no grupo CARD quando comparado ao grupo de  indivíduos não 

infectados (GRAF-1F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 1- Avaliação do percentual de células T CD4+CD62Lhigh e CD4+CD62L- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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Quando avaliado o percentual de células T CD8+CD62Lhigh e CD8+CD62L- nos 

contextos ex vivo, em cultura na presença ou ausência de antígenos de EPI, não observamos 

nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes IND e CARD 

ou indivíduos não infectados. Porém observa-se que pacientes CARD apresentaram uma 

tendência a ter um menor percentual de células T, tanto CD8+CD62Lhigh quanto 

CD8+CD62L-, em relação aos outros grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
GRÁFICO 2- Avaliação do percentual de células T CD8+CD62Lhigh e CD8+CD62L- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados  
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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Após a avaliação do percentual de células T CD4+ e CD8+ focando no perfil de 

expressão CD62Lhigh e CD62L- analisamos a razão do valor absoluto de células T CD4+ e 

CD8+ apresentando os fenótipos CD62L+/CD62L- e CD62Lhigh/CD62L-. Esta análise é 

importante para avaliar a proporção de células T virgens/ativadas no sangue periférico 

desses indivíduos. Pode-se observar uma diminuição significativa ex vivo (p<0,05) da razão 

do número de células T CD4+ CD62L+/CD62L- no grupo dos pacientes CARD quando 

comparado ao grupo de indivíduos NI (GRAF-3A). No mesmo contexto, não houve 

diferença estatisticamente significativa na razão de células CD4+ CD62Lhigh/CD62L- entre 

os grupos estudados (GRAF-3D).  

Quando avaliados os dados de cultura na ausência de estímulo antigênico, não foi 

observada nenhuma diferença significativa para os dois fenótipos avaliados de células T 

CD4+, CD62L+/CD62L- e CD62Lhigh/CD62L-, quando comparados os grupos CARD, IND e 

NI (GRAD-3B,E). Porém observa-se uma diminuição significativa (p<0,05) da razão de 

células T CD4+CD62Lhigh/CD62L- no grupo CARD quando comparamos ao grupo NI, após 

cultura na presença de EPI (GRAF-3F). Não foi observada diferença significativa da razão 

de células CD4+CD62L+/CD62L- entre os grupos avaliados (GRAF-3C).  

Quando avaliamos a razão das células T CD8+CD62L+/CD62L- e 

CD62Lhigh/CD62L-, não observamos nenhuma diferença estatisticamente significante entre 

os grupos chagásicos IND e CARD e indivíduos não infectados, em nenhum dos contextos 

ex vivo e culturas na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF-4). Apesar disso, 

os grupos de pacientes IND e CARD apresentaram tendência a uma menor razão de células 

T CD8+CD62L+/CD62L- quando comparado ao grupo NI, nos contextos ex vivo e culturas 

na presença ou ausencia de antígenos de EPI (GRAF-4D,E,F).  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 3- Avaliação da razão de células T CD4+CD62LTotal/CD62L- e 
CD4+CD62Lhigh/CD62L- do sangue periférico. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 4- Avaliação da razão de células T CD8+CD62LTotal/CD62L- e 
CD8+CD62Lhigh/CD62L- do sangue periférico. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 

C
él

u
la

s/
m

m
3

CD8+CD62Lhigh/CD62L-CD8+CD62LTotal/CD62L-

Ex Vivo

Cultura Controle

Cultura EPI

NI IND CARD0

2

4

6

NI IND CARD0

2

4

6

NI IND CARD0

2

4

6

NI IND CARD0

2

4

6

NI IND CARD0

2

4

6

A

B

C

D

E

F

NI IND CARD0

2

4

6

C
él

u
la

s/
m

m
3

C
él

u
la

s/
m

m
3

CD8+CD62Lhigh/CD62L-CD8+CD62LTotal/CD62L-

Ex Vivo

Cultura Controle

Cultura EPI

NI IND CARD0

2

4

6

NI IND CARD0

2

4

6

NI IND CARD0

2

4

6

NI IND CARD0

2

4

6

NI IND CARD0

2

4

6

NI IND CARD0

2

4

6

A

B

C

D

E

F

NI IND CARD0

2

4

6



 

2- Expressão do receptor de quimiocina CCR7 por células T CD4+ e CD8+ do 
sangue periférico 
 

A molécula de superfície CCR7 é um receptor celular de quimiocina que transduz 

sinais que estimulam a migração e retenção dos leucócitos para as zonas dos linfonodos. 

Quando a molécula deixa de expressa (CCR7-) ou não é expressa, elas migram para o foco 

inflamatório, ou recirculam para órgãos linfóides secundários. 

A expressão do receptor de quimiocina CCR7 por  células T foi avaliada em sangue 

total de pacientes IND, CARD e indivíduos NI, tanto no contexto ex vivo e culturas na 

ausência e na presença de antígenos de EPI. A avaliação dos dados demonstra que o grupo 

IND apresenta diminuição significativa (p<0,05) de células T CD4+CCR7+ em relação aos 

grupos CARD e NI nos contextos ex vivo e em cultura na presença de antígenos de EPI 

(GRAF-5A,C). A avaliação das células CD4+CCR7+ nas culturas controle mostrou que o 

grupo IND apresenta diminuição significativa (p<0,05) do percentual dessas células em 

relação ao grupo NI (GRAF-5B). 

Quando as células CD4+CCR7- foram avaliadas observa-se uma tendência ao 

aumento do percentual dessas células  em sangue total de pacientes CARD tanto ex vivo 

como em cultura (GRAF-5D, E,F) quando comparado aos grupos de pacientes IND e 

indivíduos NI. 

A análise do fenótipo celular CD8+CCR7+, mostrou que o grupo CARD apresentou 

um percentual significativamente menor dessas células (p<0,05) quando comparado ao 

grupo IND, no contexto ex vivo (GRAF-6A), porém a análise dos dados após cultura não 

mostrou diferença estatisticamente significativa entre os grupos (GRAF-6B, C) A análise 

do percentual de células T CD8+CCR7- não mostrou nenhuma diferença estatisticamente 

significante entre os grupos de pacientes IND e CARD e indivíduos NI, em nenhum dos 

contextos estudados (GRAF-6D, E, F).   

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 5- Avaliação do percentual de células T CD4+CCR7high e CD4+CCR7- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados.  
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 6- Avaliação do percentual de células T CD8+CCR7high e CD8+CCR7- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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Após a avaliação do percentual de células T CD4+ e CD8+ apresentando o perfil 

CCR7+ e CCR7-, analisamos a razão do valor absoluto de células T CD4+ e CD8+ 

apresentando o fenótipo celular CCR7+/CCR7-. Os grupos de pacientes CARD e IND 

apresentam tendência a uma menor razão do número de células/mm3 do fenótipo celular 

CD4+CCR7+/CCR7- quando comparado ao grupo de indivíduos NI, antes e após culturas, 

porém sem apresentar diferença estatisticamente significativa (GRAF-7A,B, C). Houve 

uma notável redução das razões dos valores absolutos de células T CD4+ CCR7+/CCR7- em 

todos os grupos estudados após culturas na ausência e na presença de antígenos de EPI 

(GRAF-7B, C), sem diferenças significativas.  

