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RESUMO 

As manifestações clínicas da doença de Chagas humana estão associadas com as 
distintas e complexas relações parasito-hospedeiro que envolvem diretamente o 
sistema imune. Nesse contexto, nos propomos analisar a relação entre a produção 
de citocinas intracitoplasmáticas após estímulo in vitro com os antígenos 
recombinantes CRA (Cytoplasmatic Repetitive Antigen) ou FRA (Flagellar Repetitive 
Antigen) de Trypanosoma cruzi e as formas clínicas crônicas cardíaca e 
indeterminada da doença de Chagas. O grupo de pacientes chagásicos consistiu de 
39 indivíduos portadores: forma cardíaca sem dilatação cardíaca (FC1) (n=15); 
forma cardíaca com dilatação cardíaca (FC2) (n=15) e forma indeterminada (FI), 
selecionados no Ambulatório de Doença de Chagas do Hospital Universitário 
Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco. O sangue total destes indivíduos 
foram submetidos à cultura na presença de CRA ou FRA por 1 dia e citocinas 
intracitoplasmáticas produzidas por linfócitos e monócitos foram analisadas através 
da citometria de fluxo. Nossos resultados mostraram que IFN-γ e TNF-α produzidas 
por linfócitos T CD8+ após estímulo in vitro com o CRA foi capaz de diferenciar os 
pacientes chagásicos portadores da FC2 dos pacientes portadores da FC1 e da FI, 
podendo ser consideradas marcadores imunológicos da forma clínica cardíaca da 
doença de Chagas. Após estudo prospectivo de indivíduos portadores da FI e FC1, 
essa ferramenta poderia ser utilizada no seguimento das intervenções terapêuticas, 
melhorando a qualidade de vida do paciente.  
 

Palavras-chave:  Doença de Chagas, Citocinas, Marcadores Imunológicos, 
Antígenos Recombinantes 
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ABSTRACT 

The manifestations in human Chagas' disease are associated with distinct and 
complex host-parasite relationships, which are directly involved with the immune 
system. In this context, we proposed to analyze the relationship between the 
production of intracytoplasmic cytokines after in vitro stimulation with recombinant 
antigens CRA (Cytoplasmatic Repetitive Antigen) or FRA (Flagellar Repetitive 
Antigen) from Trypanosoma cruzi and the clinical forms of chronic cardiac and 
indeterminate Chagas' disease. The group of chagasic patients was consist of 39 
individuals: cardiac form without cardiac dilatation (FC1) (n=15), cardiac form with 
cardiac dilatation (FC2) (n=15) and indeterminate form (FI) (n=9) selected in the 
Chagas’ disease Ambulatory of Oswaldo Cruz University Hospital of Universidade de 
Pernambuco. The whole blood’s samples of the patients were submitted to culture in 
the presence of CRA or FRA during one day. The intracytoplasmic cytokines 
produced by lymphocytes and monocytes were analyzed by flow cytometry. Our 
results showed that IFN-γ and TNF-α, which were produced by CD8+ T lymphocytes 
after in vitro stimulation with CRA, was able to differentiate between chagasic 
patients carrying the CF2 of CF1 and IF. This cytokines could be immunological 
markers of clinical cardiac form of Chagas’ disease. After a prospective study of 
patients from the IF and CF1, this tool could be used in monitoring the therapeutic 
interventions, improving quality of life. 
 

 

Keywords:  Chagas’ disease, Cytokines, Imunological Markers, Recombinant 
Antigens 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Aspectos epidemiológicos da doença de Chagas 

 

 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma 

cruzi, é um grave problema endêmico que afeta milhões de pessoas na América 

Central e na América do Sul. A forma clássica de transmissão é a vetorial, através 

de insetos hematófagos, conhecidos como barbeiros. Porém, várias são as formas 

de transmissão da doença. Dentre elas, a mais importante é a transmissão 

transfusional em países onde a doença não é considerada endêmica (WENDEL, 

1998). Outras formas de transmisão são a via congênita, via oral, transplante de 

órgãos contaminados, aleitamento materno e acidentes de laboratório.  

Nas últimas décadas, a doença expandiu-se por vários países não 

endêmicos em virtude dos movimentos migratórios. O crescente número de 

indivíduos infectados e o risco real de contaminação por transfusões sanguíneas 

(DIAS et al., 2002) foram determinantes para a criação da Comissão 

Intergovernamental de Doença de Chagas, em 1991. Formada por países do Cone 

Sul, a comissão tinha o propósito de elaborar um plano de ação para a eliminação 

do vetor e para a interrupção da transmissão por via transfusional (SILVEIRA, 2002). 

Desde então, métodos para eliminar o Triatoma infestans, principal vetor da doença, 

como o uso de inseticidas, e práticas para melhorar a qualidade da triagem de 

sangue vêm sendo utilizados.  

No entanto, apesar dos avanços alcançados no controle da transmissão 

natural da doença, a prevalência nos países da América Latina é de 12 milhões de 

casos e cerca de 28 milhões de pessoas estão sob o risco de contrair a doença 

(DIAS et al., 2008).  

Com o controle mais freqüente da transmissão por hemotransfusão e 

transmissão vetorial, a transmissão transplacentária maternofetal tem assumido 

posição mais relevante (DUARTE, 2003; FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2007). Na América 

Latina, a referida transmissão apresenta incidência variando de 0 a 11% (DUARTE, 

2003), justificando a pesquisa da infecção pelo T. cruzi em gestantes nos exames 

pré-natais e em recém-nascidos filhos de mães chagásicas. Além disso, em nosso 
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país, várias ocorrências recentes de surtos por transmissão oral têm sido 

documentadas quase sempre se registrando a presença de vetores e/ou 

reservatórios infectados nas imediações do evento (SHIKANAI-YASUDA et al., 1991; 

VALENTE et al., 1999; STEINDEL et al., 2008), levantando a preocupação sobre o 

ressurgimento da doença no Brasil nos próximos anos. 

Ainda não existe uma quimioterapia segura para o tratamento da doença. 

Os tradicionais antiparasitários, nifurtimox e benzonidazol, são parcialmente eficazes 

apenas na fase aguda da infecção (CANÇADO, 1985), e o potencial de cura 

parasitológica é dependente do tipo de cepa albergada pelo hospedeiro (ANDRADE 

et al., 1985), podendo ainda provocar diversos efeitos colaterais, tais como eritema 

mobiliforme (farmacodermia), polineuropatias, queixas digestivas do tipo náuseas e 

vômitos, astenia, mal-estar geral, entre outros.  

 

 

1.2 Aspectos clínicos da doença de Chagas 

 

 

A doença de Chagas é dividida em duas fases: aguda e crônica. A fase 

aguda, que pode durar de um a três meses após a infecção, é caracterizada por 

uma intensa parasitemia. Esta fase pode ser sintomática ou assintomática e inicia-se 

após o período de incubação que varia de quatro a dez dias quando a transmissão é 

vetorial (CHAGAS, 1916). Geralmente, quando sintomática, o indivíduo pode 

apresentar febre, mal-estar, anorexia e cefaléia. Os sinais de porta de entrada do 

parasito (sinal de Romaña e chagoma de inoculação) e manifestações sistêmicas 

(hepatomegalia, esplenomegalia, edema, alterações nervosas, comprometimento 

cardíaco) também podem estar presentes (HUGGINS, 1996). Porém, na maioria dos 

indivíduos, a fase aguda é imperceptível devido à escassez ou ausência de 

manifestações clínicas.  

A fase crônica da doença inicia-se cerca de dois a quatro meses após o 

final da fase aguda. Este período é marcado pela escassez de parasitos no sangue 

e pelos elevados níveis de anticorpos. Geralmente, o indivíduo chagásico 

permanece por um longo período de latência clínica chamada de forma 

indeterminada (FI), que pode durar de dez a trinta anos ou por toda a vida do 

doente. Ao final deste período, os indivíduos infectados podem ou não apresentar 
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manifestações relacionadas ao envolvimento de órgãos como o coração, esôfago, 

cólon e/ou sistema nervoso, caracterizando as formas clínicas sintomáticas da 

doença de Chagas (PRATA, 2001).  

No entanto, a evolução clínica dos indivíduos chagásicos não é previsível.  

A maioria dos pacientes (cerca de 50-60%) permanece portador da forma 

indeterminada (FI), e não apresentam sintomatologia relacionada com o coração e o 

sistema digestivo. Cerca de 20-30% dos indivíduos infectados desenvolvem a forma 

cardíaca (FC), caracterizada pela cardiomiopatia chagásica, e 8-10% apresentam a 

forma digestiva (FD), caracterizada por vários graus de alterações anatômicas e 

funcionais do esôfago e/ ou do cólon (DIAS, 1989). Menos freqüentemente, há 

alterações no sistema nervoso, caracterizando a forma clínica nervosa da doença.  

Em virtude da ausência de sintomas entre os pacientes chagásicos 

portadores da FI, a descoberta da doença ocorre geralmente através da realização 

de provas sorológicas por ocasião de inquéritos epidemiológicos em áreas 

endêmicas, triagem para doações de sangue ou órgãos e ainda na avaliação para 

admissão em empresas. Neste caso, a identificação de infecção pelo T. cruzi 

poderia prejudicar ou até mesmo provocar a recusa desses indivíduos durante o 

processo de admissão ao emprego.   

A FI desperta grande interesse entre médicos e pesquisadores, pois é 

nesta fase que parece se determinar a evolução do paciente chagásico. Este 

aspecto da evolução da FI para as formas clínicas sintomáticas ainda é muito 

obscuro. Em razão dos questionamentos sobre a evolução do doente portador da FI, 

a comunidade médica ainda não possui uma conduta terapêutica universal.  

O diagnóstico clínico nos pacientes chagásicos é bastante limitado. De 

acordo com os critérios estabelecidos pela OMS, os pacientes portadores da FI 

possuem eletrocardiograma e exames radiológicos do tórax, esôfago e cólon  

normais (WHO, 2002). Embora, essas técnicas convencionais sejam rotineiramente 

utilizadas para caracterizar as formas clínicas da doença de Chagas, elas possuem 

limitações na detecção de alterações precoces da função cardíaca e digestiva. 

Assim, quando se quer avaliar mais profundamente o estado clínico do indivíduo, 

outras técnicas mais sensíveis devem ser utilizadas. 

Métodos propedêuticos não-invasivos e invasivos têm detectado 

alterações no coração e/ou no tubo digestivo de alguns dos pacientes chagásicos 

portadores da FI (OLIVEIRA JR., 1996). Porém ainda é questionável a avaliação da 
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evolução para as fases severas da doença, pois essas técnicas apenas mostram o 

estado de saúde atual do paciente, não tendo o poder de prever quando e para qual 

forma clínica crônica o indivíduo evoluirá.  

Nesse sentido, investigações que elucidem o potencial evolutivo da 

doença de Chagas através de estudos longitudinais em pacientes chagásicos, por 

meio do desenvolvimento de marcadores biológicos ou clínicos das formas clínicas 

devem ser assumidas por grupos de pesquisas, a fim de contribuir com novos 

estudos de condutas terapêuticas, melhorando a qualidade de vida dos doentes, e 

com a garantia dos direitos trabalhistas dos pacientes frente às empresas e ao INSS. 

 

 

1.3 Marcadores imunológicos na doença de Chagas 

 

 

Vários fatores como, por exemplo, a cepa do parasito e seu tropismo 

celular, bem como, background genético e a resposta imunológica formada pelo 

hospedeiro possuem papéis importantes na progressão da doença de Chagas 

(DUTRA; GOLLOB, 2008). Os aspectos imunológicos para entender o porquê da 

evolução dos pacientes para as distintas formas clínicas da doença são explicados 

por duas teorias principais: A primeira postula que a persistência do T. cruzi nos 

órgãos afetados é a maior causa da patologia, e consequentemente dano tissular 

(JONES et al., 1993; VAGO et al., 1996; FUENMAYOR et al., 2005) e; a segunda 

postula que processos autoimunes têm importância fundamental para a destruição 

dos tecidos (KIERSZENBAUM, 2005; CUNHA-NETO et al., 2006; HYLAND; 

ENGMAN, 2006).  

Essas teorias podem estar associadas explicando a severidade das 

formas clínicas da doença. Desta forma, os estudos que busquem os fatores 

imunológicos que atuam na geração e manuntenção da patologia em indivíduos que 

manifestam as formas severas são importantes para o entendimento da infecção 

chagásica. Diversos trabalhos têm demonstrado o envolvimento da imunidade 

celular em todas as formas clínicas da doença de Chagas. No entanto, a patogenia 

das lesões que levam às formas severas da doença ainda é desconhecida. Estudos 

sugerem que a resposta imune do indivíduo contra o parasito contribui para a 
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evolução da doença (DUTRA et al, 1994; GOMES et al, 2003; BARROS-MAZON et 

al, 2004).  

Neste contexto, o possível papel dos mecanismos imunes para o 

desenvolvimento das formas clínicas severas da doença de Chagas tem sido 

avaliado. Assim, vários grupos de pesquisa têm buscado um padrão de resposta 

imune entre os pacientes chagásicos portadores das diferentes formas clínicas. 

Ensaios de proliferação celular, utilizando células mononucleares de 

sangue periférico (PBMC), foram realizados entre os pacientes chagásicos após 

estímulos com antígenos complexos de formas epimastigotas e tripomastigotas ou 

frações celulares do T. cruzi. Diferenças na intensidade da resposta proliferativa 

entre a FI e as formas sintomáticas foram reportadas, sugerindo que este padrão de 

reatividade imune poderia estar envolvido na patogenia das lesões tissulares na 

doença de Chagas (DE TITTO et al. 1985; CETRON et al. 1993; BARROS-MAZON 

et al. 2004). Porém, outros estudos não encontraram diferenças nas respostas 

proliferativas entre os pacientes chagásicos portadores da FI e aqueles portadores 

das formas sintomáticas (MORATO et al., 1986; GAZZINELLI et al., 1990; 

MICHAILOWSKY et al., 2003; LORENA et al., 2008).  