Quanto às células T CD8+, observa-se inclinação a uma menor proporção CCR7+ 

por CCR7- nos grupos IND e CARD confrontados com o grupo de indivíduos NI, nos 

parâmetros ex vivo e cultura na ausência de antígenos de EPI (GRAF-7D,E), mas diferenças 

estatisticamente diferentes não foram observadas. Após a cultura na presença de antígenos 

de EPI, observamos tendência do grupo CARD a uma menor razão das células 

CD8+CCR7+/CCR7- comparado aos outros dois grupos avaliados, sem diferença 

significativa (GRAF-7F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
GRÁFICO 7- Avaliação da razão de células T CD4+CCR7+/CCR7- e 
CD8+CCR7+/CCR7-  presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da 
doença de Chagas e não infectados.  
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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3- Expressão das moléculas co-estimulatórias CD45RA e CD45RO por células T 

CD4+ e CD8+ do sangue periférico 

A exposição do sistema imune a um antígeno estranho acentua sua capacidade de 

responder novamente ao antígeno, a esse fenômeno denominamos de memória 

imunológica. As células de memória apresentam características que as tornam mais 

eficientes na eliminação dos antígenos do que os linfócitos virgens, que não foram 

anteriormente expostos a antígenos. Os resultados mostraram que a expressão de 

CD45RAhigh, molécula expressa por células T virgens, foi significativamente menor 

(p<0,05) do que o percentual  de células CD4+CD45RAhigh de pacientes IND quando 

comparado aos indivíduos NI no contexto ex vivo (GRAF-8A). Não houve diferença 

significativa entre os grupos avaliados após cultura (GRAF-8B, C). Quando avaliado o 

fenótipo celular CD4+CD45RA-, células de memória, os dados não revelaram nenhuma 

diferença significativa entre os grupos avaliados tanto ex vivo quanto em culturas (GRAF-

8D, E, F).  

Os fenótipos CD45RAhigh e CD45RA- para as células T CD8+ também foram 

avaliados. No contexto ex vivo não foi observada diferença significativa entre os grupos 

estudados. Porém, a avaliação dos resultados obtidos após cultura na presença ausência e na 

presença de antígenos de EPI demonstra uma significativa diminuição (p<0,05) do 

percentual de células CD8+CD45RAhigh em pacientes CARD confrontado com indivíduos 

NI (GRAF- 9B). No entanto, pacientes IND (p<0,05) e CARD (p<0,01) apresentaram 

percentual significativamente menor quando comparados a indivíduos NI, em cultura na 

presença de antígenos de EPI (GRAF-9C). Não foram observadas diferenças significativas 

quanto ao percentual de células CD8+CD45RA- entre os grupos avaliados, nos contextos ex 

vivo, cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF- 9E,F,G).  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
GRÁFICO 8- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45RAhigh e CD4+CD45RA- 
presentes no sangue periférico de indivíduos portadores da doença de Chagas e não 
infectados.  
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 9- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45RAhigh e CD8+CD45RA- 
presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doença de Chagas e 
individuos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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 Os Gráficos 10 e 11 mostram os resultados de razão de células T CD4+ e CD8+ 

apresentando os fenótipos celulares CD45RATotal/CD45RA-, sendo que a população 

CD45RATotal representa a soma das subpopulações CD45RAhigh e CD45RAlow, e 

CD45RAhigh/CD45RA-. A análise dos dados no contexto ex vivo demonstra uma 

diminuição significativa (p<0,05) do número de células/mm3 da proporção de células 

CD4+CD45RATotal/CD45RA- dos pacientes IND em relação ao grupo NI (GRAF-10A). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos avaliados, nos contextos ex 

vivo e após cultura (GRAF-10B, C).  

 A avaliação dos dados da razão de células T CD4+CD45RAhigh/CD45RA- no 

contexto ex vivo mostra uma significativa diminuição (p<0,05) nos pacientes IND quando 

comparados aos indivíduos NI (GRAF- 10D). Os dados de razão após não apresentaram 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (GRAF-10E, F). 

 A análise dos resultados obtidos pela razão das células T CD8+ 

CD4+CD45RATotal/CD45RA- e CD4+CD45RAhigh/CD45RA- não apresentaram diferenças 

significativas entre os grupos de pacientes chagásicos e o grupo de indivíduos NI, nos 

contextos ex vivo e cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF-11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 10- Avaliação da razão de células T CD4+CD45RATotal/CD45RA- e 
CD4+CD45RAhigh/CD45RA-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores 
da doença de Chagas e individuos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 11- Avaliação da razão de células T CD8+CD45RATotal/CD45RA- e 
CD8+CD45RAhigh/CD45RA-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores 
da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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 Os resultados apresentados na Figura 12 mostraram que a expressão de 

CD45ROhigh, molécula expressa por linfócitos de memória, por células T CD4+ não 

apresenta diferença estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes IND e 

CARD e indivíduos NI, nos contextos ex vivo e em cultura de sangue total (GRAF-12A,B, 

C). Apesar de o grupo CARD apresentar uma tendência a um maior percentual dessas 

células no contexto ex vivo, quando comparado aos outros grupos (GRAF-12A) esta 

diferença não se mostrou significativa. Os dados do percentual de células T 

CD4+CD45ROhigh, após cultura sem estimulo mostraram um aumento significativo 

(p<0,05) no grupo IND quando comparado ao grupo NI (GRAF-12C). Não foi observada 

diferença significativa no percentual de células T CD4+CD45RO-, células virgens, nos 

contextos ex vivo e após cultura na presença de antígenos de EPI (GRAF-12D, F). Porém, o 

grupo CARD apresentou percentual significativamente maior (p<0,05) dessas células em 

relação ao grupo IND (GRAF 12-E). 

 Quando avaliados os dados da expressão de CD45ROhigh por células T CD8+, não 

apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos de pacientes IND e CARD e indivíduos 

NI, tanto ex vivo como em cultura in vitro (GRAF-13A,B, C), apesar do grupo CARD 

apresentar tendência a um maior percentual dessas células ex vivo, quando comparado aos 

outros grupos (GRAF-13A). Após cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI, 

os pacientes CARD apresentam diminuição do percentual dessas células (GRAF-13B, C). 

Os dados mostraram uma significativa diminuição (p<0,05) das células CD8+CD45RO- nos 

pacientes CARD quando comparados aos indivíduos NI no contexto ex vivo (GRAF-13D). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos estudados quanto ao 

percentual de células CD8+CD45RO- foram avaliados após cultura in vitro (GRAF-13E, F). 

  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 12- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45ROhigh e 
CD4+CD45RO- presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doença de 
Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 13- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45ROhigh e 
CD8+CD45RO- presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doença de 
Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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 Os Gráficos 14 e 15 mostram os resultados da análise da razão entre células T CD4+ 

e CD8+ apresentando os fenótipos celulares CD45RO(total)/CD45RO-, sendo que a 

população CD45ROTotal representa a soma das subpopulações CD45ROhigh e CD45ROlow, 

CD45ROhigh/CD45RO-. A análise dos dados não mostra nenhuma diferença significativa na 

proporção do valor absoluto CD4+CD45RO(total)/CD45RO- e CD45ROhigh/CD45RO- entre 

os grupos estudados, nos contextos ex vivo e cultura na ausência e na presença de antígenos 

de EPI (GRAF-14). 

 A avaliação dos dados da razão de células T CD8+CD45RO(total)/CD45RO- e 

CD45ROhigh/CD45RO- não apresentou diferença significativa entre os grupos CARD, IND 

e NI nos contextos ex vivo e cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF- 

15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
GRÁFICO 14- Avaliação da razão de células T CD4+CD45ROTotal/CD45RO- e 
CD4+CD45ROhigh/CD45RO-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores 
da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 15- Avaliação da razão de células T CD8+CD45ROTotal/CD45RO- e 
CD8+CD45ROhigh/CD45RO-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores 
da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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4- Expressão das moléculas co-estimulatórias/adesão CD45RA/CCR7 e 

CD45RO/CCR7 por células T CD4+ e CD8+ do sangue periférico de pacientes 

portadores de doença de Chagas e indivíduos não infectados. 

 

 A tripla marcação de linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico com as 

moléculas CD45RA, CD45RO e CCR7 nos permitem avaliar as vias de recirculação dos 

linfócitos: o percentual de células que estão em migração tanto para órgãos linfóides 

secundários quanto para foco inflamatório. Mas, principalmente, podem ajudar a distinguir 

as células de memória em duas sub-populações, resultado da seleção de sobrevivência das 

células efetoras e intermediárias geradas na resposta primária que se encontram em 

diferentes estágios de diferenciação (LANZAVECCHIA & SALLUSTO, 2000), sendo: 1- 

células de memória central (TCM), capazes de migrarem para linfonodos, possuem limitada 

função efetora, e se transformam em células de memória efetora após a resposta secundária, 

e 2- células de memória efetora (TEM), capazes de migrarem para foco inflamatório, 

produzirem citocinas rapidamente, porém, possuem pouca capacidade proliferativa.    

 A análise dos dados mostrou que não há diferença estatisticamente significativa na 

expressão de CD45RAhighCCR7+ por linfócitos T CD4+, nos contextos ex vivo e cultura 

celular in vitro (GRAF-16A,B, C). Quanto à avaliação do percentual de células T 

CD4+CD45RA-CCR7+, não foi observada nenhuma diferença significativa entre os grupos 

nos contextos ex vivo e in vitro na presença de EPI (GRAF-16D, F). Contudo, após cultura 

na ausência de antígenos de EPI, foi observada uma diminuição significativa (p<0,05) no 

percentual dessas células no grupo CARD quando comparado ao grupo IND (GRAF-16E).  

Os dados mostraram um aumento significativo no percentual de células T CD4+CD45RA-

CCR7- em sangue total de pacientes IND quando comparado a indivíduos NI, (p<0,05) 

tanto ex vivo como in vitro na presença de EPI ou sem estimulação ) (p<0,01) (GRAF-

16H). 

 Em linfócitos T CD8+, os dados mostraram uma diminuição significativa (p<0,05) 

na expressão do fenótipo CD45RAhighCCR7+ por sangue total de pacientes portadores das 

forma clínicas IND e CARD em relação aos indivíduos NI quando avaliados no contexto ex 

vivo (GRAF-17A). Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas nos 

grupos estudados quando os dados foram avaliados após cultura na ausência e na presença 



 

de antígenos de EPI (GRAF-17B, C). A análise dos dados relativos ao percentual de células 

CD8+CD45RA-CCR7+, não demonstrou nenhuma diferença significativa entre os grupos 

avaliados nos tanto ex vivo, como na presença de antígenos de EPI ou em culturas controle 

(GRAF-17D, E, F). Também não foram observadas diferenças significativas quanto à 

análise dos dados do percentual de células CD8+CD45RA-CCR7- entre os grupos, nos 

contextos ex vivo e cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI (GRAF-17G,H, 

I).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GRÁFICO 16- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45RAhigh/CCR7+, 
CD4+CD45RAhighCCR7- e CD4+CD45RA-/CCR7- presentes no sangue periférico de 
pacientes portadores da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 17- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45RAhigh/CCR7+, 

CD8+CD45RAhighCCR7-  e CD8+CD45RA-/CCR7- -  presentes no sangue periférico de 

pacientes portadores da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 

 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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A análise dos dados de células CD4+CD45ROhighCCR7- não apresentou nenhuma 

diferença significativa entre os grupos estudados (GRAF-18A,B, C), porém o grupo de 

pacientes CARD apresenta uma tendência a diminuir o percentual dessas células após 

cultura in vitro, quando comparado aos grupos IND e NI (GRAF-18B, C). A avaliação do 

percentual de células T CD4+CD45ROhighCCR7+ mostrou que pacientes CARD apresentam 

percentual significativamente menor desta sub-população ex vivo (p<0,05) quando 

comparado aos indivíduos NI (GRAF-18D). Não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantivas quanto as análises dessas células após cultura (GRAF-

18E,F). 

 Quando avaliamos o percentual de células T CD8+CD45ROhighCCR7-, observamos 

uma tendência de aumento do percentual no grupo CARD no contexto ex vivo (GRAF-

19A) e uma diminuição do percentual celular após cultura in vitro (GRAF-19B, C) quando 

comparado aos grupos IND e NI, porém não foi observada nenhuma diferença significativa. 

A análise dos dados da expressão do fenótipo CD45ROhighCCR7+ por células CD8+, os 

grupos IND e CARD apresentaram percentual significativamente maior (p<0,05) e 

(p<0,001) quando comparado ao grupo NI (GRAF-19D). A avaliação dessas células após 

cultura não apresentou nenhuma diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

avaliados, (GRAF-19E, F). 