Embora os trabalhos sobre a doença de Chagas humana sejam escassos, 

quando comparado àqueles que utilizam os modelos animais, vários estudos estão 

disponíveis na literatura sobre a resposta imune dos pacientes relacionando com as 

formas clínicas crônicas da doença. Com base nas observações encontradas acerca 

destes fatores imunológicos, a teoria que mais se aproxima da explicação sobre o 

desenvolvimento das formas clínicas crônicas cardíaca e indeterminada está 

representada na Figura 1. De forma geral, os indivíduos que permanecem 

assintomáticos são capazes de reduzir o número de parasitos na fase inicial da 

infecção e possuem mecanismos regulatórios que limitam o desenvolvimento da 

patologia. Por outro lado, indivíduos que desenvolvem a doença cardíaca, apesar de 

controlar a parasitemia, podem não serem capazes de elaborar uma resposta 

imunoregulatória eficiente, persistindo uma resposta inflamatória duradoura (DUTRA; 

GOLLOB, 2008; DUTRA et al., 2009). 
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Figura 1 : Resposta imune nas formas cardíaca e indeterminada da doença de Chagas. 
Fonte: Menezes C. A. S.; Teixeira M. M.; DUTRA W. O., 2009. 

 

Essa proposta de que o dano tissular poderia ser mais severo na 

ausência de mecanismos regulatórios que envolvessem as respostas imunológicas 

entusiasmou as pesquisas na área da imunologia básica. A ausência da molécula 

co-estimulatória CD28 em linfócitos T foi estudada por Menezes et al. (2004), 

mostrando que essas células, em indivíduos com a FI, têm papel de controlar a 

resposta inflamatória através da secreção de IL-10. Já em pacientes chagásicos 

portadores da FC a presença de linfócitos T CD28- pode estar relacionada com o 

dano cardíaco por secretarem altos níveis de TNF-α. Além disso, a molécula CTLA-4 

também foi estudada entre os portadores chagásicos crônicos (SOUZA et al., 2007). 

A CTLA-4 reconhece o mesmo ligante que a molécula CD28, mas ao invés de levar 

à ativação celular, leva à modulação de respostas de células T. Souza et al. (2007), 

mostraram que pacientes portadores da FI apresentavam níveis de expresssão mais 

elevados desta molécula, principalmente em células T CD8, quando comparados 

aos portadores da FC. 

Nessa mesma linha de investigação, foi demonstrado que pacientes 

chagásicos portadores da FI possuem células T regulatórias, que poderiam ser 
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capazes de controlar a atividade citotóxica deletéria por inibir a ativação de células T 

CD8+ HLA-DR+ (VITELLI-AVELAR et al., 2005). Araújo et al. (2007), mostraram que 

portadores da FI apresentam altos níveis de células T regulatórias CD4+CD25high 

expressando FoxP3 e IL-10, comparado aos indivíduos da FC da doença. Além 

disso, Vitelli-Avelar et al. (2008), mostraram um padrão de citocinas regulatórias 

produzidas por células de sangue periférico de indivíduos portadores da FI, 

contrastando com um perfil de citocinas inflamatórias de pacientes portadores da 

FC. 

Abordagens para a investigação de padrões de secreção de citocinas em 

PBMC de pacientes chagásicos têm sido realizadas utilizando antígenos complexos 

das formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi. Esses trabalhos 

demonstraram que a IL-10 é a citocina secretada por pacientes portadores da FI. Já 

os pacientes chagásicos com doença cardíaca têm maiores níveis de IFN-γ (BAHIA-

OLIVEIRA et al, 1998; CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003).  

Souza et al. (2004) quando expuseram células aderentes obtidas de 

PBMC a  tripomastigotas vivos, observaram que monócitos de pacientes com a FI 

estão relacionados com a produção de IL-10, enquanto monócitos de pacientes com 

a FC expressam TNF-α. Além disso, os elevados níveis de IFN-γ estão 

correlacionados com o nível de severidade do envolvimento cardíaco, sugerindo que 

esta citocina poderia estar envolvida com a evolução da FC. Por outro lado, a IL-10 

poderia estar associada com a proteção do hospedeiro portador da FI contra o 

desenvolvimento das formas crônicas sintomáticas (GOMES et al., 2003). Diante 

desses achados, os autores sugerem que pacientes portadores da FI, que são 

capazes de manter baixos níveis de IFN-γ e altos níveis de IL-10, poderiam não 

desenvolver a doença cardíaca.  

Em contraposição a esses estudos, Laucella et al. (2004) ao analisarem 

as respostas de células T CD8+ específicas a peptídeos (derivados de amastigotas 

e tripomastigotas) e lisado (de formas amastigotas) de T. cruzi em PBMC de 

pacientes chagásicos portadores da FI e em indivíduos com diferentes níveis de 

acometimento cardíaco, mostraram que pacientes com a forma mais severa da 

doença cardíaca apresentaram baixos níveis de IFN-γ quando comparados aos 

pacientes portadores da FI.  
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Assim, apesar de pouco entendimento sobre os mecanismos 

imunopatológicos da doença de Chagas e, consequentemente, poucos 

conhecimentos para predizer a evolução para as formas clínicas severas da doença, 

as citocinas secretadas pelas células dos pacientes poderiam ser a chave para o 

estabelecimento de marcadores biológicos que auxiliassem no prognóstico das 

formas graves da doença. 

Porém, a maioria dos estudos para investigação da resposta imunológica 

de pacientes chagásicos é realizada utilizando preparações antigênicas solúveis do 

parasito. Essas preparações, por apresentarem uma mistura complexa de antígenos, 

não permitem a detecção de uma resposta imune específica.  

O uso de materiais definidos do parasito é claramente um requisito não 

apenas para o desenvolvimento de testes sorológicos e screening em bancos de 

sangue, mas também para a identificação de moléculas importantes na interação 

parasito-hospedeiro e nos estudos para o entendimento da imunopatologia da 

doença de Chagas (LORCA et al., 1992). Assim, antígenos específicos do T. cruzi 

poderiam ter bom desempenho na discriminação das formas clínicas crônicas da 

doença de Chagas. 

Poucos estudos foram realizados com antígenos purificados do parasito. 

Estudo recente mostrou que PBMC de pacientes chagásicos após estímulo in vitro 

com PFR (Paraflagellar Rod Proteins), antígenos derivado da porção flagelar do 

parasito, secretavam altos níveis de IFN-γ e TNF-α, porém, nenhuma diferença foi 

encontrada entre os pacientes portadores das formas clínicas cardíaca e 

indeterminada (MICHAILOWSKY et al., 2003). Uma resposta predominante de IFN-γ 

foi relatada em pacientes portadores de cardiomiopatia quando PBMC foram 

estimuladas com trans-sialidase (RIBEIRÃO et al., 2000), com a proteína 

recombinante B13 de T. cruzi (ABEL et al., 2001) e com subfrações purificadas de 

antígeno de tripomastigotas (CUNA et al., 2000).  

A Tabela 1 resume os principais achados sobre a resposta imune celular 

com secreção das citocinas IFN-γ e IL-10 estudada por vários grupos de pesquisas. 
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Tabela 1.  Estudos realizados sobre a produção de IL-10 e IFN-γ por pacientes chagásicos em 
resposta a antígenos de T. cruzi. 

   Citocinas estudadas 

Referência Antígenos Método de 
detecção IL-10 IFN-γ 

Dutra et al., 
1997 

EPI e TRIPO  
Quantificação 

por PCR 

Maior produção em 
pacientes chagásicos 
(FC e FI) que em NI 

Maior produção em 
pacientes chagásicos 
(FC e FI) que em NI 

Corrêa-
Oliveira et al., 

1999 
EPI e TRIPO 

Citometria de 
fluxo 

Produção maior em 
pacientes da FI que 
em pacientes da FC 

Produção maior em 
pacientes da FC que 
em pacientes da FI 

Cuna et al., 
2000 

Antígenos brutos 
e purificados de 
tripomastigotas 

ELISA 
Houve produção em 
pacientes chagásicos 

e em NI 

Produção específica 
em pacientes 
chagásicos 

Ribeirão et 
al., 2000 Trans-sialidase ELISA Não foi testada 

Produção maior em 
pacientes da FC que 
em pacientes da FI 

Abel et al., 
2001 

Proteína B13 ELISA Não foi testada 

Não houve diferença 
entre FC e FI. No 

entanto, pacientes FC 
tiveram maior 
freqüência de 
produção que 
pacientes FI 

Gomes et al., 
2003 

EPI e TRIPO ELISA 
Não houve diferença 

entre FC e FI 
Não houve diferença 

entre FC e FI 
Gomes et al., 

2003 
EPI e TRIPO 

Citometria de 
fluxo 

Alta secreção pelos 
pacientes FI 

Alta Secreção pelos 
pacientes FC 

Michailowsky 
et al., 2003 

PFR ELISA Não foi detectada 
Alta produção em 
pacientes FI e FC 

Souza et al., 
2004 

Tripomastigotas 
vivos 

Citometria de 
fluxo 

Alta produção por 
pacientes da FI 

Não foi testada 

Laucella et 
al., 2004 

Lisados e 
peptídeos de T. 

cruzi 
ELISPOT Não foi testada 

Alta freqüência de 
respostas elevadas 
em pacientes com a 

FC leve e baixa 
freqüência em 

pacientes com a FC 
severa. 

Crema et al., 
2006 

Antígenos de T. 
cruzi ELISA 

Não houve diferença 
entre os grupos FC, FI 

e FD 

Pacientes chagásicos 
(FD) tiveram maior 
produção que NI 

Araújo et al., 
2007 

Tripomastigotas 
vivos 

Citometria de 
fluxo 

Alta secreção pelos 
pacientes FI 

Não houve diferença 
entre FC e FI. 

Vitelli-Avelar 
et al., 2008 

TRIPO 
Citometria de 

fluxo 

Alta freqüência de 
respostas elevadas 
em pacientes com a 

FI 

Não houve diferença 
entre as frequências 

de produção entre FC 
e FI. 

Nota: A classificação dos indivíduos portadores da formas clínicas crônicas cardíaca (FC), 
indeterminada (FI), digestiva (FD) e indivíduos não infectados (NI) não segue necessariamente os 
mesmos parâmetros. No entanto, foi adotada a mesma legenda deste trabalho para melhor 
compreensão dos resultados. Antígenos derivado da forma epimastigota (EPI), antígenos derivado da 
forma tripomastigota (TRIPO). Polimerase Chain Reaction (PCR), Enzime-linked immunosorbent 
assay (ELISA), Paraflagellar Rod Proteins (PRF) 
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1.4 Os antígenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi 

 

 

Em 1989, Lafaille et al. realizaram a clonagem e a caracterização de dois 

genes de T. cruzi. Estes genes codificam proteínas com estruturas onde há a 

repetição de um mesmo epítopo. Em função de suas estruturas e localização, esses 

antígenos foram denominados de CRA (Cytoplasmic Repetitive Antigen ou antígeno 

citoplasmático repetitivo), presente nas formas epimastigotas e amastigotas, e FRA 

(Flagellar Repetitive Antigen ou antígeno flagelar repetitivo), presente nas formas 

epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi (LAFAILLE et al. 1989; KRIEGER et al., 

1992). O perfil protéico dos antígenos realizado por Pereira et al. (2004) mostra que 

o CRA possui 50KDa e o FRA 30KDa (Figura 2). 

Figura 2: SDS-PAGE dos Ags-Recs CRA e FRA de Trypanosoma cruzi purificados através de 
cromatografia de metal quelado, corado pela prata. PM = peso molecular em kilo Daltons (kDa) 
(fosforilase b -94, albumina sérica bovina - 67, ovalbumina - 43, anidrase carbônica - 30, inibidor 
tríptico de soja - 20,1, e α-lactalbumina - 14,4). Em cada poço foram depositados 5µg e 3µg de CRA e 
FRA, respectivamente. CRA= Cytoplasmic Repetitive Antigen; FRA= Flagellar Repetitive Antigen 
(PEREIRA et al., 2004). 

 

 

Esses dois antígenos recombinantes (Ags-Recs) são produzidos na forma 

de kit para diagnóstico da infecção chagásica por Bio-Manguinhos/Fiocruz. O 

referido kit (Ensaio-Imunoenzimático-Recombinante-Chagas-Bio-Manguinhos, EIE-

Rec) foi utilizado com sucesso no imunodiagnóstico da doença de Chagas 

apresentando alta especificidade e alta sensibilidade (GOLDENBERG, 1991; 

 



Lorena V. M. B.                                        
 
 

31 

KRIEGER et al., 1992; GOMES et al, 2001). O EIE-Rec também foi utilizado para 

avaliar a cura da doença de Chagas em pacientes do Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais em Belo Horizonte, que foram tratados na 

fase aguda da infecção (SILVA et al., 2002), onde os autores sugerem sua utilização 

para monitoramento do tratamento etiológico.  

Além disso, um estudo comparativo do EIE-Rec e de um ELISA (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay) convencional frente ao teste de hemaglutinação 

indireta, utilizado na ocasião em bancos de sangue, mostrou que o uso de dois 

ELISAs com preparações antigênicas diferentes é mais eficaz e poderia ser adotado 

para o screening de doadores de sangue (GADELHA et al., 2003). Ainda na área de 

diagnóstico, os Ags-Recs CRA e FRA foram avaliados para o desenvolvimento de 

um biosensor no departamento de Química Fundamental da Universidade Federal 

de Pernambuco (UFPE) em Recife (DINIZ et al., 2003). 

As características moleculares dessas proteínas, associadas à resposta 

anticórpica dos pacientes portadores da doença de Chagas, incentivaram as 

investigações sobre as propriedades imunogênicas do CRA e do FRA dissociados. 

Assim, os Ags-Recs foram avaliados em protocolos de imunizações em 

camundongos isogênicos mostrando serem capazes de induzir respostas imune 

humoral e celular (PEREIRA et al., 2003a; 2003b; 2004; 2005).  

Além disso, em um estudo piloto (n=6) realizado por Pereira et al. (2002), 

CRA e FRA foram capazes de estimular PBMC de pacientes chagásicos a produzir 

determinado padrão de citocinas intracitoplasmáticas avaliadas através de citometria 

de fluxo. Os resultados obtidos mostraram que CRA estimulou PBMC de pacientes 

com a FC a produzirem IFN-γ e TNF-α e, FRA estimulou a produção de IL-10 por 

indivíduos portadores da FI da doença, sugerindo que os Ags-Recs poderiam 

identificar distintos perfis de citocinas entre os indivíduos chagásicos portadores das 

diferentes formas clínicas crônicas da doença. As respostas induzidas por esses 

antígenos mostram a importância dos mesmos em relação à discriminação das 

formas clínicas da doença. Além disso, o isotipo IgG2 anti-FRA foi capaz de 

diferenciar os pacientes portadores da FC dos pacientes da FI (VERÇOSA et al., 

2007). Após um estudo prospectivo, esse isotipo poderia ser utilizado como 

marcador de evolução para a FC, possibilitando o redirecionamento da conduta 

terapêutica.  
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Desta forma, o potencial dos antígenos em avaliar marcadores de 

evolução da doença de Chagas foi estudado por Lorena et al. (2008), mostrando que 

apenas o CRA foi capaz de induzir a secreção de TNF-α e IFN-γ por indivíduos 

chagásicos quando comparamos aos indivíduos não chagásicos. Porém, nenhuma 

diferença foi observada entre os indivíduos portadores da FC e da FI da doença 

(LORENA et al., 2008). As diferenças observadas entre nossos resultados e aqueles 

apresentados anteriormente podem ser devido à sensibilidade do ELISA de captura, 

e ao fato que, na avaliação das citocinas intracitoplasmáticas através de citometria 

de fluxo, realizado por Pereira et al. (2002), as citocinas são aprisionadas no interior 

do citoplasma. Os resultados encontrados por Lorena et al. (2008) poderiam estar 

relacionados aos baixos níveis das citocinas nas culturas e/ou ao consumo por 

receptores celulares, impedindo sua detecção através do ELISA (BAROJA; 

CEUPPENS, 1987). Deste modo, a detecção de citocinas intracitoplasmáticas por 

citometria de fluxo é mais representativa (PRUSSIN; METCALFE, 1995).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Embora os mecanismos imunopatológicos da doença de Chagas não 

estejam bem claros e, consequentemente, pouco foi estabelecido sobre a evolução 

dos indivíduos da FI para as formas clínicas severas da doença, muitos estudos têm 

sido realizados para avaliar a resposta celular, sobretudo, as citocinas secretadas 

pelas células desses pacientes, visando à identificação de marcadores biológicos 

que pudessem auxiliar no prognóstico da doença de Chagas.  

Um estudo longitudinal com seguimento do grupo de indivíduos da FI se 

faria necessário se este perfil diferenciado fosse devidamente confirmado. Desta 

forma, mecanismos capazes de bloquear ou amenizar o desenvolvimento das 

formas severas da doença, como por exemplo, estratégias de tratamento durante a 

fase crônica da doença, poderiam melhorar a qualidade vida dos indivíduos. 

Estratégias terapêuticas visando a regulação da resposta imune celular e da 

modulação de componentes inflamatórios, associado à droga anti-parasitária, 

possuem favoráveis expectativas para terapia dos indivíduos portadores da doença. 

Apesar de não evidenciarmos uma relação entre a produção de citocinas 

detectadas no sobrenadante de cultura e as formas clínicas da doença de Chagas, 

através de ELISA de captura (LORENA et al., 2008), consideramos importante a 

resposta imune evidenciada pela produção de anticorpos específicos contra CRA ou 

FRA, por indivíduos chagásicos (GOLDENBERG et al., 1991; KRIEGER et al., 1992; 

GOMES et al., 2001; SILVA et al., 2002; GADELHA et al., 2003), e o potencial valor 

prognóstico dos Ags-Recs mostrado por Pereira et al. (2002) e Verçosa et al. (2007). 

Assim, nos propomos a avaliar a relação entre a produção de citocinas 

intracitoplasmáticas após estímulo in vitro com os Ags-Recs e as formas clínicas 

crônicas da doença de Chagas. 
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3 HIPÓTESE 

 

 

Existe um perfil diferenciado de citocinas produzidas por células de 

pacientes chagásicos após estímulo in vitro com CRA ou FRA de T. cruzi entre as 

formas clínicas crônicas (FI e FC) da doença de Chagas. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar a relação entre a produção de citocinas intracitoplasmáticas após 

estímulo in vitro com os Ags-Recs CRA ou FRA de T. cruzi e as formas clínicas 

crônicas (FI e FC) da doença de Chagas. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Avaliar o perfil das citocinas IL-4, IL-10, TNF-α e IFN-γ produzidas após estímulo 

in vitro com os Ags-Recs nas formas clínicas crônicas (FI e FC) da doença de 

Chagas; 

 

b) Caracterizar fenotipicamente as populações celulares presentes no sangue 

periférico produtoras das citocinas intracitoplasmáticas após estímulo in vitro com 

os Ags-Recs; 

 

c) Caracterizar a frequência dos indivíduos altos produtores de citocinas (acima da 

média global de produção obtida de todos os grupos) relacionando com a forma 

clínica crônica (FI e FC) da doença; 

 

d) Estabelecer a correlação existente entre as citocinas inflamatórias e as citocinas 

anti-inflamatórias com as formas clínicas crônicas estudadas (FI e FC). 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.1 Materiais 

 

 

5.1.1 Equipamentos 

 

 

• Balanças analíticas: Hangping FA 1604; Ohaus Corporation modelo 

TS 400 D. 

• Bomba à vácuo: modelo DOA-P104-BN, Gast Manufactur Ing; Index 

Corporation.  

• Capela de fluxo laminar vertical: modelo MR 115, Núcleo 

equipamentos. 

• Centrífuga refrigerada: modelo TJ-6R, Beckman Instruments, Inc. 

• Citômetro de Fluxo: modelo FACSCalibur, Becton Dickson 

Immunocytometry Systems. 

• Cuba para eletroforese: modelo SE250, Hoefer Scientific Struments. 

• Estufa de CO2: Forma Scientific Inc. 

• Fonte  para eletroforese: modelo PS500X, Hoefer Scientic Instruments. 

• Leitor de ELISA: modelo 3550, Biorad Laboratories. 

• PHmetro: modelo Chemcadet pHmeter 5984-50, Cole Parmer 

Instruments. 

• Slab gel Dryer: modelo SE 1160, Hoefer Scientific Instruments 

• Vórtex: modelo M37615, tipo 37600 mixer, Thermolyne. 

 

 

5.1.2 Reagentes e produtos  

 

 

• Ácido acétido P. A. – VETEC Química fina 

• Ácido cítrico P. A. – VETEC Química fina 
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• Ácido clorídrico – VETEC Química fina 

• Acrilamida – SIGMA 

• Albumina Bovina Sérica – SIGMA 

• Anticorpos anti-CD4, CD8, CD14 e IL-10 – Caltag 

• Anticorpos anti-IL-4, IFN-γ e TNF-α – BD Pharmingen 

• Azida sódica – SIGMA 

• Bis-acrilamida – SIGMA 

• Brefeldina A – SIGMA 

• Carbonato de sódio – ISOFAR 

• Citrato de sódio P. A. – VETEC Química fina 

• Cloreto de Sódio P.A. – ISOFAR 

• Comassie Crilhant Blue R 250 – SIGMA 

• Dietilenoglicol – VETEC Química fina 

• Ditiotreitol – SIGMA 

• EDTA – SIGMA 

• Fitohemaglutinina – GIBCO TM/ Invitrogen Corporation 

• Formaldeído 37% - VETEC Química fina 

• Fosfato de sódio bibásico P.A. – Nuclear 

• Fosfato de sódio monobásico P.A. - Reagentes analíticos Dinâmica 

• Glicerol - VETEC Química fina 

• Glutaraldeído – SIGMA 

• Heparina 5.000 UI/mL – Hepamax-S®, Blausiegel® 

• Meio RPMI 1640 – SIGMA 

• Membranas filtrantes - Millipore Corporation 

• Mercaptoetanol – SIGMA 

• Metanol – Nuclear 

• Nitrato de Prata - Reagen 

• Penicilina/ Estreptomicina (100x) – SIGMA 

• Persulfato de amônio - VETEC Química fina 

• Kit sorológico: Imuno-ELISA Chagas - Wama Diagnóstica 

• Kit sorológico: Chagas Test ELISA III - Bioschile Ingenieria Genetica  

• Dodecil Sulfato de Sódio - SIGMA 
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• Saponina – SIGMA 

• Solução de Penicilina/ Estreptomicina – SIGMA 

• Solução de fixação para células – BD Systems 

• Soro bovino fetal – SIGMA 

• Temed – SIGMA 

• Tris – VETEC Química fina 

• Tubos de cultura de polipropileno (17x100mm) 14mL – BD Systems 

• Tubos de citometria de poliestireno (12x75mm) 5mL – BD Systems 

• Tubos para coleta a vácuo 10mL- BD Systems ou VACUETTE 

 

 

5.2 Métodos 

 

 

5.2.1  Antígenos recombinantes de T. cruzi 

 

 

Os Ags-Recs CRA e FRA, obtidos como descrito por Krieger et al. (1992), 

foram preparados no Departamento de Reativos para Diagnóstico de Bio-

Manguinhos/Fiocruz e enviados para o Laboratório de Imunoparasitologia do 

CPqAM/Fiocruz. Todos os lotes de antígenos tiveram seus perfis protéicos 

analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil 

sulfato de sódio (LAEMLI, 1970) e coloração pela prata (MORRISSEY, 1981) para 

avaliar contaminação por proteínas bacterianas. 

 

 

5.2.2 População do estudo  

 

 

Trinta e nove indivíduos portadores das formas crônicas chagásicas foram 

selecionados no Ambulatório de Doença de Chagas do Hospital Universitário 

Osvaldo Cruz – HUOC, na Universidade de Pernambuco – UPE. A inclusão dos 

indivíduos chagásicos foi baseada no preenchimento de 3 critérios: 1) sorologia 
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reagente para a infecção chagásica (dois testes com princípios metodológicos ou 

preparações antigênicas diferentes); 2) realização de hemograma e dos exames 

clínicos para a caracterização das formas clínicas; e 3) não ter sido submetido ao 

tratamento etiológico.  

Os pacientes foram atendidos e examinados por médicos que fazem parte 

do ambulatório após instruções detalhadas repassadas pela Dra. Glória Cavalcanti 

Melo (CRM 7942), Dra. Mariza Melo (CRM 7760), Dr. Abelardo Escarlão (CRM 

11849) e Dra. Cristina Tavares (CRM 6061), médicos do HUOC/UPE e 

colaboradoras deste estudo, sobre a caracterização das formas clínicas. Para esta 

caracterização foram realizadas análises clínicas e laboratoriais: exame físico, 

sorologia para a infecção pelo T. cruzi (ELISA e/ou hemaglutinação indireta e/ou 

imunofluorescência indireta), eletrocardiograma, ecocardiograma, raios-X de tórax e 

de esôfago (quando necessários). 

Trinta e nove portadores da infecção chagásica foram selecionados 

(média de idade: 54,8 anos). Os pacientes portadores da FC (n=30) foram 

selecionados por apresentarem alteração no eletrocardiograma, ecocardiograma 

e/ou raio-X de tórax, ausência de dilatação do esôfago, ausência de queixas 

digestivas (engasgos e constipação) e sorologia reagente para infecção pelo T. 

cruzi. Esses pacientes foram divididos em dois grupos: pacientes portadores da FC 

sem dilatação cardíaca (FC1) (n= 15) e; pacientes portadores da FC apresentando 

dilatação cardíaca (FC2) (n= 15), quando no ecocardiograma o paciente 

apresentava fração de ejeção <55% e/ou aumento da área do ventrículo esquerdo.  

Os pacientes portadores da FI (n=9) foram selecionados por não 

apresentarem quaisquer alterações cardíacas e digestivas, mas com sorologia 

reagente para infecção pelo T. cruzi. 

Um grupo de indivíduos voluntários não infectados (NI) (n=6) (média de 

idade: 52,5 anos) foi composto para comparação com indivíduos chagásicos através 

do preenchimento dos seguintes critérios: 1) ter habitado em área endêmica para a 

doença de Chagas; 2) nunca ter recebido transfusão de sangue; 3) ter apresentado 

teste sorológico não reagente para a doença de Chagas; e 4) ter realizado 

hemograma.  
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As características dos pacientes chagásicos e dos indivíduos não 

chagásicos que participaram desse estudo encontram-se presente nos Apêndices A 

e B, respectivamente. 

 

 

5.2.2.1 Aspectos éticos 

 

 

As abordagens utilizadas no presente estudo foram aprovadas pelo 

Comitê de Ética do CPqAM/Fiocruz (Anexo A). Todos os indivíduos que participaram 

do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por escrito: 

para pacientes chagásicos (Apêndice C) e para indivíduos voluntários NI (Apêndice 

D). Além disso, um formulário de pesquisa foi aplicado para os indivíduos portadores 

da doença de Chagas (Apêndice E). 

 

 

5.2.3 Coleta de sangue 

 

 

De trinta a quarenta mililitros de sangue foram coletados em tubos 

contendo heparina sódica para utilização nos ensaios de padronização cultura 

celular. Para o ensaio de cultura pós-padronização dez mililitros foram coletados. 

Cinco mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo EDTA para a 

realização do hemograma no Laboratório do HUOC/UPE. Além disso, cinco mililitros 

de sangue foram coletados em tubo seco para obtenção de soro. Após retração do 

coágulo, os tubos foram centrifugados (900 x g/ 10 minutos a temperatura ambiente) 

e alíquotas de soro foram devidamente identificadas e armazenadas a -20°C na 

Soroteca de Chagas do Laboratório de Imunoparasitologia do CPqAM/Fiocruz. 

 

 

5.2.4 Sorologia para infecção pelo T. cruzi 
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Foi utilizado um teste imunoenzimático constituído de uma mistura de 

extratos totais do T. cruzi adsorvidos à placa de microtitulação (Chagas test ELISA 

III) proveniente de Bioschile Ingenieria Genetica S.A e um teste imunoenzimático 

que utiliza antígenos recombinantes adsorvidos à placa de microtitulação (Imuno-

ELISA Chagas) proveniente de Wama Diagnóstica. Resultados reagentes foram 

considerados quando os dois testes apresentaram reatividade e não-reagentes, 

quando os dois testes não apresentaram reatividade (Ministério da Saúde, 2005). 