 A análise das células T CD8+ apresentando os fenótipos CD45RO-CCR7+ nos 

contextos ex vivo e após cultura in vitro não demonstraram nenhuma diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (GRAF-19G,H, I). Entretanto, os 

grupos IND e CARD apresentaram um diminuição do percentual dessas células no contexto 

ex vivo (GRAF-19G).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 18- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45ROhigh/CCR7-, 
CD4+CD45ROhighCCR7+ e CD4+CD45RO-/CCR7+ -  presentes no sangue periférico de 
pacientes portadores da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 19- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45ROhigh/CCR7-, 
CD8+CD45ROhighCCR7+ e CD8+CD45RO-/CCR7+ -  presentes no sangue periférico de 
pacientes portadores da doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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5- Expressão de citocinas intracitoplasmáticas (IFN-γ e IL-10) por células T CD4+ 

e CD8+ apresentando o fenótipo celular CD45RAhigh e CD45ROhigh no sangue 

periférico de indivíduos portadores de doença de Chagas e não infectados 

 A presença das citocinas IFN-γ e IL-10 intracitoplasmáticas em linfócitos T CD4+ e 

CD8+ expressando CD45RAhigh e CD45ROhigh foi avaliada nos grupos IND, CARD e NI na 

ausência ou presença de estimulação in vitro por antígenos de EPI.  

 A análise dos dados mostrou um aumento significativo (p<0,05) da expressão de 

IFN-γ por células T CD4+CD45RAhigh em sangue total de pacientes IND em relação aos 

indivíduos NI, quando avaliamos em cultura na presença de antígenos de EPI (GRAF-20B). 

Não foi observada diferença estatística quando analisamos essas células em cultura na 

ausência de antígenos de EPI (GRAF-20A). Quanto à expressão da citocina IL-10 por 

células T CD4+CD45RAhigh, não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas em cultura de sangue total (GRAF-20C, D). 

 Além disso, os dados mostram que pacientes CARD apresentaram percentual 

significativamente maior (p<0,001) de células CD8+CD45RAhigh expressando IFN-γ em 

culturas controle (GRAF-21A), que é significativamente maior (p<0,05) em cultura na 

presença de antígenos de EPI (GRAF-21B), quando comparado com indivíduos NI. Não 

foram observadas diferenças significativas quando avaliamos o percentual de células 

CD8+CD45RAhigh IL-10+, em cultura na ausência e na presença de antígenos de EPI 

(GRAF-21C, D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 20- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45RAhighIFN-γ+ e 
CD4+CD45RAhighIL-10+-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores da 
doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 21- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45RAhighIFN-γ+ e 
CD8+CD45RAhighIL-10+-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores da 
doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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 A análise dos dados mostrou um aumento significativo (p<0,01) de células 

CD4+CD45ROhigh expressando IFN-γ por sangue total de pacientes IND em relação aos 

indivíduos NI, após cultura na presença de antígenos de EPI (GRAF-22B). Os mesmo 

sendo observado para os pacientes CARD em relação aos indivíduos NI, após cultura na 

presença de antígenos de EPI (GRAF-22B). Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos avaliados após cultura na ausência de estímulo antigênico 

(GRAF-22A). 

 Quanto à análise das células T CD4+CD45ROhighIL-10+, observa-se aumento 

significativo (p<0,05)  do percentual dessas células em pacientes CARD quando 

comparado aos indivíduos NI em cultura na ausência de estímulo antigênico (GRAF-22C). 

Os dados mostraram que há um percentual significativamente maior (p<0,01) de linfócitos 

T CD4+CD45ROhigh em pacientes IND e CARD positivos para IL-10+ em cultura na 

presença de antígenos de EPI (GRAF-22D).  

 A análise dos dados de expressão das citocinas IFN-γ e IL-10 por células T 

CD8+CD45ROhigh não mostrou nenhuma diferença significativa entre os grupos estudados, 

após cultura in vitro (GRAF-23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 22- Avaliação do percentual de células T CD4+CD45ROhighIFN-γ+ e 
CD4+CD45ROhighIL-10+-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores da 
doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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GRÁFICO 23- Avaliação do percentual de células T CD8+CD45ROhighIFN-γ+ e 
CD8+CD45ROhighIL-10+-  presentes no sangue periférico de pacientes portadores da 
doença de Chagas e indivíduos não infectados. 
 
Linfócitos presentes no sangue periférico de indivíduos NI, IND e CARD foram avaliados 
no contexto ex vivo, na ausência (Cultura Controle) e presença (Cultura EPI) de antígenos 
solúveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, e em 
símbolos, os valores individuais. As diferenças estatisticamente significativas encontram-se 
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente). 
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A infecção do hospedeiro pelo Trypanosoma cruzi mobiliza múltiplos mecanismos 

que levam ao reconhecimento do parasito e ao desenvolvimento da resposta imune inata e 

específica. A lesão tecidual induzida pelo parasito tem continuidade ao longo do 

desenvolvimento da resposta imune que também aciona os mecanismos imunorreguladores. 

Esse quadro pode levar à persistência do patógeno e à destruição dos tecidos do organismo. 

No entanto, evidências em modelo experimental e no homem mostram que os mecanismos 

são ainda pouco definidos apresentando inclusive controvérsias quanto à sua natureza na 

agressão tecidual. 

 Embora a resposta imune participe como componente fundamental no 

desenvolvimento da miocardiopatia chagásica crônica, a persistência do parasito parece ser 

requerida para sustentar esse mecanismo de agressão imune (SOARES et al., 2001). De 

fato, a infecção pelo T. cruzi causa alterações significativas no sistema imune, como a 

ativação policlonal e a imunossupressão (MINOPRIO et al., 1986; 1987, D’IMPERIO 

LIMA et al., 1986) verificada na fase aguda, podendo assim alterar os processos de 

regulação característicos da forma crônica assintomática. 

 Na fase crônica, a resposta imune montada contra diferentes patógenos pode ser 

regulada por vários mecanismos supressores do hospedeiro, incluindo a produção de 

citocinas por células da imunidade inata. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos 

envolvidos na regulação ou desenvolvimento da miocardite chagásica principalmente 

quando se avalia a relação entre a importância da persistência do parasito neste processo ou 

se este é um evento puramente mediado pela resposta imune dependente da genética do 

hospedeiro. 

 Os mecanismos moleculares envolvidos no recrutamento e acúmulo de células 

inflamatórias para o tecido cardíaco durante a infecção pelo T. cruzi ainda são pouco 

esclarecidos. Para tentarmos elucidar essa questão, avaliamos a expressão (CD62Lhigh) e 

perda (CD62L-) da molécula CD62L. Esta molécula tem participação funcional na ativação 

e migração de células T, como demonstrado em outros estudos (SPRINGER, 1994, 

SPRENT et al., 1997). Nesta dissertação avaliamos a expressão dessa molécula por células 

T CD4+ e CD8+ do sangue periférico de pacientes portadores das formas clínicas IND e 

CARD da doença de Chagas. Os dados mostram que pacientes IND apresentaram 

percentual significativamente menor de células T CD4+CD62Lhigh quando comparado aos 



 

pacientes CARD e indivíduos NI, no contexto ex vivo, e significativamente menor do que o 

grupo CARD após cultura sem estímulo. Isto sugere que essas células não teriam a 

capacidade de interação com o endotélio vascular e, portanto, migrariam para os tecidos, 

dificultando sua recirculação para os órgãos linfóides secundários, onde não atuariam sobre 

a ativação dos linfócitos efetores. Neste mesmo contexto, observamos que os pacientes 

portadores da forma clínica CARD apresentaram um percentual significativamente maior 

de células T CD4+CD62L- quando comparado aos pacientes IND e indivíduos NI quando as 

células foram avaliadas ex vivo, sugerindo que  elas poderiam estar envolvidas na 

exacerbação da resposta imune ao parasito e conseqüentemente no desenvolvimento da 

miocardite chagásica, através da morte celular induzida por ativação. É interessante notar 

que ALBAREDA et al. (2005) mostraram que células de pacientes portadores da forma 

clínica CARD apresentaram um maior percentual de células CD8+ sofrendo apoptose. 

Baseando em nossos resultados, acreditamos que o mesmo poderia estar acontecendo com 

as células CD4+. O grupo CARD também apresentou proporção estatisticamente menor de 

células T CD4+CD62L+/CD62L- quando comparado ao grupo NI no contexto ex vivo. Já em 

cultura na presença de EPI, a razão de células T CD4+CD62Lhigh/CD62L- também foi 

menor, confirmando os resultados apresentados anteriormente demonstrando que pacientes 

CARD apresentaram mais células ativadas do que os indivíduos NI. Estudo em modelo 

experimental mostrou que células T de camundongos infectados pelo T. cruzi apresentam 

diminuição significativa de CD62L, sugerindo que estas células seriam funcionalmente de 

memória (MARTIN & TARLETON, 2005). 

 A análise dos dados de células T CD8+ apresentando os fenótipos CD62Lhigh e 

CD62L- não apresentou nenhuma diferença estatisticamente significativa, nos contextos ex 

vivo ou em cultura. Estes achados são interessantes uma vez que reforçam que estas células 

poderiam sofrer ativação rapidamente e migrariam para o foco inflamatório, não sendo 

encontradas em grande quantidade no sangue periférico. DOS SANTOS et al. (2001) 

mostraram que a maioria das células CD4 e CD8 em infiltrados cardíacos, não expressa ou 

expressa pouco CD62L, ou seja, há mais células ativadas no foco inflamatório, e que há 

mais células T CD8+ no tecido  que estão ativadas (cardíaco e esplênico) do que células T 

CD4+. Vários trabalhos mostram que células T ativadas presentes no tecido cardíaco de 

camundongos infectados pelo T. cruzi expressam LFA-1 (CD11a,CD18). Portanto, a 



 

interação LFA-1/ICAM-1 parece contribuir para o estabelecimento do dano tecidual (DOS 

SANTOS et al., 2001). Estudos realizados em lesões do coração de pacientes portadores da 

doença de Chagas mostraram que a maioria dos linfócitos apresenta alta expressão de LFA-

1, sugerindo que a expressão desta molécula juntamente com a expressão de CD44 e VLA-

4, moléculas importantes para a ativação celular contribui para a progressão da reação 

inflamatória local (REIS et al., 1993).  

Além de marcador da ativação celular, muitos trabalhos consideram que a expressão 

da molécula CD62L seja essencial para migração de linfócitos para os linfonodos, 

juntamente com a expressão de CCR7 (BRADLEY et al., 1994, BUTCHER et al., 1996, 

GUNN et al., 1999, GUARDA et al., 2007). CCR7 é um receptor de quimiocina importante 

no controle da migração celular para focos inflamatórios. Portanto, a expressão do receptor 

de quimiocina CCR7 foi avaliada a fim de se conhecer o perfil de células T CD4+ e CD8+ 

na doença de Chagas para entendermos melhor se as células presentes no sangue periférico 

estão migrando para os linfonodos, células CCR7+ ou para o foco inflamatório, células 

CCR7-. A avaliação dos dados mostrou que pacientes portadores da forma clínica IND 

possuem um percentual significativamente menor de células CD4+CCR7+ em relação aos 

pacientes CARD e indivíduos NI tanto quando avaliadas ex vivo como após cultura na 

presença de antígenos de EPI, e significativamente menor que indivíduos NI. Portanto, 

pacientes portadores da forma clínica IND apresentaram menor percentual de células T 

CD4+ migrando para órgãos linfóides secundários do que pacientes CARD e indivíduos NI. 

Esses achados corroboram com os de ZIEGLER et al. (2007), que descrevem que além da 

função de  migração celular, a molécula CCR7 possui a função de modulação da 

proliferação celular, experimentos realizados em nosso laboratório (dados não mostrados) 

mostram que células do sangue periférico de pacientes IND apresentaram maior 

proliferação celular, quando comparando aos outros grupos. ZIEGLER et al. (2007) ainda 

descrevem que CCL19 é capaz de desacelerar continuamente a divisão de células T CCR7+, 

o que seria consistente com uma proliferação celular debilitada. 

 Quando avaliamos os dados relativos a análise da população de células CD8+CCR7+ 

foi observado que, ex vivo, o grupo de pacientes CARD apresentou um percentual 

significativamente menor dessa população celular do que o grupo IND, indicando que há 

um menor percentual de células migrando para SLO’s. Pode-se perceber que o percentual 



 

de células TCD8+ primadas (CCR7-) é superior do que de células não primadas (CCR7+) 

em células de pacientes portadores da forma clínica CARD, sugerindo que há maior 

número de células TCD8+ migrando para o tecido cardíaco nesse grupo. Porém, a avaliação 

dos dados relacionados somente ao marcador CCR7 pode ser inconclusiva, talvez pelo fato 

da molécula CCR7 não ser um bom marcador de evolução clínica da doença, ou ainda o 

tamanho amostral desse trabalho ser insuficiente para tal avaliação. Portanto, é de grande 

importância a avaliação do perfil de maturação das células T CD4+ e CD8+, além dos 

marcadores de migração e ativação, já que a recirculação linfocitária depende da expressão 

de uma serie de moléculas por estas células. 

 A maioria das células T maduras periféricas estão em repouso e podem ser divididas 

em células virgens e de memória. Esta divisão é baseada na resposta a antígenos em uma 

resposta secundária. Além da atividade funcional, vários marcadores foram identificados 

que permitem distinguir essas populações. As células T virgens, que não encontraram 

antígeno, expressam altos níveis de CD45RA e L-selectina em sua superfície, e não 

expressão os marcadores de ativação CD25, CD44 ou CD69 (LINTON et al., 1997). Ao 

contrário, as células T de memória, que foram previamente estimuladas pelo antígeno uma 

ou várias vezes, expressam altos níveis de CD45RO e baixos níveis de L-selectina (CROFT 

et al., 1992).  