 

 

5.2.5 Padronização dos títulos de anticorpos para o ensaio de citometria 

 

 

Sangue de dois indivíduos saudáveis foi coletado e depositado em tubo 

de cultura e estimulado apenas com Fitohemaglutinina (PHA) (10µg/mL). A titulação 

dos anticorpos anti-CD4, CD8 e CD14 foi escolhida a partir de duas quantidades 

utilizadas (3 e 5µL) seguindo a orientação do fabricante. Para a titulação de 

anticorpos anti-citocinas foram realizadas duas diluições (1:30 e 1:50). Para a 

escolha das concentrações de anticorpos foi levado em consideração o desempenho 

da marcação e os mínimos custos. As características dos anticorpos utilizados neste 

estudo estão mostradas na Tabela 2. 

 
Tabela 2:  Características dos anticorpos utilizados no ensaio de citometria de fluxo 

Anticorpo Clone Isotipo Fluorocromo 
CD4 53.5 Mouse IgG2a FITC 
CD8 3B5 Mouse IgG2a FITC 
CD14 TüK4 Mouse IgG2a FITC 
IL-4 MP4-25D2 Rat IgG1 PE 
IL-10 JES3-19F1 Rat IgG2a PE 
IFN-γ B27 Mouse IgG1 APC 
TNF-α Mab11 Mouse IgG1 APC 

Nota: CD: Cluster of differentiation; IL: Interleucina; IFN-γ: Interferon gama; TNF-α: Fator de necrose 
tumoral alfa; APC: Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceína; PE: Ficoeritrina. 

 

 

5.2.6 Padronização da cinética tempo versus resposta 

 

Seis indivíduos portadores da FC e dois indivíduos não-infectados foram 

selecionados para estabelecer o tempo ótimo de cultivo para detecção das citocinas. 
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Um mililítro de sangue total foi depositado em tubo de cultura e estimulado com PHA 

(5µg/mL), com Ags-Recs CRA ou FRA (2µg/mL) ou sem nenhum estímulo (controle 

negativo). O volume final das culturas foi de 3mL. Os tubos foram incubados a 37°C 

na presença de 5% de CO2 por 1, 2, 3, 4 ou 5 dias para avaliação dos linfóctios T 

CD4+ e T CD8+. Para a avaliação dos monócitos CD14+, o sangue foi incubado por 

1, 2 e 3 dias. Nas 12 horas que antecederam o final do cultivo celular, a brefeldina 

(10µg/mL) foi adicionada aos tubos. A utilização da brefeldina A assegura a retenção 

da citocina no interior celular, uma vez que esta substância interfere no trânsito de 

secreção de proteínas, mantendo-as no interior do Complexo de Golgi (HUDSON; 

GRILLO, 1991). A escolha do melhor tempo de cultivo foi baseada na obtenção das 

maiores médias de produção de citocinas intracitoplasmáticas pelas células 

estudadas (LORENA et al., 2009). 

 

 

5.2.7 Marcação de superfície e citocinas intracitoplasmáticas 

 

 

Após período de incubação in vitro, as culturas foram tratadas com 220µL 

de EDTA (20mM) por 10 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, em todos os 

tubos, foram adicionados cerca de 8mL de PBS-Wash (PBS contendo albumina 

sérica bovina a 0,5% e azida sódica a 1%) e os tubos foram centrifugados a 400 x g 

por 10 minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido com auxílio de 

bomba à vácuo até o volume final de 1mL. Cem microlitros da suspensão celular 

foram depositados a tubos de poliestireno de 5mL devidamente identificados, 

contendo os anticorpos monoclonais anti-CD4 (3µL), anti-CD8 (3µL) e anti-CD14 

(5µL), previamente titulados, por 30 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, 

os eritrócitos foram lisados através da adição de 2mL da solução de lise (2,85% de 

citrato de sódio, 30% de dietilenoglicol, 54% de formaldeído 37%, 0,04% de heparina 

100.000 USP) diluída 1:10 em água destilada, no vórtex e incubados por 5 minutos 

ao abrigo da luz. Esta reação foi bloqueada pela adição de 1mL de PBS-Wash 

seguida de centrifugação (300 x g por 5 minutos à temperatura ambiente). O 

sobrenadante foi descartado e os leucócitos foram lavados através da adição de 

2mL de PBS-Wash. As células foram permeabilizadas através de 2mL da solução 

permeabilizadora (PBS-wash contendo saponina a 0,5%) por 5 minutos. Após 
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centrifugação (300 x g por 5 minutos a temperatura ambiente), os sobrenadantes 

foram descartados e 20µL de anticorpos anti-citocinas conjugados a PE (IL-4 e IL-

10) e a APC (IFN-γ e TNF-α) diluídos (1:30) foram depositados aos tubos por 30 

minutos à temperatura ambiente ao abrigo da luz. Após a marcação das citocinas 

intracitoplasmáticas, as células foram lavadas duas vezes (com 1mL de PBS-P e 

depois com 1mL de PBS-Wash) e fixadas através de 300µL de solução de fixação 

diluída 1:10 em água destilada. Os tubos foram estocados a 4°C até o momento da 

aquisição no citômetro de fluxo. O ensaio de marcação de superfície e das citocinas 

intracitoplasmáticas está representado na Figura 3. 
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Figura 3: Esquema das principais etapas do ensaio de marcação de superfície e das citocinas 
intracitoplasmáticas. Cytoplasmatic Repetitive Antigen (CRA), Flagellar Repetitive Antigen (FRA), 
Fitohemaglutinina (PHA) e sem estímulo (SE). 

 

 

 

 

 

 

Lavagem com PBS-Wash (centrifugação 400 x g por 10 min) 

Remoção do sobrenadante com bomba à vácuo 

Incubação por 30 min 

Lise dos eritrócitos e lavagem com PBS-Wash (centrifugação 300 x g por 5 min) 

Permeabilização celular com PBS-P 

Adição dos anticorpos anti-citocinas IL-4, IL-10, IFN-γ e TNF-α 

Incubação por 30 min 

Lavagem com PBS-P e em seguida com PBS-Wash 

Adição da solução de fixação 

Adição de 100µL de sangue em tubos contendo anticorpos anti-CD4, anti-CD8 ou anti-CD14 
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5.2.8 Aquisição e análise no citômetro de fluxo 

 

 

As aquisições e análises no citômetro de fluxo obedeceram às Normas de 

Boas Práticas de Laboratório instituídas no CPqAM/Fiocruz pelo Programa de 

Desenvolvimento Tecnológico em Insumos para a Saúde (PDTIS/ Fiocruz). 

As amostras foram adquiridas em um citômetro de fluxo equipado com um 

sistema que detecta 4 cores (FACScalibur). O citômetro de fluxo permite a avaliação 

básica dos seguintes parâmetros: tamanho (Forward Scartter-FSC) e granulosidade 

das células (Side Scartter-SSC), fluorescência do tipo 1 (FL1), fluorescência do tipo 

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

caracterísitcas são detectadas utilizando-se um sistema óptico-eletrônico que avalia 

a dispersão do raio laser incidente sobre uma célula e a emissão de fluorescência, 

dada pelos diferentes fluorocromos, em diferentes comprimentos de onda. Os dados 

adquiridos podem ser armazenados, e posteriormente, analisados utilizando o 

software CellQuestPro acoplado ao computador.  

Diferentes estratégias para aquisição e análise da expressão das 

citocinas foram utilizadas de acordo com a população celular estudada. 

 

 

5.2.8.1 Aquisição e análise dos linfócitos T 

 

 

A Figura 4 ilustra a sequência de etapas para análise dos linfócitos T. Os 

linfócitos foram adquiridos através da seleção desta população utilizando o dot plot 

FSC versus SSC (Figura 4A). Após a seleção da janela de interesse (R1), as 

subpopulações de linfócitos T e as citocinas intracitoplasmáticas foram analisadas 

pela obtenção de gráficos bidimensionais de distribuição puntual de fluorescência, 

onde foi possível estabelecer as modalidades FL1 (CD4 ou CD8-FITC) versus FL2 

(IL-4-PE ou IL10-PE) e FL1 versus FL4 (TNF-α-APC ou IFN-γ-APC) (Figura 4B). 

Foram coletados 20.000 eventos dentro da janela R1. 
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Figura 4: Aquisição e análise dos linfócitos. 

 

 

5.2.8.2 Aquisição e análise dos monócitos 

 

 

Os monócitos foram selecionados através da construção de gráfico FL1 

(CD14-FITC) versus SSC. Após a seleção da janela de interesse (R2), foram 

construídos gráficos bidimensionais de distribuição puntual FL1 (CD14-FITC) versus 

FL2 (IL10-PE) e FL1 versus FL4 (TNF-α-APC ou IFN-γ-APC). A sequência de etapas 

para aquisição e análise dos monócitos está representada na Figura 5. Foram 

coletados 500 eventos dentro da janela R2. 

A 

B 
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Figura 5: Aquisição e análise dos monócitos. 

 

 

5.2.9 Avaliação do perfil de citocinas em linfócitos CD4+ e CD8+ e monócitos CD14+ 

circulantes 

 

 

A percentagem de células positivas para as citocinas dentro de uma 

população foi obtida pelo quadrante estatístico fornecido pelo programa CellQuest e 

avaliada seguindo os seguintes passos: 

1. A média da percentagem de células duplo-positivas (marcação de 

superfície e citocina intracitoplasmática) dos indivíduos foi comparada entre os 

grupos formados para verificar se existia diferença quanto à estimulação com CRA 

ou FRA; 

2.  A média global para cada subtipo celular versus citocina foi obtida pela 

média de produção pelos grupos FC1, FC2, FI e NI. Foi estabelecido o conceito de 

indivíduos “baixo” e “alto” produtores de citocinas segundo Vitelli-Avelar et al. (2008) 

utilizando a média global de produção de citocinas como um cut-off que segregou as 

duas categorias de indivíduos. 

3. A média do percentual de produção de cada citocina foi avaliada 

intergrupos para verificar a principal célula produtora.  

4. Foram realizadas correlações entre a produção das citocinas do tipo 

Th1 (IFN-γ e TNF-α) e das citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-10) nos diferentes grupos 

de portadores da doença de Chagas. 
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5.2.10 Análises estatísticas 

 

 

Foi realizada uma análise descritiva para expor os resultados obtidos. A 

apresentação das variáveis mensuradas foi feita através de medidas descritivas 

como: média e desvio padrão. Para testar a suposição de normalidade dos dados foi 

aplicado o teste de Shapiro-Wilk seguido do teste T-Student e quando o pressuposto 

de homogeneidade não foi confirmado foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para 

comparar as médias de produção de citocinas entre os grupos e as células 

produtoras de citocinas intergrupos foi utilizado o teste para médias Anova seguido 

do teste de Tukey e quando o pressuposto de homogeneidade não foi confirmado foi 

utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney, quando 

existiu diferença entre médias. Para avaliar os indivíduos “baixo” e “alto” produtores 

de citocinas realizamos o teste Qui-quadrado de proporções. O teste de correlação 

de Pearson foi utilizado para avaliação das correlações entre citocinas. Todas as 

conclusões foram tomadas ao nível de significância de 5%. Os softwares utilizados 

foram o Excel 2000, GraphPad Prism 5.0 e o Statistical R 2.9.0 (The R Project for 

Statistical Computing: www.r-project.org). 
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6 RESULTADOS 

 

 

6.1 Avaliação do perfil protéico dos antígenos reco mbinantes 

 

 

Para nos certificarmos da pureza dos Ags-Recs realizamos uma 

eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio 

seguida de coloração pela prata para investigarmos a presença de contaminações 

protéicas. Todos os lotes dos Ags-Recs CRA e FRA utilizados apresentaram-se bem 

conservados e não estavam contaminados por proteínas derivadas da Escherichia 

coli, bactéria onde os Ags-Recs são produzidos.  

 

 

6.2 Avaliação da sorologia da população do estudo 

 

 

Para confirmarmos a sorologia acerca da infecção chagásica realizamos 

dois testes imunoenzimáticos com preparações antigênicas diferentes em amostras 

de soro de todos os indivíduos envolvidos neste estudo. Todos os pacientes 

provenientes do HUOC/UPE apresentaram sorologias reagentes, confirmando os 

dados obtidos em seus prontuários. Além disso, a sorologia não-reagente também 

foi confirmada nos indivíduos NI. 

 

 

6.3 Avaliação do hemograma da população do estudo 

 

 

Avaliamos o hemograma da população estudada para investigar 

diferenças discrepantes, sobretudo, na contagem de leucócitos 

(leucopenia/leucocitose), entre os indivíduos a fim de excluir aqueles com alterações 

graves na contagem diferencial das populações celulares. Assim, nenhum indivíduo 

foi excluído do estudo posteriormente. 
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6.4 Padronização da cinética de tempo de cultivo versus resposta 

 

 

6.4.1 Padronização da cinética de tempo de cultivo versus resposta por linfócitos T 

CD4+ e CD8+ 

 

 

Para o estudo da cinética de produção das citocinas IFN-γ e IL-10 por 

linfócitos, os tempos de cultivo de 1 a 5 dias foram realizados. Já para o estudo das 

citocinas IL-4 e TNF-α foram realizados cultivos durante os períodos de 1 a 3 dias. 

As Figuras 6 e 7 mostram a produção de IFN-γ pelos linfócitos T CD4+ e CD8+, 

respectivamente. Apesar de não evidenciarmos diferenças estatísticas significativas 

entre os tempos de cultivo avaliados, o 1° dia de c ultura apresentou maiores médias, 

quando comparado aos demais períodos após estímulo com ambos os antígenos.    
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Figura 6: Cinética da detecção de IFN-γ em células CD4+ durante os períodos de 1, 2, 3, 4 e 5 dias 
de cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA.  
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Figura 7: Cinética da detecção de IFN-γ em células CD8+ durante os períodos de 1, 2, 3, 4 e 5 dias 
de cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA. 
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O período de cultura de 1 dia também foi escolhido para a determinação 

da citocina IL-10 por células T CD4+ (Figura 8) e CD8+ (Figura 9), onde obtivemos 

maiores níveis da referida citocina, apesar de não observarmos diferenças 

estatisticamente significativas entre os períodos avaliados. 
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Figura 8: Cinética da detecção de IL-10 em células CD4+ durante os períodos de 1, 2, 3, 4 e 5 dias de 
cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA. 
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Figura 9: Cinética da detecção de IL-10 em células CD8+ durante os períodos de 1, 2, 3, 4 e 5 dias de 
cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA.  
 

 

Com relação à produção de TNF-α por linfócitos T CD4+ (Figura 10) não 

observamos diferenças significativas entre os tempos estudados, tanto para o 

estímulo com CRA quanto com FRA.   
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Figura 10: Cinética da detecção de TNF-α em células CD4+ durante os períodos de 1, 2, e 3 dias de 
cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA. 
 

 

A produção desta citocina por linfócitos T CD8+ é mais elevada no 1° dia 

quando comparado aos demais tempos de cultivo pelos linfócitos T CD8+ após 

estímulo com FRA. Porém, nenhuma diferença foi observada após estímulo com 

CRA (Figura 11). 
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Figura 11: Cinética da detecção de TNF-α em células CD8+ durante os períodos de 1, 2, e 3 dias de 
cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA. 

 

 

Não observamos diferenças estatísticas significativas entre os diferentes 

períodos estudados para a detecção da IL-4 pelos linfócitos T CD4+ (Figura 12). No 

entanto, observamos a produção de IL-4, significativamente maior, por células T 

CD8+ após estímulo in vitro com CRA (Figura 13).  
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Figura 12: Cinética da detecção de IL-4 em células CD4+ durante os períodos de 1, 2 e 3 dias de 
cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA. 
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Figura 13: Cinética da detecção de IL-4 em células CD8+ durante os períodos de 1, 2, e 3 dias de 
cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA. As diferenças estatísticas estão 
representadas por * com o valor de p≤0,05. 
 

 

Para a escolha do tempo de cultivo foram levadas em consideração as 

maiores médias observadas para a produção das citocinas pelo sangue periférico de 

pacientes chagásicos, mesmo que não tenham sido encontradas diferenças 

estatísticas entre os tempos estudados. Nos casos onde as médias foram 

semelhantes entre os tempos estudados (IFN-γ, TNF-α, IL-10 e IL-4), a escolha foi 

baseada na operacionalização dos experimentos. Diante disso, escolhemos o 1° dia 

de cultivo para a realização das culturas celulares. 

 

 

6.4.2 Padronização da cinética de tempo de cultivo versus resposta por células 

CD14+ 
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Para o estudo das citocinas IFN-γ, IL-10 e TNF-α produzidas por células 

CD14+ realizamos o cultivo celular durante os períodos de 1 a 3 dias. A produção da 

citocina TNF-α é significativamente mais elevada no dia 1 de cultivo, após estímulo 

in vitro com os Ags-Recs (Figura 14). 
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Figura 14: Cinética da detecção de TNF-α em células CD14+ durante os períodos de 1, 2, e 3 dias de 
cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA. As diferenças estatísticas estão 
representadas por * com o valor de p≤0,05. 
 

 

Com relação à produção de IFN-γ+ por células CD14+, não foi observada 

nenhuma diferença estatística entre os dias de cultivo analisados, apesar de 

evidenciarmos maiores médias de produção desta citocina no 1° dia de cultivo 

(Figura 15).  
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Figura 15: Cinética da detecção de IFN-γ em células CD14+ durante os períodos de 1, 2 e 3 dias de 
cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA. 
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Observamos níveis mais elevados da produção de IL-10 por células 

CD14+ no 1° dia de cultivo após estímulo com CRA ou  FRA, apesar de termos 

encontrado níveis significativamente maiores de IL-10 após 1 dia de cultivo, quando 

comparado aos demais períodos, após estímulo com FRA (Figura 16). 
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Figura 16: Cinética da detecção de IL-10 em células CD14+ durante os períodos de 1, 2 e 3 dias de 
cultivo in vitro na presença dos estímulos CRA ou FRA. As diferenças estatísticas estão 
representadas por * com o valor de p≤0,05. 
 

 

Diante desses dados, escolhemos o 1° dia de cultivo  para a avaliação da 

produção das citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-10 por células T CD14+. 

 

 

6.5 Avaliação do perfil de citocinas intracitoplasm áticas por linfócitos T após 

estimulação in vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T. cruzi 

 

 

Uma vez estabelecida a cinética tempo x resposta, a produção das 

citocinas intracitoplasmáticas foram avaliadas na população de linfócitos e monócitos 

após 1 dia de cultivo, como descrito na seção Material e Métodos. 

A percentagem de células produtoras de citocinas intracitoplasmáticas 

duplo-positivas foi avaliada entre os grupos de indivíduos estudados após estímulo 

in vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T. cruzi. 
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6.5.1 Linfócitos T CD4+ após estímulo com CRA  

 

 

A Figura 17 mostra os percentuais de células T CD4+ em culturas de 

sangue periférico de indivíduos infectados (portadores de distintas formas clínicas 

crônicas) e NI após estímulo com CRA.  

A produção das citocinas intracitoplasmáticas IFN-γ, IL-4 e TNF-α após 

estímulo com CRA é verificada em todos os grupos de indivíduos chagásicos 

(Figuras 17A, 17B e 17D), quando comparada à do grupo de indivíduos NI. 

Nenhuma diferença significativa foi observada entre os grupos de indivíduos 

chagásicos, a não ser, entre indivíduos do grupo FC1, que apresentaram níveis mais 

elevados de IL-4 quando comparado aos indivíduos do grupo FC2 (Figura 17B).  

Com relação à produção de IL-10, verificamos que o CRA, foi capaz de 

induzir níveis significativos do percentual CD4+/IL-10+ apenas nos indivíduos 

portadores da FI da doença (Figura 17C). 
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Figura 17: Detecção das citocinas IFN-γ (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-α (D) por células T CD4+ de 
sangue periférico de pacientes chagásicos e indivíduos não infectados após estímulo com o antígeno 
recombinante CRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clínica cardíaca sem dilatação (FC1) 
(n=15), da forma clínica cardíaca com dilatação (FC2) (n=15) e forma clínica indeterminada (FI) (n=9) 
e indivíduos não infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro 
padrão. As diferenças estatísticas estão indicadas na figura com o valor de p≤0,05. 

 

 

6.5.2 Linfócitos T CD4+ após estímulo com FRA  

 

 

Ao avaliar a produção de IFN-γ após estímulo com FRA, não verificamos 

nenhuma diferença entre os grupos de indivíduos estudados (Figura 18A).  

A Figura 18B, mostra que indivíduos chagásicos portadores da FC1, bem 

como da FI, possuem níveis significativos de IL-4, quando comparado aos indivíduos 

NI. No entanto, nenhuma produção significativa foi observada entre os indivíduos 

portadores da FC2. 
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A produção da IL-10 intracitoplasmática por células T CD4+ após estímulo 

com FRA é verificada por todos os grupos de indivíduos chagásicos (Figura 18C), 

quando comparado ao grupo de indivíduos NI. 

Semelhante ao observado sobre o percentual de CD4+ produtoras de IL-

10 por indivíduos da FI após estímulo com CRA (Figura 17C), também verificamos 

que apenas esses indivíduos foram capazes de produzir TNF-α após estímulo com 

FRA (Figura 18D). 
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Figura 18: Detecção das citocinas IFN-γ (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-α (D) por células T CD4+ de 
sangue periférico de pacientes chagásicos e indivíduos não infectados após estímulo com o antígeno 
recombinante FRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clínica cardíaca sem dilatação (FC1) 
(n=15), da forma clínica cardíaca com dilatação (FC2) (n=15) e forma clínica indeterminada (FI) (n=9) 
e indivíduos não infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro 
padrão. As diferenças estatísticas estão indicadas na figura com o valor de p≤0,05. 
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6.5.3 Linfócitos T CD8+ após estímulo com CRA  

 

 

A produção de IFN-γ por células T CD8+, após estímulo com CRA, foi 

observada em todos os grupos de indivíduos estudados, quando comparado ao 

grupo de indivíduos NI (Figura 19A). Além disso, foi possível evidenciar que os 

indivíduos portadores da FC2 apresentaram níveis mais elevados de IFN-γ, quando 

comparados aos indivíduos portadores da FC1 e FI. 

Apenas os indivíduos portadores da FC1 produziram níveis significativos 

de IL-4, quando comparado aos indivíduos NI. Também foi possível verificar que os 

níveis desta citocina foram mais elevados, quando comparados aos níveis 

produzidos pelos indivíduos da FI (Figura 19B). 

Apesar de termos evidenciado a produção de IL-10 por células T CD8+, 

não foi possível verificar nenhuma diferença significativa entre os grupos estudados 

(Figura 19C).  

A avaliação do percentual de produção de TNF-α mostra que a produção 

foi verificada por todos os grupos de indivíduos estudados, quando comparado ao 

grupo de indivíduos NI. Além disso, os indivíduos da FC2 puderam ser distinguidos 

dos indivíduos portadores da FC1 e FI (Figura 19D). 
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Figura 19: Detecção das citocinas IFN-γ (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-α (D) por células T CD8+ de 
sangue periférico de pacientes chagásicos e indivíduos não infectados após estímulo com o antígeno 
recombinante CRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clínica cardíaca sem dilatação (FC1) 
(n=15), da forma clínica cardíaca com dilatação (FC2) (n=15) e forma clínica indeterminada (FI) (n=9) 
e indivíduos não infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro 
padrão. As diferenças estatísticas estão indicadas na figura com o valor de p≤0,05. 
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6.5.4 Linfócitos T CD8+ após estímulo com FRA  

 

 

Não detectamos diferenças significativas de produção intracitoplasmática 

das citocinas IFN-γ, IL-4, IL-10 e TNF-α por linfócitos T CD8+ quando as células 

foram estimuladas com FRA (Figura 20). 
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Figura 20: Detecção das citocinas IFN-γ (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-α (D) por células T CD8+ de 
sangue periférico de pacientes chagásicos e indivíduos não infectados após estímulo com o antígeno 
recombinante FRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clínica cardíaca sem dilatação (FC1) 
(n=15), da forma clínica cardíaca com dilatação (FC2) (n=15) e forma clínica indeterminada (FI) (n=9) 
e indivíduos não infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro 
padrão. As diferenças estatísticas estão indicadas na figura com o valor de p≤0,05. 
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6.6 Avaliação do perfil de citocinas intracitoplasm áticas por monócitos CD14+ 

após estimulação in vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T. cruzi 

 

 

6.6.1 Monócitos CD14+ após estímulo com CRA  

 

 

A produção de IFN-γ, IL-10 e TNF-α por células T CD14+, após estímulo 

com CRA foi observada por todos os grupos de indivíduos estudados, quando 

comparado ao grupo de indivíduos NI (Figura 21). No entanto, nenhuma diferença 

estaística foi observada entre os grupos de pacientes chagásicos. 

 

C 

 

Figura 21: Detecção das citocinas IFN-γ (A), IL-10 (B) e TNF-α (C) por monócitos CD14+ de sangue 
periférico de pacientes chagásicos e indivíduos não infectados após estímulo com o antígeno 
recombinante CRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clínica cardíaca sem dilatação (FC1) 
(n=15), da forma clínica cardíaca com dilatação (FC2) (n=15) e forma clínica indeterminada (FI) (n=9) 
e indivíduos não infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro 
padrão. As diferenças estatísticas estão indicadas na figura com o valor de p≤0,05. 
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6.6.2 Monócitos CD14+ após estímulo com FRA  

 

 

Com relação à produção de IFN-γ e TNF-α, verificamos que FRA foi 

capaz de induzir a produção estatisticamente significativa destas citocinas por 

células T CD14+ de indivíduos chagásicos, quando comparados ao grupo de 

indivíduos NI (Figuras 22A e 22C). No entanto, nenhuma diferença estatística foi 

observada entre os grupos de pacientes chagásicos. Com relação à produção de IL-

10, nenhuma diferença estatística foi observada entre os grupos estudados. 

 

C 

 

Figura 22: Detecção das citocinas IFN-γ (A), IL-10 (B) e TNF-α (C) por monócitos CD14+ de sangue 
periférico de pacientes chagásicos e indivíduos não infectados após estímulo com o antígeno 
recombinante FRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clínica cardíaca sem dilatação (FC1) 
(n=15), da forma clínica cardíaca com dilatação (FC2) (n=15) e forma clínica indeterminada (FI) (n=9) 
e indivíduos não infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro 
padrão. As diferenças estatísticas estão indicadas na figura com o valor de p≤0,05. 
 

A 

 

B 

 FC1 FC2 FI NI
0

2

4

6

8

%
 C

D
1
4
+
/
I
F
N

γγ γγ+

0,0089 

0,0070 

0,0048 

FC1 FC2 FI NI
0

5

10

15

20
%

 C
D
1
4
+
/
I
L
-1

0
+

FC1 FC2 FI NI
0

5

10

15

20

25

%
 C

D
1
4
+
/
T
N
F

αα αα
+

0,0016 

0,0012 

0,0114 



Lorena V. M. B.                                        
 
 

64 

6.7 Avaliação da freqüência dos altos produtores de  citocinas 

intracitoplasmáticas após estímulo in vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T. 

cruzi 

 

 

Aplicamos o conceito de “altos” e “baixos” produtores de citocinas a partir 

do estabelecimento de um cut-off obtido através da média global (média da 

produção de todos os indivíduos estudados) da produção de citocina e investigamos 

a existência da freqüência de produção de citocinas entre os grupos estudados.  

A Tabela 3 mostra a freqüência dos altos produtores de citocinas após 

estímulo in vitro com CRA. A maioria (60%) dos pacientes chagásicos portadores da 

FC2 foram considerados altos produtores de TNF-α por células CD14+ quando 

comparado aos indivíduos NI. O mesmo foi observado quando avaliamos a produção 

de IFN-γ por linfócitos T CD8+. Um fato interessante, é que 55,56% dos indivíduos 

chagásicos portadores da FI apresentaram-se altos produtores de IL-10 produzidas 

por células T CD4+. No entanto, nenhuma diferença estatística significativa foi 

observada (Tabela 3). 
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Tabela 3: Freqüência dos indivíduos altos produtores de citocinas baseada na média global após 
estímulo com CRA. 