 A análise de CD45, uma tirosina fosfatase transmembrana essencial na ativação de 

célula T, foi realizada em sangue total de pacientes portadores das formas IND e CARD e 

de indivíduos NI. Os resultados mostraram que o percentual de células expressando níveis 

elevados de CD45RA (CD45RAhigh) de pacientes IND foi estatisticamente menor do  que 

em  células  dos indivíduos NI no contexto ex vivo. Apesar de não ser encontrada diferença 

estatisticamente significativa entre os CARD e NI, pode-se observar que há uma tendência 

a menor percentual de células T CD4+CD45RAhigh em pacientes na fase crônica da doença 

de Chagas. A avaliação dos dados de células T CD8+ expressando níveis elevados de 

CD45RA (CD45RAhigh) mostraram que os pacientes portadores da forma crônica da doença 

de Chagas possuem uma tendência a apresentar um menor percentual dessas células ex 

vivo, enquanto após cultura é encontrada uma diminuição estatisticamente significante em 

relação ao grupo NI. Esses dados são confirmados por DUTRA et al. (1994), que 

observaram o mesmo perfil da expressão da molécula CD45RAhigh, tanto em células T 



 

CD4+ quanto em CD8+, quando avaliaram sangue total de pacientes na fase crônica da 

doença. Em modelo experimental, GRISOTTO et al. (2001) demonstraram que células T 

CD8+ de baço de camundongos apresentavam menor expressão de CD45RA comparado a 

células de camundongos do grupo controle. A redução da expressão de CD45RA é 

resultado da troca isoforma de baixo peso molecular de A para C de CD45 que se associa 

facilmente com o complexo TCR (DIANZANI et al., 1990, LEITEMBERG et al., 1996; 

1999),  e ocorre em linfócitos T podendo facilitar a sinalização de TCR. A isoforma C 

permite a ativação celular por menores quantidades de antígeno e de co-estimulação do que 

é necessário para a isoforma A (IEZZI et al., 1998). A avaliação da razão do valor absoluto 

mostrou que o grupo IND possui mais células T CD4+CD45RA- do que CD45RATotal ou 

CD45RAhigh no contexto ex vivo, confirmando os achados na avaliação do percentual 

dessas células significando que as células T de pacientes portadores da forma crônica 

necessitam de menor concentração antigênica para serem estimuladas.  

 A avaliação de células T CD4+ expressando CD45ROhigh mostrou que o grupo IND 

possui percentual maior quando comparado ao grupo NI nas culturas sem estímulo 

antigênico. Apesar de não haver diferença estatisticamente significativa, pode-se observar 

que os grupo IND e CARD apresentaram uma grande variação com um numero grande de 

indivíduos com um maior percentual de células de memória do que o grupo NI nos 

contextos ex vivo e após cultura na presença de antígenos de EPI. Diversos estudos 

mostram como a alteração da expressão de CD45RO pode provocar profundos efeitos nas 

funções do sistema imune e desenvolvimento de doenças (DAWES et al., 2006, 

HERMINSTON et al., 2003, PENNINGER et al., 2001, DIANZANI et al., 1990, 

LEINTEMBERG et al., 1996; 1999). ANTONELLI et al. (2004) defendem que os níveis 

de expressão de CD45RO podem ser usados como prognóstico da atividade intensa das 

células T antígeno-específicas em responder à infecção por Leishmania tanto pela produção 

de IFN-γ quanto de IL-10.  

 As células T de memória podem ser divididas em duas sub-populações, baseando-se 

em suas heterogeneidades, funções efetoras e resposta ao antígeno ou a citocinas. De 

acordo com o modelo proposto por LANZAVECCHIA e SALLUSTO (2000) a memória 

protetora é mediada por células de memória efetoras (TEM), que migram para tecidos 

periféricos inflamados e possuem imediata função efetora, enquanto a memória reativa é 



 

mediada pelas células de memória central (TCM), que migram para órgãos linfóides 

secundários e possuem nenhuma ou pouca função efetora, porém, proliferam e se 

diferenciam rapidamente em células efetoras em resposta à estimulação antigênica 

(SALLUSTO et al., 2004). 

 As células TCM humanas expressam CD45RO juntamente com as moléculas CCR7 e 

CD62L, dois receptores importantes para o extravasamento para a migração das células T 

para órgãos linfóides secundários (CAMPBELL et al., 1998, FORSTER et al., 1999). 

Quando comparada às células T virgens, TCM possuem alta sensibilidade à estimulação 

antigênica, são menos dependentes da co-estimulação e fornecem “feedback” estimulatório 

eficiente para células dendríticas e células B.  

 Neste trabalho foi avaliada a expressão das moléculas CD45RA e CD45RO 

juntamente com o receptor de quimiocina CCR7, a fim de se conhecer o perfil das 

populações virgem, TCM e TEM em sangue total de pacientes portadores da fase crônica da 

doença de Chagas e os comparados aos de indivíduos não infectados. A avaliação dos 

dados de células T CD4+ virgens, ou seja, apresentando o fenótipo CD45RAhighCCR7+, 

demonstrou que os grupos de pacientes portadores da fase crônica IND e CARD 

apresentaram um percentual menor dessas células quando comparado ao grupo NI, tanto no 

contexto ex vivo como em cultura. Esses resultados corroboram com os dados encontrados 

neste trabalho, onde a avaliação somente da molécula CD45RAhigh mostra que esses 

pacientes possuem menor percentual de células virgens.  

 Quanto à avaliação das células T CD8+CD45RAhighCCR7+, mais uma vez os grupos 

IND e CARD apresentaram percentual significativamente menor dessas células quando 

comparado ao grupo NI no contexto ex vivo. O perfil se mantém semelhante após cultura na 

ausência e na presença de antígenos de EPI, porém sem diferença significativa. Esses 

resultados confirmam àqueles apresentados anteriormente, sugerindo que pacientes 

portadores da fase crônica da doença de Chagas possuem menor percentual de células 

virgens, sendo ativadas por concentrações menores de antígenos, se ligando mais 

facilmente ao complexo TCR (GRISOTTO et al., 2001, DIANZANI et al., 1990, 

LEINTEMBERG et al., 1996, 1999, IEZZI et al., 1998). 

Quando avaliadas as células T CD4+ de memória central apresentando o fenótipo 

CD45RA-CCR7+, pode-se observar que pacientes CARD apresentaram percentual 



 

significativamente menor dessas células quando comparados aos pacientes IND após 

cultura celular sem estímulo. O mesmo perfil foi observado no contexto ex vivo, porém sem 

diferença estatisticamente significativa. É importante ressaltar que o grupo IND 

apresentava a mediana de 20% dessas células no contexto ex vivo, sendo que após 

estimulação dessas células por antígenos solúveis de EPI a mediana passa para 10%, 

demonstrando a rápida capacidade de se tornarem células efetoras após o reencontro com o 

antígeno. O domínio extracelular CD45 é altamente polimórfico em vertebrados. Vale 

ressaltar que as variantes do polimorfismo humano que alteram a expressão da isoforma de 

CD45 está associada com doenças autoimunes e infecciosas, estabelecendo CD45 como um 

importante imunomodulador com significativa influência no desenvolvimento da doença 

(TCHILIAN & BERVERLEY, 2006). 

 A avaliação das células CD4+ de memória central, porém apresentando o fenótipo 

CD45ROhighCCR7+, mostraram que pacientes CARD possuem percentual 

significativamente maior quando comparados aos indivíduos NI no contexto ex vivo. 

Contudo, após cultura na presença de estímulo, pacientes do grupo IND apresentaram 

maior percentual dessas células enquanto o grupo CARD apresentou menor percentual 

dessas. Avaliando a mesma subpopulação dentro do mesmo contexto, agora dentro de 

células CD8+, observa-se que os grupos IND e CARD apresentaram percentual 

significativamente maior dessas células do que o grupo NI. 

Quando avaliadas as células T CD8+ de memória efetora, apresentando o fenótipo 

CD45ROhighCCR7-, observa-se que o grupo CARD apresentou uma tendência a maior 

percentual dessas células no contexto ex vivo. Em modelo experimental, MARTIN & 

TARLETON (2005) demonstraram que as células T CD8+ antígeno-específicas mantêm o 

fenótipo de TEM durante a persistência do T. cruzi. Estudos com pacientes infectados por 

HIV e LCMV (Vírus da Coriomeningite Linfocítica) mostraram um resultado interessante 

que sugeriam que as células passavam pelo processo de diferenciação: virgem → TCM → 

TEM (APPAY et al., 2002, CHAMPAGNE et al., 2001). Contudo, outros dados sugerem 

que as células TCM e TEM na verdade são subpopulações independentes, baseadas no 

ambiente da geração da citocina ou na região anatômica de ativação e podem ser mantidas 

independentemente (MASOPUST and LEFRANCOIS, 2003, MANJUNHATH et al., 2001, 

BARON et al., 2003). Finalmente, outros estudos na infecção por LCMV mostram que as 



 

células TCM proliferam e/ou convertem para TEM após a reexposição ao antígeno, 

conduzindo a um novo modelo de diferenciação da célula T CD8+: virgem → TEM → TCM 

(WHERRY et al., 2003). Porém os dados neste trabalho sugerem que o modelo de 

diferenciação seja virgem → TCM → TEM, como descrito (APPAY et al., 2002, 

CHAMPAGNE et al., 2001). 

As citocinas IFN-γ e IL-10 têm sido estudadas intensamente na doença de Chagas a 

fim de se conhecer o perfil de sua secreção, quais as principais populações envolvidas na 

produção, sua relação  com o desenvolvimento da patologia ou regulação da resposta 

imune. Alguns estudos evidenciam um papel duplo do IFN-γ na doença de Chagas 

(BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000; GOMES et al., 2003). Esta dupla atividade é observada 

em diferentes estágios da infecção (aguda e crônica) e sobre um contexto diferente da 

resposta imune do hospedeiro, principalmente na presença ou ausência de tratamento. Tem-

se demonstrado que durante a fase aguda da infecção, o IFN-γ pode contribuir para eliminar 

o parasito, como demonstrado na infecção experimental (MICHAILOWSKY et al., 1998). 

Por outro lado, durante a fase crônica esta citocina pode exacerbar a resposta imune com 

uma produção não controlada de IFN-γ no tecido cardíaco podendo promover a destruição 

do miocárdio (TARLETON et al., 1999; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000). SOARES et al. 

(2001) investigaram o papel do IFN-γ na patologia da infecção experimental pelo T. cruzi 

utilizando camundongos BALB/c deficientes de IL-4 (IL-4-/-), os quais apresentam 

resposta do tipo 1 acentuada. A infecção destes camundongos com a cepa Colombiana 

levou a uma menor parasitemia e parasitismo tecidual que a infecção de camundongos 

selvagens (IL-4+/+). Estes achados correlacionaram menor parasitismo tecidual com a 

produção de IFN-γ, uma vez que camundongos IL-4-/- apresentavam níveis mais elevados 

desta citocina que os camundongos IL-4+/+. No entanto, camundongos IL-4-/- 

apresentavam uma miocardiopatia mais precoce e mais intensa que os camundongos IL-

4+/+, sugerindo que o IFN-γ tem papel duplo na infecção chagásica: um efeito protetor, 

controlando o parasitismo e, por outro lado, intensificando a inflamação cardíaca no 

decorrer da infecção (SOARES et al., 2001). IFN-γ é a citocina mais freqüentemente 

identificada em células inflamatórias presentes em tecidos de pacientes chagásicos 

cardíacos obtidos de autópsias de coração (REIS et al., 1997). Tem sido observado também 

que pacientes CARD e IND podem produzir níveis diferenciados de IFN-γ induzidos por 



 

estímulos relacionados a infecção (ABEL et al., 2001). Assim, estes autores sugerem que 

um perfil de resposta do tipo 1 (produção vigorosa de IFN-γ) encontrado em linhagens de 

células do infiltrado inflamatório cardíaco de pacientes apresentando a forma clínica 

CARD, poderia ter papel importante no desenvolvimento da miocardiopatia. Neste trabalho 

encontramos uma maior produção de IFN-γ em cultura de sangue total de pacientes CARD 

quando comparados aos demais grupos avaliados, confirmando os achados de nosso grupo 

onde na fase crônica IFN-γ tem sido associado com a patologia cardíaca. 

Por outro lado, tem-se demonstrado que a IL-10 apresenta papel importante em 

antagonizar a atividade de IFN-γ na infecção experimental pelo T. cruzi (SILVA et al., 

1992). Sabe-se que a IL-10 tem atividade inibitória sobre a ativação de macrófagos, 

incluindo a morte intracelular do T. cruzi in vitro mediada por IFN-γ. Esta atividade tem 

sido associada à susceptibilidade à infecção pelo T. cruzi (SILVA et al.,1992). GOMES 

(2002) sugeriu que a produção de IL-10 pode ter um papel importante em regular a resposta 

excessiva do tipo 1 induzida pelo T. cruzi, inibindo a ampliação de danos teciduais 

causados pela inflamação. Observamos que pacientes IND apresentaram níveis mais 

elevados de IL-10 em relação aos indivíduos NI e pacientes CARD, corroborando os 

resultados encontrados por GOMES et al. (2003). Assim, a presença de IL-10 nestes 

indivíduos teria papel importante em proteger o hospedeiro contra uma resposta do tipo 1 

desregulada impedindo assim um dano tecidual que poderia ocorrer mais tardiamente. 

Contudo, a avaliação da secreção das citocinas IFN-γ e IL-10 foi realizada com o 

objetivo de conhecer o perfil da produção dessas citocinas por células T CD4+ e CD8+ 

virgens (CD45RAhigh) e de memória (CD45ROhigh). Quanto à avaliação de células T 

CD4+CD45RAhigh expressando a citocina IFN-γ, pode-se observar que os grupos IND e 

CARD apresentaram maior percentual dessas células secretando esta citocina quando 

comparado ao grupo NI após cultura na presença de antígenos de EPI, porém somente o 

grupo IND apresentou diferença significativa. Podemos observar ainda, que pacientes IND 

e CARD apresentaram tendência a um maior percentual dessas células secretando IL-10 

quando comparado aos indivíduos NI, após cultura. 