  Altos produtores de citocinas (%) 

% Células/Citocinas Média Global 
Cut-off FC1 FC2 FI NI 

% de células CD14+      
IL-10 5,68 (0,01 – 21,00) 46,67 33,33 33,33 0,00 

IFN-γ+ 1,23 (0,01 – 5,99) 40,00 33,33 22,22 16,67 
TNF-α+ 10,60 (0,61 – 33,40) 53,33 60,00a 33,33 0,00 

      
% de Linfócitos T CD4+      

IL-4+ 0,13 (0,01 – 0,49) 53,33 20,00 33,33 0,00 
IL-10+ 0,45 (0,06 – 2,44) 14,29 40,00 55,56 0,00 
IFN-γ+ 0,39 (0,04 – 2,63) 40,00 40,00 22,22 0,00 
TNF-α+ 0,20 (0,02 – 1,27) 35,71 33,33 22,22 0,00 

      
% de Linfócitos T CD8+      

IL-4+ 0,16 (0,02 – 1,01) 35,71 21,43 22,22 0,00 
IL-10+ 0,32 (0,07 – 1,35) 35,71 35,71 0,00 33,33 
IFN-γ+ 0,49 (0,07 – 2,25) 28,57 60,00a 33,33 0,00 
TNF-α+ 0,13 (0,02 – 0,73) 35,71 57,14 22,22 50,00 

Nota: Os dados são expressos como a percentagem dos indivíduos que apresentam percentagem de 
células produtoras de citocinas igual ou maior que a média global (cut-off) calculada utilizando os 
dados de todos os grupos dentro das populações celulares avaliadas. Forma clínica crônica cardíaca 
sem dilatação (FC1), cardíaca com dilatação (FC2), indeterminada (FI) e indivíduos não infectados 
(NI). As diferenças estatísticas (p<0,05) estão representadas pela letra ‘a’ para a comparação com NI. 
 

 

Com relação à freqüência dos indivíduos produtores de citocinas, após 

estímulo in vitro com FRA, observamos que a frequência de indivíduos chagásicos 

altos produtores de IFN-γ por células CD14+ são aqueles portadores das formas 

FC1 e FC2, quando comparados aos indivíduos portadores da FI. Além disso, 

64,29% dos pacientes chagásicos portadores da FC1 apresentaram níveis mais 

elevados (acima do cut-off) de linfócitos T CD8+ produtores de IL-4, quando 

comparado aos demais grupos de indivíduos (Tabela 4). 
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Tabela 4: Freqüência dos indivíduos altos produtores de citocinas baseada na média global após 
estímulo com FRA. 

  Altos produtores de citocinas (%) 

% Células/Citocinas Média Global 
Cut-off FC1 FC2 FI NI 

% de células CD14+      
IL-10+ 4,66 (0,10 – 17,19) 46,67 33,33 22,22 0,00 
IFN-γ+ 0,80 (0,01 – 5,93) 46,67b 46,67b 0,00 0,00 
TNF-α+ 7,45 (0,15 – 23,00) 40,00 40,00 44,44 0,00 

      
% de Linfócitos T CD4+      

IL-4+ 0,13 (0,02 – 0,46) 73,33 33,33 26,67 16,67 
IL-10+ 0,49 (0,05 – 1,79) 46,67 46,67 55,56 0,00 
IFN-γ+ 0,23 (0,01 – 0,90) 46,67 26,67 33,33 16,67 
TNF-α+ 0,19 (0,02 – 1,15) 26,67 26,67 44,44 0,00 

      
% de Linfócitos T CD8+      

IL-4+ 0,15 (0,04 – 0,52) 64,29a, b, c 20,00 11,11 0,00 
IL-10+ 0,30 (0,05 – 1,44) 61,54 42,86 33,33 16,67 
IFN-γ+ 0,43 (0,01 – 1,45) 42,86 35,71 44,44 50,00 
TNF-α+ 0,15 (0,01 – 0,93) 30,77 35,71 11,11 16,67 

Nota: Os dados são expressos como a percentagem dos indivíduos que apresentam percentagem de 
células produtoras de citocinas igual ou maior que a média global (cut-off) calculada utilizando os 
dados de todos os grupos dentro das populações celulares avaliadas. Forma clínica crônica cardíaca 
sem dilatação (FC1), cardíaca com dilatação (FC2), indeterminada (FI) e indivíduos não infectados 
(NI). As diferenças estatísticas (p<0,05) estão representadas pelas letras ‘a’, ‘b’ e ‘c’ para a 
comparação com NI, FI e FC2, respectivamente. 
 

 

6.8 Avaliação das células produtoras de citocinas i ntracitoplasmáticas  

 

 

A média do percentual de produção de cada citocina foi avaliada 

intergrupos para verificar a principal célula produtora de citocinas 

intracitoplasmáticas.  

Avaliando a produção de citocinas no grupo de pacientes chagásicos 

portadores da FC1, verificamos que as principais células produtoras de IFN-γ, IL-10 

e TNF-α, após estímulo com CRA, foram os monócitos (CD14+) (Figuras 23A, 23C e 

23D). O mesmo fato foi observado após estímulo com FRA, com exceção da 

produção de IL-10, que apesar de as células CD14+ produzirem maiores níveis 

desta citocina, nenhuma diferença estatística significativa foi observada (Figura 

23C). Além disso, quando avaliamos a produção de IL-4, verificamos que tanto 
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linfócitos T CD4+, quanto linfócitos T CD8+ são responsáveis pela produção desta 

citocina (Figura 23B). 
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Figura 23: Detecção das citocinas IFN-γ (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-α (D) por linfócitos T CD4+, 
CD8+ e monócitos CD14+ de sangue periférico de pacientes chagásicos portadores da forma clínica 
cardíaca sem dilatação (FC1) após estímulo com os antígenos recombinantes CRA (□) e FRA (■) de 
T. cruzi. As barras horizontais representam a média aritmética e o erro padrão. As diferenças 
estatísticas estão indicadas na figura com o valor de p≤0,05. 
 

 

Com relação à produção de citocinas no grupo de pacientes chagásicos 

portadores da FC2, verificamos que as principais células produtoras de IFN-γ, IL-10 

e TNF-α, após estímulo com FRA, foram os monócitos (CD14+) (Figura 24A, 24C e 

24D). Porém, após estímulo com CRA, apesar de verificarmos níveis maiores de 

produção de IFN-γ por células CD14+ nenhuma diferença significativa foi observada 

(Figura 24A). Além disso, quando avaliamos a produção de IL-4 pelos pacientes 

portadores da FC2, verificamos que tanto linfócitos T CD4+, quanto linfócitos T 

CD8+ são responsáveis pela produção desta citocina (Figura 24B). 
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Figura 24: Detecção das citocinas IFN-γ (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-α (D) por linfócitos T CD4+, 
CD8+ e monócitos CD14+ de sangue periférico de pacientes chagásicos portadores da forma clínica 
cardíaca com dilatação (FC2) após estímulo com os antígenos recombinantes CRA (□) e FRA (■) de 
T. cruzi. As barras horizontais representam a média aritmética e o erro padrão. As diferenças 
estatísticas estão indicadas na figura com o valor de p≤0,05. 
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verificamos que as células responsáveis pela produção de IFN-γ e TNF-α são as 

células CD14+ após estímulo com ambos os antígenos (Figura 25A e 25D). O 

mesmo foi observado quando avaliamos a produção de IL-10, onde verificamos que 

os monócitos foram as principais células produtoras, seguidos dos linfócitos T CD4+ 

e T CD8+, respectivamente (Figura 25C). Como visto nos grupos de pacientes 

portadores da FC1 e FC2, a IL-4 é produzida por ambos os linfócitos T CD4+ e 

CD8+ após estímulo com os Ags-Recs (Figura 25B). 
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Figura 25: Detecção das citocinas IFN-γ (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-α (D) por linfócitos T CD4+, 
CD8+ e monócitos CD14+ de sangue periférico de pacientes chagásicos portadores da forma clínica 
indeterminada (FI) após estímulo com os antígenos recombinantes CRA (□) e FRA (■) de T. cruzi. As 
barras horizontais representam a média aritmética e o erro padrão. As diferenças estatísticas estão 
indicadas na figura com o valor de p≤0,05. 
 

 

6.9 Correlações entre a produção das citocinas nos diferentes grupos de 

portadores da doença de Chagas 

 

 

Investigamos possíveis correlações positivas ou negativas entre as 

citocinas intracitoplasmáticas produzidas pelas células T e monócitos de pacientes 

chagásicos nas diferentes formas clínicas crônicas da doença de Chagas. 

 

 

6.9.1 Correlações observadas em pacientes portadores da FC1 
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A Tabela 5 expressa as correlações entre as citocinas produzidas pelas 

células estudadas obtidas a partir do estímulo in vitro com CRA ou FRA de T. cruzi. 

Observamos uma correlação positiva de 0,82 e 0,58, entre as citocinas inflamatórias 

IFN-γ e TNF-α após estímulo com FRA, em células T CD8+ e CD14+, 

respectivamente. 

Por outro lado, ao avaliarmos a correlação entre as citocinas IL-4 e IL-10 

produzidas por linfócitos T CD8+, verificamos que esses pacientes apresentaram 

uma correlação positiva de 70% após estímulo com CRA. No entanto, verificamos 

uma correlação positiva (80%) entre IL-10 e TNF-α produzidas por células CD14+, 

após estímulo com CRA. 

 

 

Tabela 5: Correlação entre as citocinas produzidas por células CD4+, CD8+ e CD14+ após estímulos 
in vitro com os antígenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi por pacientes portadores da FC1. 

Nota: Cytoplasmatic Repetitive Antigen (CRA), Flagellar Repetitive Antigen (FRA), Forma clínica 
crônica cardíaca sem dilatação (FC1), cardíaca com dilatação (FC2) e indeterminada (FI). O * 
representa a diferença estatística com o valor de p≤0,05. 

 

 

6.9.2 Correlações observadas em pacientes portadores da FC2 

 

 

A análise da correlação entre IFN-γ e TNF-α produzidas por linfócitos T 

CD4+, CD8+ e CD14+, verificamos as correlações positivas de 0,62, 0,66 e 0,69 

respectivamente, entre pacientes portadores da FC2, após estímulo com FRA, 

indicando uma forte resposta Th1. Interessantemente, neste grupo de pacientes, 

 Coeficiente de correlação 

CD4+ IFNγ x IL10 IFNγ x TNFα IL10 x TNFα IFNγ x IL4 IL10 x IL4 IL4 x TNFα 

CRA 0,13 -0,10 -0,21 0,31 0,18 0,32 

FRA -0,10 -0,08 -0,23 0,20 -0,24 0,30 

CD8+       

CRA -0,09 0,48 -0,09 -0,21 0,70* 0,07 

FRA 0,08 0,82* -0,05 0,21 0,33 0,38 

CD14+       

CRA 0,34 0,00 0,80*    

FRA 0,41 0,58* 0,31    
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observamos um padrão misto de produção de citocinas por todas as células 

estudadas (Tabela 6). 

 

 
Tabela 6: Correlação entre as citocinas produzidas por células CD4+, CD8+ e CD14+ após estímulos 
in vitro com os antígenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi por pacientes portadores da FC2. 

Nota: Cytoplasmatic Repetitive Antigen (CRA), Flagellar Repetitive Antigen (FRA), Forma clínica 
crônica cardíaca sem dilatação (FC1), cardíaca com dilatação (FC2) e indeterminada (FI). O * 
representa a diferença estatística com o valor de p≤0,05. 

 

 

6.9.3 Correlações observadas em pacientes portadores da FI 

 

 

Observamos apenas uma correlação negativa (-0,64) entre IL-10 e TNF-α 

em pacientes portadores da FI após estímulo com FRA (Tabela 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Coeficiente de correlação 

CD4+ IFNγ x IL10 IFNγ x TNFα IL10 x TNFα IFNγ x IL4 IL10 x IL4 IL4 x TNFα 

CRA -0,21 0,23 0,22 -0,06 0,11 0,64* 

FRA 0,01 0,62* 0,38 0,15 0,48 0,34 

CD8+       

CRA 0,58 0,46 0,37 0,88* 0,47 0,43 

FRA 0,31 0,66* 0,32 0,63* 0,44 0,92* 

CD14+       

CRA 0,14 0,08 0,22    

FRA 0,40 0,69* 0,55*    
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Tabela 7: Correlação entre as citocinas produzidas por células CD4+, CD8+ e CD14+ após estímulos 
in vitro com os antígenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi por pacientes portadores da FI. 

Nota: Cytoplasmatic Repetitive Antigen (CRA), Flagellar Repetitive Antigen (FRA), Forma clínica 
crônica cardíaca sem dilatação (FC1), cardíaca com dilatação (FC2) e indeterminada (FI). O * 
representa a diferença estatística com o valor de p≤0,05. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 Coeficiente de correlação 

CD4+ IFNγ x IL10 IFNγ x TNFα IL10 x TNFα IFNγ x IL4 IL10 x IL4 IL4 x TNFα 

CRA -0,62 0,03 -0,40 0,47 -0,37 -0,54 

FRA -0,36 0,31 -0,64* 0,01 -0,13 0,31 

CD8+       

CRA 0,21 0,08 0,15 -0,01 0,20 -0,30 

FRA -0,25 0,26 0,27 0,06 -0,07 -0,39 

CD14+       

CRA 0,41 0,25 -0,27    

FRA -0,10 0,48 -0,03    
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7 DISCUSSÃO 

 

 

A resposta imune Th1 caracterizada pela produção de IFN-γ e TNF-α 

contribui para o controle dos níveis de parasitemia e aumento da sobrevida de 

camundongos infetados (ALIBERTI et al., 1996; MARTINS, 1999). Por outro lado, as 

citocinas do tipo Th2, IL-4 e IL-10, são relatadas por sustentar o parasitismo, por 

tornar o camundongo mais susceptível à infecção chagásica (REED et al., 1994; 

ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1996). Porém, a divisão dos aspectos protetores e 

lesivos no paradigma Th1 x Th2 nunca chegou a ser estabelecido na doença de 

Chagas humana. No entanto, não há dúvidas que as citocinas desempenham papel 

importante na regulação da resposta imune e seguramente estejam envolvidas tanto 

na resistência quanto nos mecanismos relacionados com a imunopatologia da 

doença. 

Uma visão panorâmica do perfil de citocinas produzidas por leucócitos 

oriundos de portadores das distintas formas clínicas crônicas da doença pode 

oferecer descobertas dentro do campo dos eventos imunológicos relevantes que 

possam fortalecer esses conhecimentos. A associação de todos esses estudos, que 

avaliam os perfis de produção de citocinas, podem também providenciar um melhor 

conhecimento dos parâmetros imunológicos envolvidos no controle e/ou patogenia 

da doença. Essas características imunológicas poderiam induzir o desenvolvimento 

de marcadores de prognóstico das formas clínicas severas. A utilização desses 

marcadores biológicos identificaria antecipadamente a evolução das formas clínicas 

da doença de Chagas, auxiliando no redirecionamento da conduta terapêutica pelos 

médicos.  

Apesar de vários achados importantes ao se estudar a imunidade celular 

na infecção chagásica, pouco foi encontrado sobre distintos perfis de reatividade por 

pacientes chagásicos portadores das formas cardíaca, digestiva ou indeterminada 

da doença. Muitas vezes, isso se deve ao fato desses trabalhos fazerem uso de 

antígenos complexos das formas evolutivas de T. cruzi. Assim, a utilização de 

antígenos que pudessem identificar respostas específicas ao parasito, aliada aos 

trabalhos realizados por Pereira et al. (2002), Verçosa et al. (2007) e Lorena et al., 

(2008), que mostraram uma específica resposta imune de pacientes chagásicos 

frente os Ags-Recs CRA e FRA, impulsionaram o presente estudo, onde avaliamos a 
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produção de citocinas por pacientes portadores da FC e FI da doença após estímulo 

in vitro com os referidos antígenos. A seguir, discutiremos os resultados obtidos 

subdivididos em tópicos conforme os objetivos específicos propostos. 

 

 

7.1 Avaliação do perfil de citocinas intracitoplasm áticas após estimulação in 

vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T. cruzi 

 

 

Nossos dados mostraram que indivíduos portadores da FC2 

apresentaram maiores níveis de linfócitos T CD8+/IFN-γ+ (Figura 19A), bem como 

de linfócitos T CD8+/TNF-α+ (Figura 19D), quando comparado aos indivíduos 

portadores da FC1 e FI da doença quando utilizamos o Ag-Rec CRA para 

estimulação in vitro. Estes resultados sugerem que estas citocinas poderiam ser 

bons marcadores biológicos desta forma clínica. A detecção dessas citocinas 

produzidas especificamente por linfócitos T CD8+, pode indicar que a severidade do 

dano cardíaco está relacionada com altos níveis de citocinas inflamatórias. No 

entanto, nenhuma diferença estatística sobre a produção de IFN-γ e TNF-α por 

linfócitos T CD8+ foi verificada quando o estímulo antigênico foi o antígeno FRA 

(Figura 20). 

Na doença de Chagas experimental, IFN-γ tem sido identificado como um 

fator de resistência por apresentar uma importante função no controle da parasitemia 

em camundongos infectados com T. cruzi (MINOPRIO et al., 1986, REED, 1988; 

TORRICO et al., 1996). Por outro lado, na doença de Chagas humana, níveis 

elevados de IFN-γ têm sido associados com a severidade da doença cardíaca em 

pacientes chagásicos crônicos (DUTRA et al., 1997; GOMES et al., 2003; BARROS-

MAZON et al., 2004), provavelmente por uma exacerbação da resposta imune, 

particularmente nas fibras cardíacas, promovendo a destruição dessas células. De 

fato, estudos têm mostrado a participação dos linfócitos T CD8+ em infiltrados 

inflamatórios cardíacos de pacientes portadores da FC, sobretudo secretando TNF-α 

e IFN-γ (REIS et al., 1993; HIGUCHI et al. 1997, 2003; CUNHA-NETO et al., 1998;). 

A citocina TNF-α tem sido demonstrada por modular a expressão de 

moléculas de adesão, participando, desta forma, dos processos inflamatórios por 
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recrutar linfócitos ao sítio de inflamação e contribuindo com a progressão da reação 

inflamatória local na cardiopatia chagásica (BACHMAIER et al., 1997). Prévios 

estudos têm demonstrado que pacientes portadores da FC são capazes de produzir 

altos níveis de TNF-α, consistente com o estabelecimento de uma forte resposta de 

linfócitos T CD8+ que é responsável por uma inflamação exacerbada e dano tissular 

(REIS et al., 1993; SOUZA et al., 2004). Além disso, pacientes portadores da FC 

severa apresentam níveis significativamente mais elevados de TNF-α sérico, quando 

comparados à pacientes com alterações cardíacas leves (FERREIRA et al., 2003). 

Como já mencionado nossos resultados mostram a produção de TNF-α por 

pacientes portadores da FC2 sugerindo que esta citocina está envolvida na 

progressão da cardiomiopatia em pacientes chagásicos. 

Já quando estudamos a produção dessas citocinas por linfócitos T CD4+, 

observamos que todos os grupos de pacientes apresentaram níveis elevados de 

CD4+/IFN-γ+ e CD4+/TNF-α+ comparado aos indivíduos NI, após estímulo com 

CRA (Figuras 17A e 17D). No entanto, contrariamente ao que é descrito na literatura 

(CORRÊA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003), observamos que apenas os 

indivíduos portadores da FI produziram TNF-α após estímulo com FRA, quando 

comparados ao grupo de NI (Figura 18D). Alguns trabalhos recentes têm 

demonstrado um perfil misto de produção de citocinas Th1 e Th2 por pacientes 

portadores da FI (LAUCELLA et al., 2004; VITELLI-AVELAR et al., 2008), 

corroborando com os nossos resultados obtidos. 

Estudos experimentais demonstraram que a produção de citocinas do tipo 

Th2, no início da infecção, possui papel na regulação negativa da secreção de IFN-γ 

(LAUCELLA et al., 1996; OLIVEIRA et al., 1996). Segundo Soares et al. (2001) o 

processo progressivo de dano tissular em portadores da FC poderia ser resultante 

de uma falha na regulação do IFN-γ pela IL-4. Além disso, a IL-10 exerce importante 

papel regulatório, controlando a patologia em situações de intensa ativação de 

citocinas do padrão Th1 de resposta (ABRAHAMSOHN et al., 1996). Em indivíduos 

na fase crônica da doença, acredita-se que a persistência de IL-10 não só 

contribuiria com o controle do processo inflamatório excessivo, como impediria a 

manifestação de sinais e sintomas característicos de formas severas, mantendo o 

indivíduo sempre assintomático, ou seja, portador da FI (CORRÊA-OLIVEIRA et al., 

1999; GOMES et al., 2003).  
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Os resultados do presente estudo mostraram que após estímulo com 

CRA, a percentagem de células T CD4+ produtoras de IL-4 por portadores da FC1 

foi maior quando comparado aos indivíduos portadores da FC2 (Figura 17B). 

Quando o estímulo foi o antígeno FRA, verificamos que apenas os pacientes 

portadores da FC2 não produziram níveis significativos de CD4+/IL-4+, comparados 

aos indivíduos NI (Figura 18B). O mesmo foi observado ao avaliarmos os níveis de 

CD8+/IL-4+ específicos ao CRA (Figura 19B). Esses achados sugerem que a 

severidade cardíaca de indivíduos portadores de cardiomiopatia possa estar 

associada a uma incapacidade de regulação imunológica pela produção e secreção 

de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-4. 

Quando estudamos a produção de IL-10 após estímulo com CRA, apenas 

os indivíduos portadores da FI apresentaram níveis de CD4+/IL-10+ maiores que os 

indivíduos NI (Figura 17C), indicando que a produção de IL-10 por linfócitos T CD4+ 

pode realmente, estar exercendo um papel regulatório neste grupo de indivíduos. No 

entanto, todos os grupos de indivíduos produziram esta citocina após estímulo com 

FRA, quando comparado ao grupo de indivíduos NI (Figura 18C). Além disso, 

linfócitos T CD8+ não foram capazes de produzir IL-10 após estímulo com ambos os 

antígenos (Figuras 19C e 20C), demonstrando que esses linfócitos poderiam estar 

envolvidos diretamente com os mecanismos inflamatórios através da secreção de 

TNF-α e IFN-γ como mencionado. 

Monócitos/macrófagos de indivíduos portadores da FI da doença, têm 

sido relatadas como as principais células produtoras de IL-10 (GOMES et al., 2003), 

quando comparado aos indivíduos portadores da FC, e poderiam estar envolvidas 

na regulação da resposta imune na doença de Chagas, modulando a expressão e a 

função de IL-12 e IFN-γ (BRENER; GAZZINELLI, 1997). Em nosso estudo, 

verificamos que as células CD14+ produziram níveis significativos de todas as 

citocinas estudadas após estímulo com CRA ou FRA, quando comparado ao grupo 

de indivíduos NI (Figuras 21 e 22), com exceção da produção de IL-10 após estímulo 

com FRA, onde nenhuma diferença significativa foi verificada entre os grupos 

avaliados (Figura 22B). 

Nossos resultados mostraram que o Ag-Rec CRA tem a capacidade de 

induzir uma resposta imune inflamatória, através da produção de IFN-γ e TNF-α, em 

indivíduos portadores de cardiomiopatia dilatada (FC2) comprovando a hipótese do 

nosso estudo. Essa observação oferece um conhecimento adicional no estudo dos 
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eventos imunológicos relevantes na evolução dos pacientes chagásicos portadores 

da FI. Acreditamos que o antígeno CRA, na infecção crônica humana parece ter 

papel mais importante no desenvolvimento/manutenção de memória imunológica, do 

que o antígeno FRA, presente no flagelo de tripomastigotas. Por estar presente no 

citoplasma de formas amastigotas, o estímulo imunológico parece ser contínuo e 

permanente, já que esta forma evolutiva do parasito está presente nos tecidos 

afetados do hospedeiro.  

A diferenciação das formas clínicas crônicas por antígenos específicos do 

T. cruzi, como demonstrado por nosso trabalho, pode trazer benefícios no 

entendimento da evolução de indivíduos assintomáticos (FI) e portadores de formas 

clínicas sintomáticas leves (FC1). As citocinas IFN-γ e TNF-α produzidas por 

linfócitos T CD8+, poderiam ser avaliadas num estudo prospectivo de indivíduos 

portadores da FI e FC1, para verificar a evolução clínica desses indivíduos para a 

cardiomiopatia severa. Essa ferramenta poderia ser utilizada para o seguimento das 

intervenções terapêuticas.  

 

 

7.2 Avaliação da freqüência dos altos produtores de  citocinas 

intracitoplasmáticas após estímulo in vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T. 

cruzi 

 

 

A categorização de pacientes produtores de citocinas tem sido utilizada 

para avaliar aqueles indivíduos, que dentro do grupo, possuem altos níveis de 

produção de citocinas (GOMES et al., 2003; VITELLI-AVELAR et al., 2008). Gomes 

et al. (2003), ao estudarem a produção de IFN-γ, dividiram o grupo de pacientes com 

alterações cardíacas de acordo com a severidade da doença através de exames 

clínicos mais sensíveis. Desta forma, foi possível estabelecer uma correlação entre 

“altos” e “baixos” produtores de IFN-γ e o estado clínico do paciente. Vitelli-Avellar et 

al. (2008), estabeleceram um cut-off obtido através de uma média global entre todos 

os indivíduos do estudo e desta forma foi possível segregar os “altos” produtores de 

citocinas.  

Associamos a experiência desses dois autores, onde subclassificamos os 

pacientes chagásicos cardiopatas em dois grupos (FC1 e FC2) e também 
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estabelecemos um cut-off para investigar os “altos” produtores de citocinas. Com 

esse tipo de avaliação, verificamos que a maioria dos pacientes portadores da FC2 

apresentaram níveis elevados de CD8+/IFN-γ+ e CD14+/TNF-α+, quando 

comparados aos indivíduos NI, após estímulo com CRA (Tabela 3). 

Quando o estímulo foi o antígeno FRA, a frequência de pacientes 

portadores da FC (tanto FC1 quanto FC2) foi maior quando comparado aos 

indivíduos portadores da FI na avaliação das células CD14+/IFN-γ+ (Tabela 4), 

mostrando mais uma vez, uma forte resposta inflamatória na maioria dos pacientes 

portadores da cardiomiopatia chagásica crônica.  

Por outro lado, verificamos que a maioria dos pacientes portadores da 

FC1 apresentaram produção significativa de IL-4 (Tabela 4). O fato de verificarmos a 

presença de citocinas regulatórias, como a IL-4, sendo produzidas por pacientes 

FC1, é compreensível. Esses indivíduos apresentam uma foma clínica intermediária 

entre simples alterações eletrocardiográficas e ocorrência de dilatação cardíaca 

(forma mais severa), podendo apresentar concomitantemente, os perfis de resposta 

Th1 e Th2. 

 

 

7.3 Avaliação das células produtoras de citocinas i ntracitoplasmáticas  

 

 

Não existem dúvidas sobre a participação dos subtipos de linfócitos T na 

doença de Chagas experimental (TARLETON et al., 1986; TARLETON, 1995). Os 

linfócitos T participam deste controle por diminuir a parasitemia e a mortalidade 

durante o curso natural da infecção. Esta resistência contra o T. cruzi está 

relacionada principalmente com uma população viável de linfócitos T CD4+ 

(ARAÚJO, 1989).  

Os linfócitos T CD4+ direcionam e potencializam os mecanismos efetores, 

incluindo a mudança de isotipo de imunoglobulinas e ativação de fagócitos e células 

T CD8+. Segundo Menezes et al. (2004), os linfócitos T CD4+ secretam diferente 

perfil de citocinas entre as duas formas clínicas FC e FI da doença, exercendo papel 

oposto por secretar IL-10 em pacientes chagásicos portadores da FI e, TNF-α em 

pacientes portadores da FC. Segundo os autores, essas células são importantes na 
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imunorregulação da infecção chagásica, sugerindo que podem ter participação nos 

mecanismos imunológicos para o controle ou para o desenvolvimento da patologia. 

A resposta imune induzida por células CD4+ frente aos Ags-Recs não foi 

capaz de diferenciar as formas clínicas através do perfil de produção de citocinas.  