 Quanto à avaliação das células T CD8+CD45RAhigh, observa-se que o grupo CARD 

apresentou percentual significativamente maior dessas células secretando IFN-γ, após 

cultura. Apesar de não temos observado diferença estatisticamente significativa, o grupo 



 

IND apresentou um maior percentual dessas células secretando IL-10. BURREAU et al. 

(2002), avaliando PBMC de indivíduos NI estimuladas com antígenos de L. guyanensis, 

demonstraram que células T CD8+CD45RA+ produtoras de IFN-γ são CD62L-CCR7-, 

enquanto aquelas produtoras de IL-10 são células T CD4+CD45RA+CD62L+CCR7-. 

Provavelmente essas células não são “virgens puras” (SWAIN & BRADLEY, 

1992), já que elas exercem uma das principais funções efetoras, que é a secreção de 

citocinas. Sendo assim, é provável que o marcador CD45RAhigh seja insuficiente para 

identificar as células virgens. As células encontradas neste trabalho talvez estejam em Th0, 

sendo capazes de produzir um repertório extenso de citocinas, sendo consideradas como 

células efetoras “primárias”. Esses dados sugerem que a troca da isoforma CD45RA para 

CD45RO seja de efeito tardio, perdendo outras moléculas de ativação anteriormente a este 

evento. Outro estudo demonstra que as células virgens T CD4+ respondem eficazmente ao 

antígeno, medido pela proliferação e secreção de IL-2 (CROFT et al., 1992).  

Nosso grupo também tem demonstrado que na doença de Chagas, pacientes do 

grupo CARD desenvolvem uma forte resposta contra antígenos do T. cruzi, com secreção 

de altos níveis de IFN-γ e baixos níveis de IL-10 (GOMES et al., 2003). Apesar de 

observamos que pacientes CARD apresentam mais células T CD8+CD45RAhigh secretando 

esta citocina, outros mecanismos que podem estar envolvidos no desenvolvimento da 

miocardite chagásica precisarão ser estudados em maior detalhe. 

 A avaliação de células T CD4+CD45ROhigh secretando citocinas mostrou que 

pacientes IND e CARD apresentaram percentual significativamente maior dessas células 

secretando IFN-γ quando comparado aos indivíduos NI após cultura na presença de EPI. Os 

grupos IND e CARD também apresentaram maior percentual dessas células secretando IL-

10 quando comparando ao grupo NI após cultura. ANTONELLI et al. (2004) 

demonstraram que PBMC de pacientes infectados por L. braziliensis apresentavam alta 

freqüência de células T CD4+ de memória produzindo citocinas, tanto inflamatória (IFN-γ) 

quanto reguladora (IL-10).  

 Quanto à avaliação de células T CD8+CD45ROhigh secretando IL-10, observa-se que 

o grupo CARD apresentou tendência à elevação desse percentual quando comparado aos 

outros grupos. Isso sugere que a secreção da citocina IL-10 por células CTL’s de memória 

pode não ter um efeito protetor no grupo CARD como tem sido observado em pacientes 



 

IND. Porém, a produção de IL-10 observada nessa população pode não ser suficiente para 

inibir o efeito do IFN-γ secretado por outras populações celulares, como descrito em alguns 

trabalhos (ABEL et al., 2001, GOMES et al., 2003). 

 Resumidamente, podemos observar que pacientes IND apresentaram menor 

expressão de CD62Lhigh em células T CD4+, enquanto os pacientes CARD apresentaram 

maior percentual de células ativadas (CD62L-). Além disso, pacientes IND apresentaram 

menor expressão de CCR7+ em células CD4+, enquanto os pacientes CARD apresentaram 

menor expressão dessa molécula em células CD8+. Mostrando que os pacientes IND 

apresentam menor percentual de células T CD4+ migrando para linfonodos, e os pacientes 

CARD apresentam menor percentual de células T CD8+ para esses locais.  

A avaliação das células virgens e de memória mostra que pacientes IND e CARD 

apresentaram menor percentual de células T CD4+ e CD8+ virgens CD45RAhigh e maior 

percentual de células de memória CD45ROhigh quando comparados a indivíduos NI. Já a 

avaliação dos dados de TCM e TEM demonstra que pacientes IND apresentaram maior 

percentual de células T CD4+ de memória central e efetora e de células T CD8+ TCM, porém 

pacientes CARD além de apresentarem percentual maior de células T CD4+ TCM e TEM, 

possuem maior número de células T CD8+ TEM. Isso sugere que as células T CD8+ de 

memória efetora parecem estar envolvidas no desenvolvimento da miocardite chagásica.  

  Apesar dos pacientes portadores da forma crônica apresentarem perfis semelhantes 

quanto à produção de citocinas na maioria das subpopulações celulares, pode-se observar 

que os pacientes da forma clínica IND possuem mais células T CD8+CD45RAhigh 

secretando IL-10, enquanto pacientes CARD possuem mais células T CD8+CD45RAhigh 

secretando IFN-γ. Essa alta produção da citocina IL-10 pelos pacientes da forma crônica 

IND poderia estar associado à susceptibilidade celular ao parasito, já que está citocina 

impede a morte dos parasitos, regulando os efeitos inflamatórios induzidos pela resposta 

imune do hospedeiro. Por outro lado, a alta secreção de IFN-γ por pacientes CARD poderia 

estar associada ao desenvolvimento da miocardite chagásica, através da diminuição da 

parasitemia e exacerbação da resposta imune. 

 O papel da migração e ativação dessas células na infecção experimental pelo T. 

cruzi e na doença de Chagas ainda não foi completamente estabelecido, neste estudo 

observamos diferenças fenotípicas importantes quando comparamos os grupos IND e 



 

CARD e também comparados ao grupo NI, sugerindo que mecanismos reguladores possam 

estar atuando de maneira distinta nas diferentes formas clínicas da doença de Chagas, 

permitindo que o grupo CARD desenvolva a patologia e o grupo IND não possuindo 

nenhum acometimento. No entanto, sabemos que alterações no balanço de citocinas 

secretadas acarretam em mudanças significativas da resposta imune relacionada ao 

desenvolvimento da patologia chagásica que, juntamente com a participação de 

mecanismos de interação celular ainda não identificados, determinam à direção e o efeito 

da resposta imune no indivíduo infectado pelo T. cruzi. 
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Os resultados apresentados neste trabalho mostram que células T CD8+CD45RAhigh 

apresentam efeitos distintos nas formas clínicas da doença e estão possivelmente 

envolvidas na indução dos mecanismos de evolução da doença mediados por IFN-γ. Os 

dados sugerem ainda que a menor expressão de CD62L por células T CD4+, maior número 

de células T CD8+ de memória central associado a maior secreção de IL-10 células T CD8+ 

por pacientes IND tem papel importante na proteção de hospedeiro contra uma resposta 

inflamatória exacerbada. 
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