Embora, os linfócitos T CD4+ apresentem papel importante na doença de Chagas 

experimental, está descrito que existe uma resposta escassa de linfócitos T CD4+ na 

presença de antígenos de T. cruzi, sugerindo que o parasito possa estar inibindo a 

apresentação desses antígenos por células apresentadoras de antígenos (REIS et 

al., 1993, 1997). Esse mecanismo de inibição sugere que  parasitos possam induzir 

a produção de citocinas que diminuam a expressão de moléculas essencias para a 

estimulação/ativação de linfócitos T (RUSSO et al., 1993). Souza et al. (2007) 

mostraram um aumento na molécula CTLA-4 expressa por células T CD4+ de 

pacientes portadores da FC quando comparados aos pacientes portadores da FI e 

NI. Desta forma, a avaliação de moléculas co-estimulatórias, bem como inibitórias da 

ativação dos linfócitos T deveriam ser melhor estudadas. 

Os linfócitos T CD8 são capazes de lisar células infectadas por parasitos 

e também contribuem a favor da resistência contra a infecção (NICKELL; SHARMA, 

2000). Os linfócitos T CD8 citotóxicos participam da imunidade adaptativa utilizando 

mecanismos de destruição de células-alvo, ou seja, aquelas células infectadas pelo 

parasito. Apesar de termos evidenciado níveis mais elevados de produção de TNF-α 

e IFN-γ por linfócitos T CD8+ em indivíduos portadores da FC2, ao compararmos os 

níveis de produção de citocinas pelas células estudadas neste grupo de pacientes, 

verificamos que as células CD14+ secretam quantidades maiores dessas citocinas, 

quando comparados aos subtipos de linfócitos (Figura 24). Nossos dados 

concordam com os de Vitelli-Avelar et al. (2008) que avaliando os níveis de citocinas 

por células de sangue periférico após estímulo com antígeno solúvel de 

tripomastigota, demonstraram que a média global de monócitos CD14+ produtores 

de TNF-α é 20,1%, enquanto que linfócitos T CD4+ e CD8+ apresentam média de 

0,8% e 1,3%, respectivamente. 

O nosso estudo mostra que os monócitos CD14+ são as principais células 

produtores das citocinas TNF-α, IFN-γ e IL-10 em todos os grupos de pacientes 

chagásicos (Figuras 23, 24 e 25). No entanto, em indivíduos portadores da FI, 

verificamos que seguida à produção por células CD14+, a segunda célula produtora 
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de IL-10 são os linfócitos T CD4+ (Figura 25), mostrando a importância dessa 

citocina nesse grupo de pacientes. 

Apesar de verificarmos que a principal fonte de citocinas são as células 

CD14+, os resultados discutidos no item 7.1, onde verificamos uma resposta imune 

de clones de linfócitos T CD4+ e de T CD8+ específicos aos Ags-Recs entre os 

indivíduos portadores das distintas formas clínicas da doença, nos levam a pensar, 

que os antígenos CRA e FRA exerçam papéis importantes nos mecanismos de 

proteção e de patologia na doença de Chagas. Pereira et al. (2005) mostraram forte 

resposta de linfócitos T CD4 e CD8 específica a esses antígenos na fase aguda da 

doença por camundongos imunizados com CRA ou FRA. Os autores concluíram que 

ambos os antígenos são importantes para a imunidade protetora na fase aguda da 

doença. No entanto, nenhum estudo experimental foi realizado em camundongos 

infectados cronicamente. 

O estudo do papel das células, tanto da imunidade adaptativa, quanto da 

imunidade inata, que possam estar atuando nesta resposta imunológica da doença 

humana, devem ser exploradas. Por exemplo, a frequência de indivíduos portadores 

da FI que apresentam neutrófilos-IL12+ obtidos de culturas estimuladas com 

antígenos de T. cruzi, é maior (100%), quando comparado ao grupo de pacientes 

portadores da FC (25%) (VITELLI-AVELAR et al., 2008). Além disso, eosinófilos de 

pacientes portadores da forma mista (FC e FD) têm se mostrado importantes células 

produtoras de citocinas, quando comparado aos indivíduos portadores da FC 

(CARDOSO et al., 2006). 

Assim, muito resta ainda a ser esclarecido quanto à função de outras 

populações celulares, tais como polimorfonucleares, mastócitos, células dendríticas, 

células T regulatórias e ainda as subpopulações de linfócitos e monócitos na 

infecção pelo T. cruzi. 

 

 

7.4 Correlações entre a produção das citocinas nos diferentes grupos de 

portadores da doença de Chagas 

 

 

A avaliação de correlações ajuda a compreender a associação entre duas 

citocinas estudadas. Conforme já mencionado, nossos resultados mostraram 
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claramente a presença de linfócitos T CD8+ no sangue de pacientes portadores da 

FC2, específicos ao CRA, que produziram TNF-α e IFN-γ (Figuras 19A e 19D), 

sugerindo que pacientes portadores da FC da doença, apresentam forte resposta do 

tipo inflamatória. Fortalecendo esta idéia, verificamos que existe uma forte 

correlação positiva entre as citocinas IFN-γ e TNF-α entre os pacientes portadores 

da FC, tanto FC1 quanto FC2 (Tabelas 5 e 6), indicando que essas duas citocinas 

estão fortemente associadas, o que já tem sido demonstrado na literatura (REIS et 

al., 1993; HIGUCHI et al. 1997, 2003). 

Por outro lado, verificamos correlações positivas entre citocinas 

inflamatórias e anti-inflamatórias nos dois grupos de pacientes portadores de 

cardiomiopatia (Tabelas 5 e 6). Nossos resultados discordam de outros estudos que 

realizaram este tipo de análise, onde é hipotetizado que pacientes chagásicos com 

as formas severas da doença, tenham perdido completamente a capacidade de 

imunomodulação pela secreção de citocinas anti-inflamatórias (GOMES et al., 2003; 

D’ÁVILA et al., 2009). Porém, acreditamos que esses pacientes por apresentarem 

uma exacerbada resposta inflamatória, ainda tenham a capacidade de manter 

alguns mecanismos de regulação, como a secreção de IL-4 e IL-10, na tentativa de 

evitar danos teciduais causados principalmente por IFN-γ. Para suportar esta nossa 

hipótese, observamos uma correlação negativa entre IL-10 e TNF-α no grupo de 

pacientes portadores da FI da doença (Tabela 7).  

O controle dos níveis de parasitas durante a fase aguda pelo sistema 

imunológico do hospedeiro, poderia ter consequências sobre a patologia da forma 

clínica crônica. Em estudo experimental, camundongos infectados com alta dose de 

tripomastigota, após um ano de infecção, apresentaram infiltrado inflamatório 

cardíaco com níveis elevados de linfócitos T CD8+, sugerindo que a alta parasitemia 

poderia ativar mais fortemente o padrão de resposta do tipo Th1 (moléculas efetoras 

como IgG2a e IFN-γ e células como macrófagos e linfócitos T CD8+) para eliminar o 

T. cruzi, embora também tenha sido verificada uma tentativa de regulação 

imunológica pela existência de uma correlação positiva entre IL-4 e IFN-γ 

(MARINHO et al., 1999). Provavelmente, uma carga parasitária mais elevada exporia 

quantidades maiores de antígenos ao sistema imune do hospedeiro, a serem 

reconhecidos pelos linfócitos, induzindo uma forte resposta celular protetora, mas 
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que, por outro lado, essa resposta poderia promover a evolução para formas clínicas 

severas, após a fase aguda. 
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8 CONCLUSÕES 

 

 

a) As citocinas IFN-γ e TNF-α produzidas por linfócitos T CD8+ após estímulo in 

vitro de sangue periférico com o Ag-Rec CRA foi capaz de diferenciar os 

pacientes chagásicos portadores da FC2 dos pacientes portadores da FC1 e 

da FI, podendo ser candidatos a marcadores imunológicos da forma clínica 

cardíaca severa da doença;  

 

b) Dentre os grupos de indivíduos avaliados, apenas os pacientes portadores da 

FC2 não apresentaram níveis de CD8+/IL-4+ e de CD4+/IL-4+ específicos ao 

CRA e FRA, respectivamente, quando comparados aos indivíduos NI 

sugerindo que a severidade da lesão cardíaca esteja associada a uma 

regulação imunológica pela produção e secreção de níveis efetores de IL-4;  

 

c) Indivíduos portadores da FI, e não indivíduos portadores da FC (FC1 e FC2) 

apresentaram níveis de CD4+/IL-10+ específicos ao CRA mais elevados que 

os indivíduos NI, indicando que a produção de IL-10 por linfócitos T CD4+ 

esteja exercendo um papel regulatório nesses pacientes; 

 

d) Os linfócitos T CD4+, bem como os linfócitos T CD8+ específicos aos Ags-

Recs, estão envolvidos nos mecanismos de proteção contra o T. cruzi e nos 

mecanismos imunopatológicos das formas clínicas crônicas da doença; 

 

e) Indivíduos portadores da FC2 são “altos” produtores de IFN-γ e TNF-α 

sugerindo que os níveis secretados dessas citocinas estejam relacionados 

com a severidade do dano cardíaco, porém, esses indivíduos apresentam 

correlações positivas entre citocinas inflamatórias (IFN-γ e TNF-α) e citocinas 

anti-inflamatórias (IL-4 e IL-10), indicando que possuem mecanismos de 

regulação, como a secreção de IL-4 e IL-10, na tentativa de evitar danos 

teciduais causados principalmente por IFN-γ. 
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9 PERSPECTIVAS 

 

 

a) Avaliar o fenótipo das células da resposta imune adaptativa e inata dos 

pacientes chagásicos portadores das FC, FD e FI; 

 

b) Avaliar o papel das células T reguladoras CD4+CD25+ presentes no sangue 

periférico dos pacientes chagásicos portadores das diferentes formas clínicas 

após estímulo in vitro com os Ags-Recs; 

 

c) Avaliar o papel das células Th17 presentes no sangue periférico dos 

pacientes chagásicos portadores das diferentes formas clínicas após estímulo 

in vitro com os Ags-Recs; 

 

d) Avaliar as moléculas co-estimuladoras/inibidoras presentes nas células de 

sangue periférico de indivíduos chagásicos portadores das formas clínicas 

FC, FD e FI.; 

 

e) Comparar os parâmetros acima entre os pacientes chagásicos de diferentes 

áreas endêmicas, onde circulam cepas de T. cruzi de diferentes biodemas. 
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ANEXO A - Aprovação pelo Comitê de Ética do CPqAM/Fiocruz 
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APÊNDICE A - Características dos indivíduos portadores da doença de Chagas  

 

 Registro 
CPqAM Sexo Idade Naturalidade Forma 

clínica 
1. HUOC 218 M 35 Jaboatão dos Guararapes-PE FC 1 
2. HUOC 219 F 36 Pesqueira-PE FC 2 
3. HUOC 221 F 57 Triunfo-PE FC 1 
4. HUOC 225 M 62 Buíque-PE FC 1 
5. HUOC 226 F 63 Triunfo-PE FC 1 
6. HUOC 228 F 69 Chã de Alegria-PE FC 1 
7. HUOC 234 F NI Viçosa-AL FC 1 
8. HUOC 235 F 70 São José da Lage-AL FC 2 
9. HUOC 236 M NI Escada-PE FI 
10. HUOC 237  M 69 Carpina-PE FC 2 
11. HUOC 239 F 63 Buíque-PE FI 
12. HUOC 240 F 58 Itapeti-PE FC 2 
13. HUOC 241 F 61 Afogados da Ingazeira-PE FC 1 
14. HUOC 242 M 59 Bom Jardim-PE FC 2 
15. HUOC 243 M 54 Itambé-PE FC 1 
16. HUOC 244 F 64 Belém de Maria-PE FC 2 
17. HUOC 245 F 77 Vicência-PE FC 1 
18. HUOC 246 F 55 Bom Jardim-PE FC 1 
19. HUOC 250 F 45 Caetés-PE FI 
20. HUOC 251 M 52 Bom Jardim-PE FC 2 
21 HUOC 252 F 59 Sertânia-PE FI 
22. HUOC 253 M 44 São Benedito do Sul-PE FC 1 
23. HUOC 254 M 30 Sertânia-PE FC 1 
24. HUOC 255 M 61 Nazaré da Mata-PE FC 1 
25. HUOC 258  M 63 São José do Egito FC 2 
26. HUOC 259 F NI Cachoeira-PE FI 
27. HUOC 260  F 55 Macaparana-PE FC 1 
28. HUOC 261 M 63 Bom jardim-PE FI 
29. HUOC 264 F 60 Tabira-PE FC 2 
30. HUOC 265 F 67 São José da Lage-AL FC 2 
31. HUOC 267 M 30 Terra Nova-PE FI 
32. HUOC 268 F 69 Nazaré da Mata-PE FC 1 
33. HUOC 269 F 60 Paciência-PE FC 2 
34. HUOC 270 F 38 Arcoverde-PE FI 
35. HUOC 276 F 72 Itapeti-PE FC 2 
36. HUOC 277 M 62 Carpina-PE FC 2 
37. HUOC 278 F 65 Limoeiro-PE FC 2 
38. HUOC 279 M 23 Mirandiba-PE FI 
39. HUOC 281 F 59 São Vicente Férrer-PE FC 2 

Nota: NI: não informado; F: sexo feminino; M: sexo Masculino; FC1: portadores da forma clínica 
cardíaca sem dilatação; FC2: portadores da forma clínica cardíaca com dilatação; FI: portadores da 
forma clínica indeterminada; 
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APÊNDICE B - Características dos indivíduos não-chagásicos estudados 

   

 
Registro 

CPqAM 
Sexo Idade Naturalidade 

1. NI 32 F 57 Carpina-PE 

2. NI 33 F 67 Desterro-PB 

3. NI 37 F 38 Pesqueira-PE 

4. NI 38 F 37 Paudalho-PE 

5. NI 39 F 62 Aliança-PE 

6. NI 40 F 54 Olinda-PE 

Nota: NI: Não infectado; F: sexo feminino; M: sexo Masculino; 
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APÊNDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Paciente 
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APÊNDICE D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Voluntário 

Controle 
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APÊNDICE E - Formulário de Pesquisa 
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APÊNDICE F - Artigo publicado 

 



Lorena V. M. B.                                        
 
 

103 

 

 



Lorena V. M. B.                                        
 
 

104 

 

 



Lorena V. M. B.                                        
 
 

105 

 

 



Lorena V. M. B.                                        
 
 

106 

 

 



Lorena V. M. B.                                        
 
 

107 

 

 



Lorena V. M. B.                                        
 
 

108 

 

 



Lorena V. M. B.                                        
 
 

109 

 

 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

